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E-mail:
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C.E. [] oo []
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. Carl H. June / Yanghing Zhao
INVENTORES ~
(72) .
Direccidn: 409 Baird Road, Merion Station, PA 19066 / 23 Doncaster Road,
Cherry Hill, NJ 8003
® PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2012/048543 “Fecha 27107/12012
Publicacion Internacional No. WO0/2013/019615 A2 Fecha 07/02/2013

@ TITULO (54)
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@ Clasificacion Internacional (51) A61K 48/00(2006,01) - A61K 38/17(2006,01)
® Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
ESTADOS UNIDOS 29/07/2011 61/513,259
Si Xl nNo [] .
)] Comprobante de pago No. 14-5835 Fecha ‘ 22/01/2014
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ANEXOS
-Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud
DDocumento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona Jundlca
EPodereS si fuere el caso
mDocumeto de cesién del inventor al solicitante o a su causante
D_Declaraciones
Copia de la solicitud internacional -
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. -
Copia del examen preliminar internacional efectuado pbr la autoridad Internacional de Examen Preliminar
DTraduccion del Examen Preliminar efectuado por la IPEA '
DDe ser el caso el caso copia del contrato de acceso

DDe ser el caso, documento que acredite al licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas

DDe ser el caso, certificado de depédsito de material bioldgico
[XJArte final 12x12

DDe ser el caso informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por.el
mismo titular o su causante, realcionadas parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud

DDe ser el caso modificaciones efectudas a la solicitud internacional

DOtros
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SUFERINTENDENCIA [ ] Patente de Invencién [ ] Patente modelo de utilidad
(21) No. De solicitud (51} int. CI:
PCT/US2012/048543 AG1K 48/00 (2006.01)
: AG1K 38/17 21/242 (2011.01)
(22) Fecha de solicitud (71) Solicitante (s) .
27107/2012 THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF
' PENNSYLVANIA :

(30} Prioridad: (72) Interventor (es)
61/513.259 (29.07.2011) US JUNE, CARL H,; (US)

ZHAO, YANGBING; (CH)
(33) Pais: Estados Unidos de América (US) (74) Apoderado (s)

JUAN CARLOS CUESTA QUINTERO

(54) Titulo
Receptores Coestimuladores de Cambio

Las casillas identificadas con 85, 86 y 87 sélo aplican para PCT

(85) Fecha limite inicio Fase Nacional
29/01/2014

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT (87) Publicacién internacional
Fecha de presentacion de la solicitud Fecha ' (07/02/2013)
Fecha: 27/07/2012 No. Publicacién W02013/019615 A2
No. de solicitud PCT: PCT/US2012/048543

Resumen reivindicacion (es):

La presente invencion se refiere de una manera general a una proteina de fusién que cuando se
manifiesta en una célula puede convertir una sefial negativa en una sefial positiva en la célula. La
proteina de fusién es una proteina quimérica caracterizada porque la proteina comprende por lo menos
dos dominios, en donde el primer dominio es un polipéptido que esta asociado con una sefial negativa y
el segundo dominio es un polipéptido que esta asociado con una sefial positiva. De este modo, la
invencion comprende receptores de cambio que son. capaces de cambiar las sefiales negativas a senales
positivas para la potenciacion de una respuesta inmune.
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POWER OF ATTORNEY

L (we), the undessigned Jennifer Langenberger by the tights
that 1 (we) treptesent and acting as  the Director of
Intellectual Property and Legal Representative(s) of The
Trustees of the University of Pennsylvania an organization
existing undet the laws of the Commonwealth of
Pennsylvania, in the United States of Ameiica .and in
present executiori of its (social) objective, domiciled at
Philadelphia Penusylvania do hereby grant POWER OF
ATTORNEY to M. Juan Carlos Cuesta Quintero and/ox
Mrs. Diana Romero Calvo, members of Cuesta & Asociates
Ltda,, residing in Bogotd, Colombia, and identified with
CC 79.339.809 and CC 52.250.482 and with professional
card 43.273 CSJ and 121.002 CSJ, respectively, to act on
behalf of grantor before any entity, authority and/or
person, specially before those Administrative, Contentious-
Administrative, Judicial and/or any other, in all matters
concerning the following:

1.- To file, obtain and/or tegister any of the type of
Intellectual and Industrial Property right, such as: Patents
of Inventions and Model Utility Patents; Industiial
Designs, Trademarks, Slogans, Trade Names and emblems
or ensigns, and Appellations of Otigin; copytrights in any of
theit  presentations (display); sanitaty registrations,
operating authotizations and/ot licenses; as well as their
renewals or extensions, assignments, changes of name
and/or domicile, agreements and licenses, domain names
applications. Especially those related “to:

2.- To bring actions of opposition, observances;
inftingement or refutation, reconsideration, complaints,
appeals or legal recoutses, cancellation, nullity and other
actions related with rights derived from the above-
mentioned matters and against the unfair competition,
engage facilitation hearings, as well as to intervene or
participate in Civil, Commercial, Criminal, or Contentious-
Administrative Trials; in actions of lawsuits or litigation’s
that grantor initiates or are initiated against him.

3-° In otder that this mandate is sufficient enough fot
all the matters referenced above, | (we) do heteby expressly
grant full and ample POWER OF ATTORNEY to exercise
the special rights established under Ast. 70 of the Civil
Procedure Code, this is: to conciliate, settle, submit to
arbitration, waive legal proceedings, defer the harmonious
testimony o decisive oath, absolve ot acquit positions; and
to receive the object related to the litigation or to take
possession of the said object. Attorneys may execute any
other act that requites a special clause; for any and/or all
the provisions mentioned in these instruments.

4.- To exercise Judicial Proxy and to ratify or not the
officious agency. Attorneys may also grant power of
attorney over the same to act in and out of the Colombian
territory. . .
5.- To substitute or delegate this Power of Attorney
to act in Colombia and abroad in favor of other or othets
and to revoke such substitutions ot delegations.

6.- It is expressly stated that attrbutions listed under
this Power of Attotney are metely exemplifying and not
limitative of other implicit atttibutions, therefore, the
attorneys -ift fact- are authotized to exetcise without any
restriction whatsoever, all the rights granted by the law in
force and/or with the legislation to be enacted in the
future, related and/or resulting and/or are the consequence
of the subject of this Power and regarding all hereby stated.

Granted anWl' delphia Phon, WUNE §,2013
v .

C/Slgnature

By: Jennifer Langenberger, Directdr of Intgllectual
Property, on behalf of THE TRUSTEESOF THE
UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

\ > " RYE

\_COMMONWEALTH OF PENNSYLVANIA
Notariat Seat ,
Jessica Coyle Brennan, Notary Public
Clty of Philadelphia, Philadelphia County
My Commission Expires Feb. 26, 2017
MEMBER, PENNSYLVANIA ASSOCIATION OF NOTARIES -

PODER ESPECIAL

Yo (nosottos),

abajo firmante(s), por los
derechos que represento(amos) en mi(nuestra) calidad de
REPRESENTANTE LEGAL dela sociedad

’ ,  constituida
bajo las leyes de y en actual
cumpiimiento de su objeto social, con domicilio en
, por el presente
instrumento confiero PODER ESPECIAL a favor de Juan
Catlos Cuesta Quinteto y/o Diana Romero Calvo,
miembros de la firma Cuesta & Asociados Ltda,
domiciliados en Bogotd, Colombia, identificados con C.C.
79.339.809 y CC 52.250.482 y Tarjetas Profesionales 43.273
CSJ y 121.002 CSJ, respectivamente, pata que actuando a
nombre del (de la) otorgante lo (la) represente(n) ante
cualquier entidad, autoridad, y/o persona, especialmente
ante las del orden Administrativo, Contencioso-
Administrativo, Judicial y/o de cualquier otra que fuete, en
todo lo referente a los siguientes asuntos:

1.- Solicitat, tramitar, inscribir y/o registrar cualquiera
de las modalidades de Propiedad Industrial, esto es, las
Patentes de Invencion y Modelos de Utilidad; los Disefios
Industriales; los Signos Distintivos, como: Matcas, Lemas,
Nombres y Ensefias Comerciales y Denominaciones de
Ortigen; Derechos de Autor; Registros Sanitatios y de
Vartedades Vegetales; asi como sus renovaciones o
ptétrogas, transferencias, cambios de nombte y/o
domicilio, contratos y licencias, solicitud de nombres de
dominio. Caso especifico, pata
2.- Ejercer acciones de oposicidén, observacion,
impugnacion, teposicion, apelacién, cancelacion, nulidad y
demis que se relacionen con detechos detivados de los
asuntos indicados y en contra de la competencia desleal, asi
como participar en audiencias de facilitacién intervenir en
Juicios  Civiles, Comerciales, Penales, Contencioso-
Administrativos, en acciones o juicios que promueva o se
promuevan en contra del (la) mandante.

3.- Para que en todos los asuntos artiba mencionados
este mandato sea suficiente, confieto expresamente este
Poder amplio y suficiente, pata ejercer las facultades
especiales establecidas en el articulo 70 del Cédigo de
Procedimiento  Civil, esto es: conciliar, transigit,
comprometes el pleito en arbitros, desistir del pleito, deferir
al juramento decisorio, absolver posiciones, y recibir la cosa
sobre la cual verse el Jitigio o tomar posesion de ella. Los
mandatarios podran ejecutar cualquier otro acto que
requiera de cliusula. especial para cualquiera o todas las
disposiciones que se mencionan en este instrumento.

4.- Ejercer Procuracién Judictal, y ratificar o no la
agencia oficiosa. Los mandatatios quedan facultados para
confetir poder en los asuntos aqui mencionados, para
actuar bien dentro o fuera del territotio colombiano.

5.- Sustituir o delegar el presente Poder y revocar
tales sustituciones o delegaciones.
6.- Se deja expresa constancia que las facultades

enumeradas en este mandato son metamente
ejemplificativas y no limitativas de otras facultades
implicitas, pot cuyo motivo, los mandatarios estin
autorizados a ejercer, sin frestriccién alguna, todos los
derechos de acuerdo con la ley vigente y/o con la
legislacion que se promulgue en el futuro, se relacionen y/o
emetjan y/o sean consecuencia del objeto del presente
Poder y en razdn de lo aqui expresado.

Dado y firmado en _ a

Firma
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46483-6010-PI1-US-600900
PENN X5940
PATENTE

CESION

. CONSIDERANDO QUE, nosotros, Carl H. June, ciudadano de los Estados

Unidos de América, con direccién postal en gl 409 Baird Road, Merion Station, PA
19066; y Yangbing Zhao, ciudadano de la Republica. Popular de China, tenémos
direccién de correo en el 23 Doncaster Rd., Cherry Hill, NJ 08002; de aqui en
adelante denominados como los “CEDENTES”, y hemos inventado un nuevo y

practico

RECEPTORES DE CONMUTACION PARA COESTIMULACION

Y, CONSIDERANDO ‘QUE; Los Socios de la Universidad de Pennsylvania, de

-aqui en adelante denominados como los asignatarios, del 3160 Chestnut Street,

Suite 200, Philadelphia, Pennsylvania ‘19104, una universidad de educacion
superior en Pennsylvania, desean adquirir los derechos completos, titularidad e
intereses sobre la invencién antes mencionada y las mejoras a la misma al igual

que sobre su aplicacion provisional, y sobre cualquier solicitud de patente que

aplique al mismo, y concerniente a cualquier Nota de Patente que pudiese ser .

otorgada sobre o como resultado de dicho invento en cualquier pais:

Traductor Oficiat | $
Oificiad Translsror %; 123

7



ENTONCES, en consideracion y como prueba de recibo o aceptacion, por la cual
no‘\s. regimos, nosotros los cedentes antes mencionados, hem‘os vendido,
asignado, transferido, de manera efectiva a partir de la fecha de ejecucion de la
presente asignacién y por medio de la | presente ejecutamos dicha venta,
asignacion y transferencia y -otorgamos al asignatario el derecho completo,
titularidad e intereses. sobre las invenciones y mejoras y la solicitud provisional y
cualquier solicitud de patente que corresponda junto con cualquier extension,
divisidon y renovacion. 0 elemento sustitutivo sobre la solicitud de patente en
cuestion asi como sobre cualquier Nota de Patente que puede llegar a otorgarse
sobre esta en los Estados L}'nidOS o} cua!‘duier otro- pais, y -sobre cualquier
renovacion. o nueva emision o extension de dichas Notas de Patente, y otorgamos
y autorizamos al asignatario, para registrar en nuestro nombre ias solicitudes de
paté'ntes correspondientes para las'_'Nota‘s de Patente en todos los paises, a ser
disfrutadas y propiedad del asignatario, sus sucesores, asignatarios, designados o
representantes legales, en la medida completa en que dichas Notas de Patente o
permitan, o segun se reexpidan o extiendan, en la misma medida y extension de la
que nosotros hubiésemos disfrutado si. el presente acuerdo de asignacion, venta y
transferencia no se hubiese llevado a cabo.

Y mediante la presente damos fe de tener el derecho completo de transferir todos
los derechos aqzui otorgados, y- que no hemos ejecutado ningln acuerdo que se
encuentre-en-conflicto con el presente, y ademas damos fe y acordamos que cadar.

vez gue se solicite, ejecutaremos y entregaremos sin demoras innecesarias, todos

-




los papeles que puedan necesitarse o sean deseables para perfeccionar |a
titularidad a las mencionadas invenciones o sus mejoras, la solicitud mencionada o
las Notas de Patentes para tal asignatario, sus .sucesores, asignatarios,
designados, o representantes legales, y acordamos comunicar a tal asignatario o-a
su designado, todos los hechos conocidos respecto de las invenciones o0 mejoras.
la aplicacién y Notas de Patente mencionadas, a testificar en cualquier
procedimiento legal, a firmar cualquier documento legal, a ejecutar cualquier
declaracién vy solicitud divisional, de extehsién o reexpedicion vy solici{u‘des
internacionales, para lograr todos. los derechos legales y en general ayudar de
todo modo posible a los asignatarios , sus sucesores, asignatarios, designados y
representantes. legales para que obtengan y puedan aplicar la proteccion, de -
patentes en su beneficio en lo que concierne a los inventos descritos y sus

mejoras en cualquier pais.

Y autorizamos mediante la présente y solicitamos de parte del Comisionado de
Patentes y Marcas Registradas de los Estados Unidos y de cualquier funcionario
de cualquier pais diferente a los Eétados U,nidos que tenga la funciéon de emitir
patentes de solicitudes como se ha descrito, para que expida para el asignataﬁo
antes mencionado, como asignatario sobre todos los derechos, titularidad e
intereses y cualquier Nota de Patentes sobre tales invenciones o mejoras,
incluyendo todas las Notas de Patentes de los Estados Unidos que puedan ser

»

emitidas y otorgadas o a partir o como resultado de la solicitud en: ¢cuestid ;%&{2
%4 o B

conforme a los términos de esta cesion.
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DANDO FE DE LO ANTERIOR, adjuntamos nuestro sello y firma.

Fecha: 5/30/2012 (Firma Ilegible) — Carl H. June (Sello)

ESTADO DE PENNSYLVANIA

CONDADO DE PHILADELPHIA

Anfe mi, Notario Publico en y para el Estado y Condado antes mencionado, este
30 de mayo de 2012, aparecié personalmente Carl H. June, quien conoci
personalmente y quien ejecutéiei instrumento previo en mi presencia y habiendo
jurédo ante mi, reconocio que el instrumento anterior como su voluntad y que el
mismb lo firma, sella y otorga .con el propésito aqui indicado y se rige al mismo

legaimente y desea que se registre dicho instrumento.

(Firma llegible) Notario- Pablico

Mi Comision vence el: (en blanco)

Sello Notarial: JENNIFER I. LEIGHT — Notaria Publica -

-

CIUDAD DE FILADELFIA, CONDADO DE FILADELFIA
Mi comision vence el 16 de marzo de 2016
Fecha: 5/30/2012 (Firma llegible) ~ Yangbing Zhao (Sello)

LN

ES

ESTADO DE PENNSYLVANIA

AUGE
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‘CONDADO DE PHILADELPHIA -

Ante mi, Notario Publico en y para el Est'a_dd y Condado antes mencio‘nadoﬁ este
30 de mayo de 2012, aparecid personalmente Yangbing Zhao, quien conoci
personalmente y quien ejecutd el instrumento previo en mi presencia y habiendo
jurado ante mi, recohocié que el ipstrumento anterior como su voluntad y que el -
mismo lo firma, 'sel‘la y otorga con el propdsito aqui indicado y se rige al mismo
legalmente y desea que se registre dicho instrumento.

(Firma llegible) Notario Pablico

Mi Comision vence el: (en blanco)

Sello Notarial: JENNIFER I. LEIGHT - Notaria Publica
CIUDAD DE FILADELFIA, CONDADO DE FILADELFIA ~

Mi comision vence el 16 de marzo de 2016

' Yo, Juan V. Duggirala Castafieda, Tratiuctor e.interprete Oficial con C.1. No. 0292 de 2009
(U. Nacional) y registrado como fal en el Ministerio de Relaciones Exteriores; certifico que
fa anterior es una traduccion fiel del documento original en Inglés. DANDO FE DE LO
ANTERIOR, firmo y adhiero mi sello como traductor oficial en. Bogota, este 15 de enero de.
2014,




46483-6010-P|-1S.600900
PENN X5940
PATENT

ASSIGNMENT

WHEREAS, we, Carl H. June, a citizen of the United States of America, having
a mailing address of 409 Baird Road, Merion Station, PA 19066; and Yangbing Zhao, a citizen
of P.R. China, having a mailing address of 23 Doncaster Rd., Cherry Hill, NJ 08003; hereinafter
generally referred to as "ASSIGNORS," have invented a certain new and useful

SWITCH COSTIMULATORY RECEPTORS
for which we have filed U.S. Provisional Application No. 61/513,259, filed July 29, 2011;

: AND, WHEREAS, The Trustees Of The University Of Pennsylvania
hereinafter referred to as the assignee, of 3160 Cliestuut Strect, Suite 200, Philadelphia,
Pennsylvania 19104, a university of higher education in Pennsylvania, is desirous of acquiring
the entire right, title and interest in and to the said inventions or improvements and in and to the
said provisional application, and to any patent application(s) corresponding thereto, and in, to and
under any and all Letters Patent which may be granted on or as a result thereof in any and all
countries:

NOW, THEREFORE, for and in exchange for valuable consideration from the
recelpt of which is hereby acknowledged and intending to be bound, we, the said assignors, have
sold, assigned, transferred and set over, effective as of the execution date of this assignment and
by these presents do hereby sell, assign, transfer and set over to said assignee, the entire right, title
and interest in and to said inventions or improvements and said provisional application and any
and all corresponding patent application(s) and continuations, divisions and renewals of and
substitutes for said corresponding patent application(s), and in, to and under any and all Letters
Patent which may be granted on or as a result thereof in the United States and any and all other
countries, and any reissue or reissues or extension or extensions of said Letters Patent, and assign
to and authorize said assignee, to file in our names corresponding patent applications for Letters
Patent in all countries, the same to be held and enjoyed by said assignee, its successors, assigns,

nominees or legal representatives, to the full end of the term or terms for which said Letters

Patent respectively may be granted, reissued or extended, as fully and entirely as the same would
have been held and enjoyed by us had this assignment, sale and transfer not been made.

AND we hereby covenant that we have full right to convey the entire interest
herein assigned, and that we have not executéd and will not execute any agreement in conflict
herewith, and we further covenant and agree that we will each time request is made and without

undue delay, execute and deliver all such papers as may be necessary or desirable to perfect the 7

title to said inventions or improvements, said application-and said Letters Patent to said assignee,
its snccessors, assigns, nominees or legal representatives, and we agree to communicate to said
assignee, or to ifs nominee all known facts respecting said inventions or improvements, said
application and said Letters Patent, to testify in any legal proceedings, to sign all lawful papers, to
execute all disclaimers and divisional, continuing, reissue and foreign applications, to make all

-1- -

L




46483-6010-P1-US.600900
PENN X5940
PATENT

rightful oaths, and generally to do everything possible fo aid said assignes, its successors, assigns,
nominees and legal representatives to obtain and enforce for its or their own benefit proper patent
protection for said inventions or improvements in any and all counitries.

AND we hereby authorize and request the Comimissioner of Patents and
Trademarks of the United States and any official of any country or countries foreign to the United
States whose duty it is o issue patents of applications as aforesaid, to issue to said assignee, as
assignee of the entire right; title and interest, any and all Letters Patent for said inventions or
improventents, including any and all Letters Patent of the United States which may be issued and
granted on or as a result of the application aforesaid, in accordance with the terms of this
assignment,

IN WITNESS WHEREOF, we have hereunto set our hand and seal,

~

; / ’ O/ (/t() )4;2\ (VLW} }Qf?,(/"‘@\ | {Seal)
Daté Carl H, .@e
STATE OF}Q[J‘Q@L‘ oAy

COUNTY OF ]O} /W’o//)b(u i

: Before me; a notary public in and for the State and County aforesaid, on this f?zz day

of 'k/ it , 2012, personally appeared Carl H. June, who being to me personally
known, and who having first 'execu,ted the foregoing instrument ih my. presence and have been by
me first duly sworn, did acknowledge the foregoing instrument as his/her free deed and act,
sighed, sealed and delivered by his/her for the purpose therein stated and intending to be legally
bound thereby and intending that said instrument be recorded.

/'“Dgxi 7&)« . 74

Né(i‘uy Public
My Commission Expires:

-

b

d

HOTARIAL SEAL.
JENNIFER L Lﬁimﬁ
Notary Public .
! DHILADELPHIA GITY, PHILADELPHIA ENTY

MV smyessnn Expires er 16, 204
IR ST
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Date Yangbing Zhao

STATE OF 291[[]3[%(%1& (YR
. |88,
COUNTY OF §O/<J, /[&/ : ) .
, : o -
Before me, a notary public in and for the State and County aforesaid, on this ) day
w1/ , 2012, personally appeared Yangbing Zhao who being to me personally

known andAvho havmg first executed the foregoing instrument in my presence and have been by
me first duly sworn, did acknowledge the foregoing instrument as histher free deed and act,
signed, sealed and delivered by histher for the purpose therein stated and intendmg to be legally
bound thereby and intending that said instrument be recorded.

My Commission Expires:

NOTARIAL S8EAL
JENNIFER L LEIGHT *
~ Netary Pudlic -
PHILADELPHIA GITY, FHILADELPHIA CNTY
My Commission Explies Mar 16, 2016




RECEPTORES COESTIMULADORES DE CAMBIO

REFERENCIA CRUZADA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud
de Patente Estadounidense deASerie No. 61/513,259, presentada
el 29 de julio de 2011, cuyo contenido se incorpora aqui como

referencia en su totalidad.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El principio general del sistema inmune es que las
células T perciben su microambiente, y luego son activadas o
inhibidas, dependiendo de las seflales gque perciben. La
familia de genes CD28 esta comprendida de 2 geﬁes que
transmiten seflales positivas, CD28 e ICOS, y 3 'genes‘ que
proporcionan sefiales negativas: CTLA4, PD-1 y BTLA (Riley et
al., 2005, Blood 105:13-21). Los ligandos para PD-1 son PDL1
y PFL2. Es bien sabido que los ligandos PD-1 se expresan a

menudo en el microambiente tumoral, y que la conexidén de PD-1

en las células T mediante PDL1 o PDL2 puedan conllevar a la

inactivacidén de la célula T. -

En la actualidad el uUnico planteamiento para evitar las
sefilales negativas suministradas pbr PD-1 o los ligandos BTLA
es. proporcionar anticuerpos antagonistas o proteinas - de
fusién que se unen a PD-1 O'BTLA,iun planteamiento que ahora
estd siendo probado en ensayos de fase temprana (Cheever et

al., 2008, Immuncl Rev 222:357-68). Otro planteamiento seria



proporcionar compuestos de moléculas pequefias que pueden
inhibir la transduccidén de la seﬁai PD-1 o la transduccién de
la senal BTLA. Los actuales planteamientos para evitar la
inactivacién de la célula T mediante PD-1 es proporcionar un
tratamiento sistémico al paciente con anticuerpos

antagonistas PD-1.

Los dos planteamiento mencionados tienen limitaciones en
. el sentido de que las células T que residen tanto en el
microambiente tumoral asi como en todo el sistema inmune se
evita que sean inactivadas mediante el tratamiento sistémico,
y sé espera que esto conlleve a lé autoinmunidad o sindromes
inflamatorios sistémicos en algunos pacientes (Beck et al.,
2006, J. Clin Oncol 24:2283-9; Blansfield et al., 2005, J.
Immuriother 28:593-8; Dougan et al., 2009, Arnual review of

Immunology 27::83-117).

De este modo, existe la necesidad urgente en la técnica
- de composiciones y métodos para una forma efectiva de una
terapia adoptiva. La presente invencién se enfoca en esta

necesidad.

DESCRIPCION DETALLADA

Jl‘La presente invencién; se refiere por lo general a un
receptor de proteina de fusidén gue cuando se presenta en una
céiula puede convertir wuna sefial negativa en wuna seflal
positiva para la célula. La proteina de fusidn es una

proteina quimérica - en la que la proteina comprende por lo




menos dos dominios, en donde él primer dominio es un
polipéptido que estd asociado con una sefial negativa y el
segundo dominio es un polipéptido que estd asociado con una
sefial positiva. En una modalidad, ei primer dominio se une
con un factor de inhibicién y activa la proteina de fusién,
en donde la seflal se envia a través del segundo dominio dando
como resultado una sefial positiva transmitida a la célﬁla.
De esta manera, la proteina de fusidn es capaz de convertir
una serial de otro modo negativa en ﬁna sefial positiva en la
céiula. De este modo, se puede considerar que la invenciédn
abarca una respuesta inmune. Lé mejora de una respyesta

inmune puede tratar una enfermedad asociada con una respuesta

inmune inadecuada.

La invencidén se Dbasa ‘en el descubrimiento de que .las
células T pueden ser . disefladas de modo que expresen un
receptor de <cambio para aprovechar el ‘hecho de qde las
células T son capaces de percibir su microambiente al ser
activadas o inhibidas dependiendo de las sefiales que
perciben. Por ejemplo, la presente invencién aprovecha el
hecho de que hay 1ligandos presentes en el microambienfe
tumoral que inhiben la actividad de las células T. Las

células T estdn disefladas para expresar un receptor de

cambio, en donde el primer dominio es capaz de ser activado

por los ligandos inhibidores en el microambiente tumoral vy
cambia la senal de otra forma inhibidora en wuna sefial
positiva a la célula T mediante sefializacidén por el segundo

dominio del receptor de cambio. De este modo, la invencidn

proporciona una terapia que proporciona un indice terapéutico-

I3



mejorado con menos toxicidad asi como la capacidad para
proporcionar un tratamiento de una sola vez que es efectivo,
y evita la -necesidad de la administracidén continua de

anticuerpos.

En algunos casos, las células son generalmente
modificadas antes de administrarlas a un paciente que las
necesita. Preferentemente, la célula puede ser genéticamente
modificada para expresai: de manera estable un receptor de
cambio deseado_de la invenciédn. En otros casos, las células
se_ plieden modificar adicionalmente para expresar un dominio
de wunidén " a anticuerpo en su superficie, confiriendo una
novedosa especificidad de antigeno que es independiente de
MHC (por ejemplo, receptores de antigeno quimérico (CAR)).
" E1 CAR combina un dominio de reconocimiento de antigeno de uﬁ
anticuerpo especifico con un dominio intracelular de la
cadena CD3-zeta o una proteina FcyRI en uné Gnica proteina
quimérica. En este contexto, la célula es disenada para
expresar tanto un receptor de cambio como un CAR.

- 'Las células modificadds de 1la invencién.son capaces de
replicarse in vivo dando como resultado una persistencia de

largo plazo que puede conllevar al control tumoral sostenido.

La presente invencidn proporciona ademés métodos para
hacer los presentes receptores de cambio, y los métodos para
usar estos receptores de cambio en el estudio y el

tratamiento del cancer.




Definiciones

Salvo que se defina lo contrario, todos los términos

técnicos y cientificos aqui wusados tienen el mismo

-

M

significado que el normalmente conocido por una persona de
entendimiento comin de la técnica a quien se dirige la

invencidn. Aunque cualquiera de los métodos y materiales

similares o equivalentes a .los descritos aqui se pueden usar’

en la practica para el examen de la presente invencién, los
materiales y los métodos preferidos se describen aqui. Al
describir y reivindicar la presente invencidén, se usard la

siguiente terminologia.

Se entendera ademas que la terminologia aqui usada es

-+

con la finalidad de describir modalidades particulares

solamente, y no pretende ser limitante.

W w 4

Los articulos “un” y “uno
uno o a mas de uno (es decir, a por lo menos uno) de los
objetivos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo, “un

elemento” se refiere a un elemento o mds de un elemento.

“Aproximadamente” se usa aqul cuando se refiere a un

valor mensurable tal como una cantidad, una duraciédén

-

temporal, y similares, abarca variaciones de #20% o *10%, mas

preferentemente 15%, incluso mas preferentemente *1%, e

incluso mas preferentemente #0.1% del valor especificado, en

la medida que dichas variaciones son apropiadas para realizar

los métodos divulgados.

se usan aqui para.referirse a

A

-



El término “anticuerpo”, segun se usa aqui, se refiere a
una molécula de inmunoglobulina que se une especlificamente
con-un antigeno. Los anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas
intactas dergvadas de fuentes naturales de fuentes
recombinantes y pueden ser porciones inmunorreactivas de
inmunoglobulinas intactas. Los anticuerpos son tipicamente
tetrameros de moléculas de "inmunoglobulina. Los anticuerpos
en la presente invencidn pueden.existir en una variedad de
formas incluyendo, por ejemplo, anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, Fv, Fab vy F{(ab)2, asi como
anticuérpos de una sola cadena y anticuerpos humanizados
(Harlow et al., 1999, En:. Using Antibodies: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow et
al., 1989, En: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, New York; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad.
Sci;'USA 85:5879—5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-

426) .

El término “antigeno” o “Ag” segan se usa aqui se define
- como  una molécula que provoca una respuesta inmune. Esta
respueéta inmune pﬁede comprender ya sea una produccidén de
anticuerpo, o la activacién dé las células especificas
inmﬁnolégicamente competentes, o ‘ambas. El experto en la
‘técnica entenderd que cualquier macromolécula, incluyendo
virtualmente todas las pﬁoteinas o péptidos, pueden servir
como. un antigeno. M&s aun, los antigenos pueden ser

derivados de ADN recombinante o gendmico. Un experto en 1la

técnica entenderad dque cualquier ADN, gque comprenda una




secuencia de nucledtido o una secuencia parcial de nucledtido

que codifica una proteina ‘que provoca una respuesta inmune

codifica por lo tanto un “antigeno”, como el término que se
usa aqui. Ademas, un experto en la técnica entenderd que un
antigeno no necesita ser codificado Unicamente por una
secuencia de nucledtido de longitud completa de un gen. Es
facilmente evidente que la presente invencién incluye, pero
no se limita a,.el uso de secuencias parciales de nucleétido
de mds de un gen y que estas secuencias de nucledétido estan
dispuestas en varias combinaciones para provocar la deseada
respuesta inmune. Ademds, un experto en la técnica entendera

r”

gen

W

gque un antigeno no necesita ser codificado por un en
absoluto. Es facilmente evidente que un antigeno puede ser
generado sintetizado o puede derivarse a partir de una
muestra bioldgica. Dicha muestra bioldgica pgede incluir,

pero no limitarse a una muestra de tejido, una muestra de

tumor, una célula o un fluido bioldgico.

El término “efecto antitumoral” segin se usa aqui, se

refiere a un efecto bioldégico que se puede manifestar

mediante una disminucidén del volumen del tumor, una

disminucién del numero de éélulas tumorales, una disminuéién
del numero de n@téstasis( un aumento de la expectativa de
vida, o una mejora de varios sintomas fisiolégicos asoéiados
con la condicién cancerosa. Un “efecto antitumoral”  también
se puede manifestar mediante la capacidad de los péptidos,
los polinucleébtidos, 155 células y los anticuerpos de la
invencidén en la prevencidén de la 'ocurrencia de un tumor én

primer lugar.

/e



Segun se usa aqui, el término “autdlogo” se puede usar
para referirse a cualquier material: derivado del mismo

individuo a guien este material se va a reintroducir luego.

“Alogénico” se refiere a un injerto derivado de un

animal diferente de la misma éspecie.

“Xenogénico” se refiere a un injerto derivado de un

animal de una especie diferente.

Segun se usa aqui, “bicldbgicamente activo o)
inmunolégicamente activo” se refiere a proteinas de fusidén de
acuerdo con la presente invencién que tienen una funcién
estructural similar (pero no necesariamente en al mismo
grado), y/o una funcién reguladora similar (pero no
necesariamente al mismo grado) que las proteinas individuales
" de tipo natural que son los bloques de construccién de las

proteinas de fusién de la presente invenciédn.

El término “céncerf, segun se usa aquil, se define como
una enfermedad caractérizada por el rapido y descontrolado
crecimiento de lés células aberrantes. Las células se pueden
expaédirse localmente o mediante la corriente sanguinea y el
sistema linfatico hacia otras partes del cuerpo. Ejemplos de
varios canceres incluyen pero no se limitan a, céancer de

mama, céancer de préstata, cancer de ovario, cancer cervical,

cancer de piel, <cancer de péancreas, cancer colorrectal,




cancer renal, cancer de higado, cancer de cerebro, linfoma,

leucemia, céncer de pulmén y similares.

Mediante “proteina quimérica” se refiere a una unica
unidad de polipéptido que comprende dos dominios de
polipéptido distintos, en donde los dos dominios no se
presentan de manera natural dentro de la misma unidad de
polipéptido. Tipicamente, dichas proteinas quiméricas se
hacen mediante la expresidén de un constructor de cADN .pero
podrian hacerse mediante métodos de sintesis de proteina
conocidos en la técnica.

El término “derivado” segun se ﬁsa aqui én relacién con
la secuencia de aminodcido se refiere a la modificacién

quimica de una proteina de fusidén de la invenciédn.

“Codificar” se refiere a la propiedad inherente de 1las
secuencias especificas de los nuéleétidos eﬁ un
polinucleétido, tal como un gen, un cADN, o un ARNm, para
servir como patrones para la sintesis de otros polimeros vy
macromoléculas en los proceéos bioldgicos que tienen ya sea
una secuencia definida de nucledétidos (es decir, rARN,tARN'y
ARNm) 0o una secuencia definida de aminéécidos y las

propiedades bioldégicas que resultan de las mismas. De este

modo, el gen codifica una proteina si la transcripcién y el

traslado del ARNm gue corresponde con ese dgen producen la
proteina en una célula u otro sistema bioldgico. Tanto 1la
cadena de codificacidén, cuya secuencia de nucledétido es

idéntica a la secuencia del ARNm y se proporciona usualmente

N
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en la lista de secuencias, como la cadena que no codifica,
usadas como patrdén para la transcripcidn de un gen de cADN,
se pueden referir como las que codifican la proteina u otro

producto de ese gen o CcADN.

Salvo que se especifique lo contrario, unav“secuéncia de
nucledtido que codifica una secuencia de aminoacido” incluye
todas las secuencias ~de nucledtido que son versiones
degeneradas de cada una y que incluyen la misma secuencia de
amiﬁQécido. Las secuencias de aminoadcido que codifican las

proteinas y el ARN pueden incluir intrones.

“Cantidad efectiva” o “cantidad terapéuticamente
~efectiva” se usa aqui de manera intercambiable, y se refiere
a una cantidad de un compuesto, formulacién, material, o
composicidén, como se describe aqui efectiva para conseguir un
resﬁltado bioldégico particular. | Dichos resultados pueden
incluir, pero sin limitacién, la inhibicién de la infeccién
viral segun se determina mediante cualquier medio apropiado

en la técnica.

Segun se usa aqui “enddbgeno” se refiere a cualquier
material a partir de o producido dentro de un organismo,

- célula, tejido o sistema.

Segun se usa aqui, el término “exdgeno” se refiere a
cualquier material introducido a partir de o producido fuera

de un organismo, célula, tejido o sistema.
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El término “expresidén” segun se usa aqui se define como
la transcripcidén y/o traslado de una secuencia de nucledtido

particular accionada por su promotor.

“Vector de expresidn” se refiere a un vector que
comprende un polinucleétido recombinante que comprende las
secuencias de control de expresidn operativamente enlazadas

con una secuencia de nucledétido que se va a expresar. Un

vector de expresidén comprende suficiente elementos en cis

para la expresién; otros elementos para expresién pueden ser
suministrados por la c¢élula huésped o en  un sistema de
expresién in vitro. Los vectores de expresidén incluyen todos
los conocidos en la técnica, tales como cbdsmidos, plésmidos
(por ejemplo desnudos o contenidos en liposomas) y virus (por
ejemplo, lentivirus, retrovirus, .adenovirus y virus adenp—

-

asociados) que incorporan el polinucledtido recombinante.

Segun se usa aqui, el término “proteina de fusidn” se

refiere a proteinas quiméricas que comprenden secuencias- de

aminodcido de dos o mas proteinas diferentes. Tipicamente,
las proteinas de fusidén son el resultado de técnicas de

recombinacidén in vitro bien conocidas en la técnica.

“Hombélogo” como se usa aqui, se refiere a la identidad
secuencia de subunidad entre dos moléculas poliméricas, por
ejemplo, entre dos moléculas de &acido nucleico, tales como,

dos moléculas de ADN o dos moléculas de RNA, o entre dos

moléculas de polipéptido. Cuando una posicién de subunidad

en las dos moléculas es "ocupada por 1la misma subunidad

AY
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monomérica, por ejemplo, si una posicién en cada una de las
dos moléculas de ADN estd ocupada por adenina, entonces son
homélogas en esa posicidén. La homologia entre dos secuencias
es una funcidén directa del numero de posiciones coincidentes
u homdlogas; por ejemplo, si la mitad (por ejemplo, cinco

posiciones en un polimero de diez subunidades de longitud) de

.

las posiciones en dos secuencias son homdélogas, las dos
secuencias son 50% homdélogas, si 90% de las posiciones (por
ejemplo, 9 de 10), son coincidentes u hombdlogas, las dos

secuencias son 90% homdlogas.

El término “reaccidén inmune”, segin se usa aqui, se
refiere al resultado detectable de estimular y/o activar una

célula inmune.

‘“Respuesta‘inmune”, segun el término que se usa aqui, se
refiere a un proceso que da como resultado la activacién y/o
invocacién de wuna funcién efectora en cualquiera de las
células T, células B, células asesinas naturales (NK), vy/o
Acélulas que presentan antigeno. De este modo, una respuesta
inmune; como 1o enténderia un experto en la técnica, incluye
pero sin limitaciédn, cualquier activacién detectable
espécifica de antigeno o alogénicatde una respuesta de célula
T auxiliares o célula T citotoéxica, la produccidén de
anticuerpos, la activacién mediada por células T de
reacciones alérgicas y similares.

“Célula inmune”, segun el término que se usa aqui, ée

refiere a cualquier célula involucrada en el montaje de una
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respuesta inmune. Dicha célula incluye, pero sin limitacidn,
células T, células B, células NK, células que presentan

antigeno, y similares.

Segin se usa aqui, un “material de instruccidén” incluye
una publicacién, una grabacidén, un diagrama,‘o cualguier otro
medio de expresién que se puede usar para comunicar la
utilidad de las composiciones y métodos de la invencidén. E1
material de instruccidn del kit de la invencidn puedex por
ejemplo ser fijado a un récipiente que contiene el &cido
nucleico, el péptido y/o la composiciédn de la invencidn o ser
transportado junto con un recipiente que contiene el &cido
nucleico, el péptido y/o la composicién. Alternativameﬁte,
el material de instruccidén puede ser transportado de ménera
separada del recipiente con la intencién de que el material
de instruccién y el compuesto se usen de manera cooperativa

por el receptor.

“Aislado” se refiere alterado o removido del estado
natural. Por ejemplo, un &cido nucleico o un péptido gue se

presenta de manera natural en un animal vivo no es “aislado”,

pero el mismo 4cido nucleico o péptido parcial o

completamente separado de'ios materiales coexistentes de.su
estado natural es “aislado”. Un &cido nucleico o proteina
aislado puede existir en una forma sustanciaimente
purificada, o puede existir en un ambiente no natural tal

como, por ejemplo, una célula huésped.

5
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En el contexto de la presente invencidén, se usan las
siguientes abreviaciones para las bases de Acido nucleico que
se presentan de manera comun. “A” se refiere a adenosina,
“C” se refiere a citosina, ;G” se'refiere a guanosina, “T” se

refiere a timidina, y “U” se refiere a uridina.

A menos que se especifique lo contrario, una “secuencia
de nucledétido que codifica una secuencia de aminoacido”
incluye todas las secuencias de nucledtido que son versiones
degeneradas una de otra y que codifican la misma secuencia de
aminoacido. La frase secuencia de nucledtido que codifica
una proteina © un ARN también puede incluir intrones en la
medida en que la secuencia de nucledétido que codifica la
proteina puede en alguna versidén contener un {(unos)

intrdén(es).

Un “lentivirus” segln se usa aqui se refiere a un género
de. la familia Retroviridae. Los lentivirus son uUnicos entre
los'retrovirus en ser capaces de ;nfectar células que no se
aividen; pueden suministrar una cantidad significativa de
informacién genética en el ADN de la célula huésped, de modo
gue son uno de los métodos més eficientes de un vector de
sumiﬁistro de gen. HIV,‘SIV y FIV son todos ejemplos de
lentivirus. Los vectores derivados de lentivirus ofrecen le
medios para conseguir niveles significativos de transferencia

genética in vivo.

El término “que modula” una respuesta inmune, segun se

usa . aqui, se refiere a mediar ,un aumento o disminucidn
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detectable en el nivel de una respuesta inmune en un mamifero
comparado con el nivel de una respuesta inmune en el mamife;o
en ausencia de ﬁn tratamiento o cdmpuesto, y/0 comparadé con
el nivel de una respuesta inmune en un mamifero de otro modo
idéntico per no tratado. El término comprende perturbar y/o
afectar una sefial nativa o© respuesta mediando de este modo

una respuesta terapéutica beneficiosa en un mamifero,

preferentemente, un humano.

“Sefial negativa’”, segun se usa aqui, se refiere a una
sefial que induce la cascada tipica de eventos intracelulares
asociados con entre otras cosas, la disminucidén de la

proliferacién, diminucién de la activacién, disminucidén del

proceso celular, y similares.

“Sefial positiva”, segin se usa aqui, se refiere a Una.
seflal que induce la cascada tipica de eventos intracelulares
asociados con entre otras cosas el aumento de la
proliferacién, aumento de la activacidn, aumento del proceso

celular, y similares.

El término‘“unido operativaménte” se refiere al eqlace
funcional entre una secuencia reguladora y una secuencia de
dcido nucleico heterdloga que da como resultado una expresidn
de este ultimo. Por ejemplo, una primera secuencia de acido
nucleico se une operativamente con una segunda secuencia de
dcido nucleico cuando la primera secuencia de &cido nucleico
se coloca en una relacidén funcional con la segunda secuencia

de 4cido nucleico. Por ejemplo, un promotor se une
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operativamente con una secuencia de codificacién si el
promotor afecta la transcripcidén o expresidédn de la secuencia
de codificacidn. Por 1lo general, las secuencias de ADN
operativamente unidas son contiguas y, cuando es necesario
unir dos regiones que codifican la proteina en el mismo marco

de lectura.

La administracidén “parenteral” de una composiciédn
inmunogénica incluye, por ejemplo, inyeccién subcutanea

(s.c.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.), e}

intraesternal, o técnicas de infusidn.

E1l término “polinucleétido” seguin se usa aqui se define
como - ﬁna cadena ae nucledtidos. Mas aun, los Aacidos
nucleicos son polimeros de nucledtidos. De este modo, 1los
écidqs nucleicos y los polinucleétidos segun se usan aqui son
intercambiables. Un experto en la técnica tiene el

conocimiento general de que los &cidos nucleicos son

polinucledétidos, que se pueden hidrolizar en los
“nucledétidos” monoméricos. Los nucledétidos monoméricos
pueden ser hidrolizados en nucledsidos. Segun se usa aqui,

los polinucledétidos incluyen, pero sin limitacidén, todas las
. secuencias de écido nucleico que se obfienen mediante
cualquier medio disponible en 1la técnica, incluyendo, perd
sin<limitacién, medios recombinantes, es decir, la clonacidn
de_ las secuencias de . acido nucleico a partir de una

biblioteca recombinante o un genoma de célula, wusando
tecnologia de <clonacién comun vy PCR™, vy similares, vy

mediante medios sintéticos.
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Segun se usa aqui, los términos “péptido”, “polipéptido”
y “proteina” se usan de manera intercambiable, y se refieren
a un compuesto que comprende residuos de aminoacido
covalentemente enlazados por enlaces de péptido. Una
proteina o -péptido tiene que contener por lo menos- dos
aminodcidos, y no se colocan ninguna limitacién en el numero

maximo de aminocdcidos que pueden comprender una secuencia de

proteina o de péptido. Los polipéptidos incluyen cualquier

péptido o proteina que comprende dos o mas aminoacidos unidos
entre si mediante enlaces de péptido. Segun se usa aqui, el
término se refiere tanto a las cadenas coftas, que comﬁﬁmente
son referidas en la técnica como péptidos, oligopéptidos vy
oligémeros, por ejemplo, como a las cadenas mas largas, due
por lo general estéan referidas en.la técnica como proteinas,
de las cuales hay muchos tipos. Los “polpéptidos” incldyé;,

por ejemplo, fragmentos bioldégicamente activos, polipéptidos

sustancialmente homélogos, oligopéptidos, homodimeros,

heterodimeros, variantes de polipéptidos, polipéptidos

modificados, derivados, analogos, proteinas de fusidn, entre
otros. Los polipéptidos incluyen ©péptidos naturales,
péptidos recombinantes, péptidos sintéticos, o) una

combinacién de los mismos.

El término “promotor” segun se usa aquil esta definido
como una secuencia de ADN reconocida por la maquiﬁaria
sintética de la célula, o maquinaria sintética introducida,
requerida para iniciar la transcripcidén especifica de una

secuencia de polinucledtido,
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Segun se usa aqui, el término ‘“promotor/secuencia
regﬁladora" se refiere a una secuencia de acido nucleico que
se requiere> para la -expresién de un producto del gen
operativamente unido con el promotor/secuencia reguladora.
En algunos casos, esta secuencia puede ser el promotor de
nﬁ;leo y en otros casos, esta secuencia puede incluir ademéas
una secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que
se requieren para la expresién del producto del gen. El
- promotor/secuencia reguladora puede ser, por ejemplo, aquella
que expresa el producto del gen de una manera especifica de

tejido.

Un promotor “constitutivo” es una secuencia de
nucléétido gque, se une operativamente con un polinucledtido
que <codifica o especifica un producto de gen, hace que se
produzca el producto de geﬁ en una célula bajo la mayoria de

o todas las condiciones fisioldégicas de la célula.

Un promotor “inducible" es una secuencia de nucledtido
que, cuando se une operativamente con un polinucledétido que
codifica o especifica un producto de gen, hace que se
produzca el producto de gen en una célula sustancialmente
solo cuando un inductor.que corresponde con el promotor esta
presente en la célula.

Un promotor “especifico de tejido” es una secuencia de
nucledétido que, cuando. se une operativamente con un

polinucledétido codificado o especificado por un gen, hace que
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se produzca el producto de gen en una célula sustancialmente
solo si la célula es una célula del tipo de tejido que

corresponde con el promotor.

El término “sujeto” esta destinado a. incluir organismos
vivos en los que se puede provocar una respuesta inmune (por

ejemplo mamiferos).

Segun se usa aqui, una'l célula “sustancialmente
purificada” es una célula que estd esencialmente libre de
otros tipos de célula. Una célula sustancialmente purificada
se refiere ademds a una célula que hé sido separada de otros
tipos de célula que se asocia normalmente en su»estado'de
presentacidén natural. En algunos casos, una poblaciéﬁ de
células sustancialmente purificadas se refiere a una
poblacidédn homogénea de células. En otros casos, este.término
se refiere simplemente a la célula que ha sido separada de
laé células con la que se asocian de manera natural en su
_estado natural. En algunas modalidades, las célulaé e

cultivan in vitro. En otras modalidades, las células no se

cultivan in vitro.

El término “terapéutico” segin se usa aqui se refiere a
un tratamiento vy/o profilaxis. Un efecto terapéutico se
obtiene mediante supresién, remisién o erradicacién de un

estado de enfermedad.

El término “transfectado” o) “transformado” o)

-

“transducido” segin se usa aqui -se refiere a un proceso



20

mediante el cual el A&acido nucleico exdgeno es transferido o
introducido en la célula huésped. Una célula “transfectada”
o .“transformada” o “transducida” es aquella que ha sido

transfectada, transformada o transducida con &cido nucleico

exdbgeno. La célula incluye la célula sujeto primaria y su
progenie.
La frase “pbajo —control transcripcional” o “unido

operativamente” segun se usa aqul significa que el promotor
esta en la ubicacién y orientacidén correcta en relacidédn con
un polinucledétido para controlar la iniciacidén de 1la
transcripcién mediante polimerasa de RNA y la expresidn del

polinucledtido.

Un “vector” es una composicidén de materia gue comprende
un acido nucleico aislado que se puede usar para suministrar
el A4cido nucleico aislado al interior de una célula. Los

numerosos vectores son conocidos en la técnica incluyendo,

pero sin limitacién, polinucledétidos lineales,
polinucledtidos asociados con compuestos iénicos o)

anfifilicos, pléasmidos y virus. De este modo, el término
“Vector”. incluye un plasmido de replicacién' autdé4noma o un
vi}ug. E1 término tambiéﬁ debe interpretarse para incluir
compuestos no plasmidos y no virales que facilitan la
transferencia del &acido nucleico en las células, de modo que,
por ejemplo, los compuestos de polilisina, liposomas, Yy
similares. Ejemplos de vectores virales incluyen, pero sin

limitacidn, vectores adenoviral, vectores de virus adeno-

asociados, vectores retrovirales, y similares.
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Mediante el término ‘“estimulacidén” se refiere a una

-

respuesta primaria inducida por la unién de una molécula
estimuladora (por ejemplo, un complejo TCR/CD3) con su

ligando cognado mediando de este modo un evento de

transduccién de sefial, tal como, pero sin limitacidn,’

tran;duccién de sefial via el complejo TCR/CD3. La
estimulaéién puede mediar la expresiédn alterada de ciertas
moléculas, tal' como regulacidén descendente de TGF-B, vy/o
reorganizacién de las estructuras de - citoesqueleto, y
similares.

“Activacidn”, segun se usa aqui, se refiere al estaéo de
una célula T que ha sido suficiéntemente estimulada para

inducir la proliferacidén celular detectable. La activacidn

también se puede asociar ‘con una produccién de citoquina

inducida, vy funciones efectoras detectables. El .término
“células T activadas” se refiere, entre otras cosas, -a las
células que experimentan divisién celular. La activacién
también se puede asociar con la generacidén de una respuesta
inmune (por ejemplo, un mitdégeno tal como ConA o PHA),
marcadores de superficie detectablemente regulados en forma
ascendente, tales como CD25, es decir, el receptor IL2,
inicia wuna cascada de fosforilacién que comprende p56lck,
origina la liberacién de citogquinas é interleucinas, aumenta
la sintesis del ADN la cual puede evaluarse, entre otros
métodos, evaluando el nivel de incorporacién de >H.timidina
en hebras de ADN nacientes, y origina qﬁe proliferen las

células.
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El término “se une especificamente”, segin se usa aqui,
se refiere a un anticuerpo, o ligando, que reconoce y se une
con una pareja de unién cognado (por ejemplo, una molécula
estimuladora y/o co-estimuladora presente en una célula T)
presente en una muestra, pero cuyo anticuerpo o ligando no
reconoce sustancialmente o se une a otras moléculas en la

muestra.

Rangos; en toda esta divulgacidén, se pueden presentar
varios aspectos de la invencidén en un formato de rango.
Debera entenderse que la descripcién en un formato de rango
es simplemente por conveniencia y brevedad y no debera
interpfetarse como'una imitacién inflexible en el ambito de
la invencidén.  En consecuencié, la descripcién de un rango
debéfé considerarse gque ha divulgado especificamente todos
subrangos posibles asi como los valores numéricos
individuales dentro de dese rango. Por ejemplo, la
descripcidn devun rango tal como de 1 a 3, de 1 a 4, de 1 a
5,.de 2 a 4, de 2 a 6, de 3 a 6, etc., asi como los numeros
individuales dentro de ese rango, por ejemplo, 1, 2, 2.7, 3,
4, 5, 5.3 y 6. Esto se aplica independientemente de la

~amplitud del rango.
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Descripcidén

La presente invencién se refiere al descubrimiento de
que un receptor quimérico de cambio puede ser diseﬁado para
cambiar una sefial de transduccién de sefial negativa en una
sefial positiva. En una modalidad; el receptor de cambio én
una proteina quimérica que comprende una primera proteiha'o

fragmento de la misma asociada con una sefial negativa y una

segunda proteina o fragmento de la misma asociada con una

sefial positiva. Un ejempio de proteina asociada con .una
sefial negativa incluye pero sin limitacién CTLA-4, PD-1,
BTLA, y similares. Un ejemplo de una proteina asociada con
una seflial positiva incluye peré sin limitacidén CD28, ICOS, vy

similares.

La invencién se refiere a receptores de cambio
quiméricos y las proteinas de fusién relacionadas, y a los

métodos para tratar el céncer con estas proteinas.

En una modalidad, 1la invencién proporciona una célula
(por ejemplo, célula T o célula asesina natural) disefiada
para expresar un receptor de cambio quihérico en doﬁde 1a
célula disefiada presenta una propiedad antitumoral. En
algunos casos, la célula disefiada también estd disefiada para
expresar un receptor de antigeno qgimérico (CAR). En algunos
casos, la célula disefiada de 1la invencidén presenta~® uﬁa
produccién mejorada de IL-2 e IFN-y. En algunos casos, la

célula disefiada de la invencidén estd polarizada para secretar

IL-17. Por lo tanto, la célula disefiada de la invencidén:

24
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cuando se infunde en un paciente puede eliminar las células

tumorales in vivo en el paciente.

Composiciones

A -La presente invencibén proporciona, en un aspecto, un
receptor de cambio que cﬁando ~se expresa en una célula
convierte una sefial negativa en una seflal positiva en ia
célula. Por ejemplo, este receptor de cambio tiene un primer
. dominio que comprende un polipéptido .que suministra una sefal

negativa; y un segundo dominio que comprende un polipéptido

gue suminstra una seflal positiva.

En una modalidad, un polipéptido que tiene la capacidad
de suministrar una sefial negativa incluye pero sin limitacién

CTLA4 pD-1, BTLA, y similares.

En una modalidad, un polipéptido que tiene la capacidad
de suministrar una sefial positiva incluye pero sin limitacidn

- ICOS, CD28, y similares.

Lds primeros dominios apropiados en el contexto de un
bolipéptido que suministra una seflal negativa incluyen
variantes o) derivados de CTLAA4 de tipo natural.
Préferentemente, el primer dominio del receptor de esta
modalidad es por lo menos una porcién: del dominio
extracelular de la proteina CTLA, especificamente esa porcién
del dominio extracelular gue es necesaria para la unidén al

ligando natural de CTLA. Las variantes de tipo natural del
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dominio extracelular, o la porcién del domino extracelular

responsable de la unidén con el 1ligando natural de CTLA,

también se incluyen en la presente invencidn, con tal que la

variante proporcione un nivel similar de actividad bioldgica

como la proteina de tipo natural.

Los primeros dominios apropiados en el contexto de un
polipéptido que Vsuministra una sefial negativa incluyen
variantes o) derivados | de PD—i de tipo naturai.
Preferentemente; el primer dominio del receptor de cambgo de

esta modalidad es por 1lo menos una porcidén del dominio

extracelular de la proteina PD-1, especificamente ' aquella

proteina del dominio extracelular que es necesaria para‘ la

unién con el ligando natural de PD-1. Las variantes de ti?o
natural del dominio extracelular, o la porcidén del dominio
extracelular responsable de la unidén con el ligando natural
de PD-1 también se incluyen en la presente invencidn, éon tal
que la variante proporcione un nivel similar de actividad

bioldégica como la proteina de tipo natural.

Los primeros dominios apropiados en el contexto de un

polipéptido que suministra una sefial negativa incluyen

variantes o derivados = de BTLA de tipo natural.

Preferentemente, el‘primer dominio del receptor de cambio de
esta modalidad es por lo menos una porcidén del dominio
extracelular de la proteina BTLA, especificamente aquella
porcién del dominio extracelular qgue es necesaria para la
unién con el.ligando natural de BTLA. Las variantes de tipo

"natural del dominio extracelular, o la porcidén del dominio
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extracelular responsable para la unidén con el ligando natural
de BTLA, también estdn incluidas en la presente invencidn,

con tal que la variante proporcione un nivel similar de

actividad bioldégica como la proteina de tipo natural.

Los segundos dominios apropiados en el contexto de un
-polipéptido que suministra una séﬁal positiva incluyen
variantes o derivados de la proteina ICOS. Preferentemente,
el segundo dominio del receptor de cambio en esta modalidad
es por lo menos una porcidén del dominio intracelular (también
referido como un endodominio) de la proteina IC0S5,
especificamente  aquella proteina que es necesaria para
activar una sefial con los- componentes intraéelulares de la
celular. Las variantes de ‘tipo natural del dominio
intracelular de la proteina ICOS, del dominio intracelular de
la proteina IC0OS, o la porcién del dominio intracelular
responsable de la seflalizacién, también se incluyen en la
presente invencidén, con tal que la variante proporcione un

nivel similar de actividad bioldgica que la proteina de tipo

natural.

*Los segundos dominios apropiados en el‘contexto de un
poiipéptido gue suministra una seflal positiva incluyen
variantes o derivados de la protéina CD28. Preferentemente,
el segundo dominio del receptor de cambio en esta modalidad
es por lo menos una porcidén del dominio intracelular (también
referido como’ endddominio o citopléasmico) de la proteina
CDZQ, especificamente aquella préteiné que es necesaria para

la activacién de una sefial a los componentes intracelulares
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de la célula. Las variantes de tipo natural del dominio
intracelular de la proteina‘CD28h o la porcidén del dominio
intracelular responsable de la sefializacién, también se
incluyen en la presente invencién, con tal que la variante
proporcione un nivel similar de actividad biolégica a la

proteina de tipo natural.

El receptor de cambio de 1la invenciédn comprende un
polipéptido que corresponde a un dominio citoplédsmico, de
transmembrana y extracelular, asi como polipéptidos que
corresponden a porciones mas pequefias del dominio
citoplasmico, de transmembrana y extracelular. En una
modalidad, el feceptor de cambio‘ comprende el dominig de

transmembrana del primer polipéptido que suministra una senfal

negativa. En otra modalidad, el receptor de cambio comprende

el dominio de transmembrana del segundo polipéptido .que

suministra una sefial positiva.

En incluso otro aspecto de la presente invenciédn, el
primer polipéptido que suministra un componente de sefal
negativa de cualquiera de .los receptores de cambio aqui
descritos puede ser sustituido con otra proteina inhibidora,
es decir, wuna proteina que evita la activaciédén de¢ una

respuesta inmune y o induce la apoptosis en las células T u

otros tipos de célula, tales como las células B, células

asesinas naturales (NK), células NKT, células progenitoras'

linfoides, células denditricas, monocitos macrdéfagos, células
de linaje de macréfago basado en tejido. con capacidad que

presenta antigeno, y cualquiera de un nimero de células no
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profesionales que presentan un antigeno, por ejemplo, células
endoteliales. Ejemplos de proteinas inhibidoras incluyen,
‘pero sin limitacién, ligandos a PD-1, CTLA-4, BTLA, CD160,
CDlel y CD9%4; LAG—B; y CD244 (ver 2011, Wherry, Nat Immunol.
131:492-9) .

Cualguier primer polipéptido‘ apropiado que suministra
una seﬁai negativa se puede usar de acuerdo con la presente
invencidn, siempre que el ©polipéptido se una con el
correspondiente -ligando, y mediante esta unidén el evento
coﬁlleva a una activacién del receptor de cambio. De acuerdo
con una modalidad de la presente invencién, el compromiso del
primer polipéptido que suministra una seflal negativa del
~receptor de cambio con su correspondiente ligando da como
resultado la activacién del segundo polipéptido que
suministra una sefial positiva del receptor de cambio. De
ésté manera, una seflal negatival puede convertirse en una
sefial positiva. Esto es, el primer polipéptido del receptor
de cambio de la presente invencién puede activar una via de
seﬁa}izacién intracelular, mediante lo cual la activacién del
seggndo polipéptido de ‘la‘ invencién da como resultado la
conversién de la sefial negativa en una sefial positiva. De
este'mOdo, una unica caracteristica del primer polipéptido
- del repeptor de cambio de la presente invencidén es que esta
convierte la seflal trans natural que daria como resultado de
manera natural una sefial negativa a la célula en una senal
positiva que induce la célula é presentar caracteristicas

antitumorales.
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De manera similar, se puede usar cualquier segundo
polipéptido apropiado, siempre que la proteina.pueda enviar
una sefial positiva a una célula, que sea distinta de la serfial
trans asociada con el primer componente polipéptido del
reéeptor de cambio. El segundo polipéptido puede ser una
proteina que énvia una senal ﬁositiva O una 'seﬁaL de
activacién. Un ejemplo preferido del segundo polipéptido de
la invencidén incluye pero sin limitacidén CD28, CD27, ICOS,
CD137 (4-1BB), y TCRzeta.

En una modalidad, | la invencidn aprovecha .los
microambientes donde hay un gran numero de 1ligandos o
proteinas que 1inhiben el sistema inmune en dondé la
inhibicién del sistema inmune da como resultado un estado de
enfermedad no deseado. ‘Esto es, el receptor de cambio puede
se? disefiado para comprender un primer dominio que se une con
el factor inhibidor inmune en el microambiente y convierte la
sefial naturalmente asociada con el factor inhibidor inmune en
una sefial positiva donde la sefial positiva activa la célula

para exhibir una respuesta inmune potenciada.

Una proteina quimérica preferida de la presente

invencién es BTLA:ICOS. La quimerizaciédn genética de BTLA

con secuencias ICOS y expresidén recombinante da como

resultado un “receptor de cambio” BTLA:ICOS quimérico que
demuestra las cafacteristiéas e;tructurales y funcionales
atribuibles tanto a BTLA como ICOS. Las células diseﬁadés
para expresar BTLA:ICOS pueden redirigir 1la sefializacidn

inhibidora a la seflal estimuladora y mejorar de este modo la

funcién de la célula T. En algunos casos, las células son.

Al
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disefiadas para expresar el receptor de cambio BTLA:ICOS en

combinacidén con CAR.

Otra proteina quimérica preferida de la presente
invencién es PD1:CD28. La quimerizacidn genética de PD1l con
la§ «secuencias‘ CD28 y la expresidén recombinante da como
resultado el “receptor de. cambio” quimérico PD1:CD28 que
demuestra las caracteristicas estructurales vy funcionalés
atribuibles tanto a PDl como CD28. Las células disefiadas
- para . expresar PDl;CD28 pﬁeden redirigir la sefializacidn
inhibidora a la sefial estimuladora y mejorar de este modo la
funcidén de 1la célula T. En algunos casos, las células son
diseﬁadas para expresar el receptor de cambio PD1:CD28 en

combinacidén con CAR.

‘Otra proteina quimérica preferida de 1la presente
invencién es CTLA4:CD28. La quimerizacién genética de CTLA4
con las secuehcias CD28 y la expresidén recombinante da como
resﬁltado el “receptor de cambio” quimérico CTLA4:CD28 que
'demugstra las caracteristicas estructurales y funcionales
“atribuibles tanto a CTLA4 como CD28. Las células disefladas
para expresar CTLA4:CD28 pueden redirigir la sefal inhibidora
é la senal estimuladora y mejorar de este modo la funcidn de
la célula T. En alguﬁos casos, las células son disefiadas
para -expresar el receptor de cambio CTAL4:CD28 en combinacidn

con éAR.

Las proteinas presentes pueden existir en numerosas

formas. Por ejemplo, las proteinas presentes pueden estar en
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forma de un polipéptido lineal o ramificado. Las proteinas
quiméricas lineales se pueden produciﬁ mediante tecnologia de
ADN recombinante. Por ejemplo, los casetes de transcripcién.
quimérica se pueden ensamblar usando una superposicidédn de
sitio de restriccién de endonucleasa o la extensidén de
empalme mediante superposicidén basado en la reaccidén en

cadena de la polimerasa (PCR).

Las proteinas quiméricas de 1polipéptido ramificadP se
pueden producir facilmente mediante tecnologia de péptido
sintético ensamblado con un patrén  (TASP) (Mutter, Trends
Biochem Sci. 13:260-265 (1988)). Mediante este proceso, las
unidades de péptido se sintetizan separadamente y se aéqplan
covaléntemente con un portador multifuncional, tal como un
péptido de nicleo, usando reactivos de acoplamiento quimico.
Por ejemplo, un andlogo de decapéptido ciclico de gramicidina
S, en el que dos segmentos de laminas beta antiparalelas
(lys—alaflys) se enlazan mediante dos giros beta, se puede
usar como un péptido de nﬁcléo. Las estrategias de
condensacidn de segmento se pueden usar para unir la primera
y segunda proteinas con los grupos épsilon-amino de 4 cadenas

laterales de lisina.

Las proteinas presentes también pueden existir como dos
0 mas proteinas separadas enlazadas entre si mediante un
puente, tal como un enlace quimico. Por ejemplo, dos o mas
componentes de proteina se pueden enlazar covalentemente en
forma directa entre si en estructuras ramificadas usando

reactivos quimicos de reticulacidn tal como ditio-



32

bis)succinimidil proprionato) (DSP) . Mediante esta
metodologia, por ejemplo, la primera y segunda proteinas se

>

pueden enlazar directamente.

Los primero vy segundo polipéptidos particulares del
receptor de cambio quimérico de la invencidén pueden variar
' dependiendo de la enfermedad que se va a tratar.
Tipicamente, por ejemplo, cuando se trata el cancer o las
infecciones virales, se usan los  segundos polipéptidos que
estimulan las respuestas de célula inmune. Cuando se trata
trastornos del sistema inmune donde existen —respuestas
inmunes patogénicas, se usa un segundo polipéptido inhibidor.
De’ este modo, para el cénéer y las enfermedades virales, se
desean los receptores de cambio qﬁe convierten las seflales de
activacién inmune de inhibicién a activacién. En contraste,
para las enfermedades autoinmunes, se desean ios receptores
de cambio quiméricos que convierten la activacién en
‘inhibicién las seflales inmunes. En esta configuracién, el
»segundo componentev de proteina inmune-inhibidor puede ser
dirigido a diferentes efectores inmunes patogénicos,
incluyendo células T, células B, células asesinas naturales y
célﬁ%as que presentan antigeno.

En consecuencia, la invencidén proporciona un receptor de
campbio que cuando se expresa en una célula convierte una
sefial positiva en wuna seflal negativa en 1la célula. ‘Por
ejemplb, este receptor de cambio contiene un primer dominio

que  comprende un polipéptido que suministra wuna sefal
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positiva; y un segundo dominio que comprende un polipéptido

que suministra una sefial negativa en la célula.

Modificaciones Genéticas

La presente invencidén comprende una célula (por ejemplo,-
célula T) transducida con un vector lentviral (LV). En una
modalidad, el LV codifica el receptor de cambio de la
invencidén que comprende un primer dominio que'comprende un
polipéptido que suministra una sefial negativa y un segundo
dominio que comprende un polipéptido que suministra una sefal

positiva.

En una modalidad, la célula puede ser = ademas
transfectada con un LV que codifica un receptor quimérico de
antigené (CAR) que combina un dominio de reconocimiento- de

antigeno de un anticuerpo especifico con un dominio

intracelular de la cadena CD3-zeta o la proteina FcyRI en una

unica proteina quimérica.

Los vectores derivados .de los retrovirus tales como el
lentovirus son .herramientas apro@iadas para conseguir' una
transferencia genética de largo plazo ya gque permiten la
integracién estable de largo plazo de un transgén y su
propagacidén en las células hijas. Lés vectores lentivirales
tienen la ventaja afiadida sobre los vectores derivados de

onco-retrovirus tal como los virus de leucemia murina en que

pueden transducir células no proliferativas, tales como
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hepatocitos. Tienen ademds la ventaja adicional de una baja
inmunogenicidad.
En un Dbreve resumen, la expresién de los &cidos

nucleicos naturales o sintéticos de la invencidn se consigue
tipicamente enlazando operativamente un &cido nucleico que
codifica el polipéptido deseado o las porciones del mismo con
un promotor, y que incorpora el constructo en un vector de
expr%sién. Los vectores pueden ser apropiados péra
reﬁlicacién e integiacién.‘de las eucariotas. Los tipicos
vectores de clonacidén contienen términadores de transcripciodn
y traslado, secuencias de iniciacién, y los promotores utiles
para la regulacidén de la expresidén de la secuencia de acido

nucleico deseada.

El &acido nucleico se puede clonar en un numero de tipos
de vectores. Por ejemplo, el acido nucleico se puede clonar
en un vector que incluye, pero sin limitacidén un plésmido, un
fagémido, un derivado de fago, wun virus de animal vy ﬁn
céémido. Los wvectores ‘de particular ‘interés incluyen
vectores de expresidén, vectores de replicacidén, vectores de

generacién de sonda y vectores de secuenciacién.

Ademés, el vector de expresidén puede proporcionarse a
una célula en forma de un vector viral. La tecnologia del
Vec£or viral es bien conocida eﬁlla técnica y se describe,
~ por 'ejemplo, en Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL, volumenesl -3 (3era. Ed., Cold Spring

Harber Press, NY 2001), y.en otros manuales de virologia vy
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bioclogia molecular. Los virus, que son uUtiles como vectores
incluyen, pero sin limitacién, retrovirus, adenovirus,lvirus
adeno-asociados, virus del herpes y lentivirus. En general,
un vector apropiado que contiene un origen de replicacidén
funcional en por lo menos un organismo, una secuencia
promotora, sitios convenientes de endonucleasa - de

restriccidén, y uno o mads marcadores seleccionables, (por

ejemplo, WO 01/96584, WO 01/29058 y Patente Estadounidense

No. 6,326,193).

Los elementos promotores adicionales, por ejemplo,
potenciadores, regulan la frécuencié de iniciécién
transcripcional. Tipicamente, estos se localizan  en 1la
regién 30-110 bp corriente arriba del sitio de inicio, aunque
se ha demostrado recientemente que un numero de promotores
contienen elementos funcionales corriente abajo del sitio ae
inicio también. La separacién entre los elemento promoﬁores

es frecuentemente flexible, de modo que la funcidén promotora

se conserva cuando los elementos se invierten o mueven.

relativamente uno hacia el otro. En él promotor de timidina
quinasa (tk), la separacidén entre los elementos promotores
puede ser incrementada a 50 bp apartef antes’ de que la
actividad comience a declinar. Dependiendo del promotor,
parece que los elementos individuales pueden funcionar ya sea
cooperativa o) independiéntemente‘ para activar la

transcripciédn.

Un ejemplo de un promotor es la secuencia promotora de

citomegalovirus temprano inmediato (CMV). Esta secuencia

3v
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promotéra es una secuencia promotora constitutiva fuerte
capaz de conducir altos niveles de expresién de cualquier
Secﬁencia de polinucledtido operafivamente unida a la misma.
Sin embargo, otras secuencias promotoras constitutivas
también se pueden usar, incluyendo, pero sin limitacidn
promotor temprano de virus de simio 40 (SV40) , virus de
tumor mamario de ratdn (MMTV),_ promotor de repeticidn de
terminal largo (LTR) del virus de inmunodeficiencia humaha
(VIH), promotor MoMulLV, un promotor de virus de leucemia
. aviar, un promotor'temprano'inmediato del virus Epstein-Barr,
un promotor 'del- virus del sarcoma de Rous, asi. como
promotores del gen humano tal como, pero sin limitacidn, el
promotor de la actina, el promotor de la miosina, el promotor
de la hemoglobina, vy él promotor de la creatina guinasa.
Adémés, la invencidén no debéré limitarse al uso de promotores
constitutivos. Los promotores inducibles tambien son
contemplados como parte de la .invencién. FEl uso de un
promotor inducible proporciona un cambio molecular capaz de
conectar la expresién de la secuencia de polinucleétido.que
-esté;operativamentevunida éuando dicha expresidén es deseada,
o apagar la expresidén cuando la expresidén no es deseada.
Ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero sin
iimitacién, un promotor de metalotionina, un promotor de
gluéocorticoides, un promotor de progestérona, y un promotor
de:tgtraciclina,

Para evaluar la éxpresién- de un polipéptido CAE ©
porciones del mismo, el vector de expresidn dque se va a

introducir en una célula también puede contener ya sea un den
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marcador seleccionable o un gen reportero o ambos para
facilitar la identificacién y la seleccidn de las células de
expresién de la poblacién'de células que.se busca transfectar
o infectar mediante vectores virales. En otros aspectos, él
marcador seleccionable puede realizarse en una pieza separada
de ADN y se usa en un procedimiento de co—transfeécién.
Ambos marcadores seleccicnables y genes reporteros pueden ser
flanqueados con secuencias reguladoras apropiadas para
permitir la expresidén en lashcélulas huésped. Los marcadores
seleccionables utiles incluyen,  por ejemplo, denes

resistentes al antibidético, tales como neo y similares.

Los genes reporteros se usan para identificar las
células potencialmente transfectadas vy para evaluar la
funcionalidad de las secuencias reguladoras. En general, un
gen reportero es un gen que no esta presente en o se exprésa
mediante el organismo recipiente o tejido y que codifica un
polipéptido cuya expresién se manifiesta mediante cierta
propiedad facilmente detectable,. por ejemplo, actividad
enzimatica. La‘expresién del gen'reportero es examinadé en
un momento apropiado después que el ADN ha sido introducido
en las células receptoras. Los genes reporteros apropiados
pueden incluir genes que codifican la luciferasa, la beta-
galactosidasa, la cloranfenicol acetiltransferasa,l la
fosfatasa alcalina secretada, o el gen de 1la proteina
fluorescente verde (por ejemplo, Ui-Tei et al., 2000 FEBS
Letters 479: 79-82). Los sistemas de expresidén apropiados
son bien conocidos y se pueden preparar usando técnicas

conocidas u obtenerse comercialmente. En general, el
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constructo con la minima regidén de acompaﬁamiento 5’ que
muestra el nivel mas alto de expresidén de un gen reportero es
identificado como el prom@tor. "Dichas regiones promotoras
pueden unirse a un gen reportero y usarse para evaluar la
capacidad de 1los agentesl para modular la transcripcidn

accionada por un promotor.

Los métodos para 1introducir y expresar genes en una
célula son bien conocidos en la técnica. En el contexto de
un vector de expresidn, el vector puede introducirse
fédcilmente en una célula huésped, por ejemplo, en una célula
de mamifero, bacteriana, de levadura o de insecto mediante
cual&uier método en la téénica. Por ejemplo, el vector de

expresién puede ser transferido a una célula huésped mediante

medios fisicos, quimicos o bioldgicos.

Los métodos fisicos para introducir un polinucleétido en
una célula huésped incluyen precipitacién de fosfato de
calcio[ bombardeo de particulas, microinyeccién,
electrbporacién y similares. Los métodos para producir
células que comprenden Vectores y/o &acidos nucleico exdgeno
son bien conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo, Sambrook

et'al., MOLECULAR CLONING: ‘A LABORATORY MANUAL volumenes 1-3

(3era. ed., Cold Spring Harbor Préss, NY 2001).

Los métodos bioldgicos para introducir un polinucledtido
de interés en una célula huésped incluyen el uso de vectores
de ADN y ARN. Los vectores virales, y especialmente los

vectores retrovirales, se han convertido en los métodos més
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ampliamente usados para insertar genes en células de
mamifero, por ejemplo, humanas. Otros vectores virales
pueden derivarse de lentivirus, poxvirus, virus I del herpgs
simple, adenovirus y virus adeno—aéociados y similares..vVer,

por ejemplo, las Patentes Estadounidenses Nos. 5,35,674 vy

5,585,362.

Los medios quimicos para introducir un polinucledétido en

una célula huésped incluyen sistemas de dispersidén coloidal,

tales como complejos de macromolécula, nanocéapsulas,
microesferas, perlas, y sistemas basados en lipidos
incluyendo emulsiones aceite-en-aqgua, micelas, micelas

mezcladas y liposomas. Un sistema coloidal ejemplar para

“

usar como un vehiculo de suministro in vitro e in vivo es un

liposoma (por ejemplo, una vesicula de membrana artificial).

En el caso cuando un sistema de suministro no viral se

utiliza, un vehiculo de suministro ejemplar es un liposoma.
El uso de formulaciones de lipido es contemplado para la
introduccién de los acidos nucleico en una célula huésped (in
vitro, ex vivo o in vivo). En otro aspecto, el A&cido
nucleico puede estar asociado con un lipido. El Aacido
nucleico asociado con un lipido pﬁede ser encapsulado en el
interior acuoso de un liposoma, intercalado en una bicapa de
lipido o un liposoma, unido a un liposoma via una molécula de
enlace que estd asociada tanto con él liposoma como con el
oligonucleétido, atrapado en un liposoma, formado como

complejo con un liposoma, dispersado en una solucidn que

contiene un lipido, mezclado con un lipido, combinado con un

3L
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lipido, contenido en'forma de una suspensidén en un lipido,
contenido o formado como un complejo con una micela, o de 1lo
" contrario asociado con un lipido. Las composiciones
asociadas con el 1lipido, el ADN de lipido o el vector de

expresién de lipido no se limitan a cualquier estructura

particular en solucidn. Por ejemplo, pueden estar presentes
en una estructura de bicapa, como micelas, o con una
estructura “colapsada”. Pueden estar simplemente

intercaladas en una solucién, formando posiblémente agregados
gque no son uniformes de tamafio o forma. Los lipidos son
sustancias grasas que pueden ser lipidos que se presentan de
manera natural o sintética. Por ejemplo, los 1lipidos
inclﬁyen gotitas de grasa que se presentan de manera natural
en el citoplasma asi como la clase de compuestos que
contienen hidrocarburos alifaticos de cadena larga y sus
derivados, tales como 4&cidos grasos, alcoholes, aminas,
aminoalcohles, y aldehidos.

Los 1lipidos apropiados para usar se pueden obtener a
partir de vectores comerciales.A Por ejemplo, dimiristil
fosfatidilcolina (“DMPC”) se puede obtener de Sigma, St.
Louis, MO; dicetil fosfato (“DCP”) se puede obtener de K & K
Léboratories (Plaiﬁview, NY); colesterol (“Choi”) se puede
obtener de Calbiochem-Behring; dimiristil fosfatidilglicerol
("DMPG”) y otros lipidos se pueden obtener de Avanti Polar
Lipids, Inc. (Birmingham, AL.). Las soluciones stock de los
lipidos en <cloroformo o cloroformo/metanol se pueden
almaéenar a aprbximadamente -20°C. El1 cloroformo se usa aqui

como el Unico solvente puesto que se evapora mas facilmente
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que el metanol. El “liposoma” es un término genérico .que

comprende una variedad de vehiculos de 1lipido simples vy
multilaminares formados por la generacidén de Dbicapas de
lipido o agregados. Los liposomas se pueden caracterizar por
tener estructuras vesiculares con una membrana de bicapa de
fosfolipido y un medio acuoso inferior. Los liposomas
multilaminares tienen maltiples capas de lipido separadas por
un medio acuoso. Estas se forman espontdneamente cuando los
fosfolipidos son suspendidos en un exceso de solucidén acuosa.

Los componentes de lipido experimentan una auto-

reordenamiento antes de la formacidédn de las  estructuras

cerradas y atrapan agua y solutos disueltos entre las bicapas
de lipido (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-10): Sin
embargo, las composiciones que tienen diferentes estructuras

en la solucidén que la estructura vesicular normal también son

comprendidas. Por ejemplo,. los lipidos pueden asumir una

estructura micelar o simplemente existir como agregados no
uniformes de moléculas de lipido. También se contemplan los

complejos de acido lipofectamina-nucleico.

Aplicaciones Terapéuticas

La presente invencién incluye un tipo de térapia celular
en donde las células T son genéticamente modificadas para
expresar un receptor de cambio y la célula T diseflada es
infundida a un receptor que lo necesita. La célula infundida
es capaz de matar las células tuﬁorales en el receptor, A
diferencia de 1las terapias de anticuerpo, las células T

disefiadas de la invencién son capaces de replicarse in vivo
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dando como resultado una persisﬁencia de largo plazo dque
buede conllevar a un control tumoral sostenido.

La presente invencién también estd dirigida a métodos
para tratar un paciente con una enfermedad que comprende
administrar al paciente luna cantidad efectiva de los
receptores de cambio disefiados -de la presente invencién.
Varias enfermedades pueden ser tratadas de acuerdo con los
presentés métodos, incluyendo pero sin limitacidn, cancer,
" tal como carcinoma de ovario, carcinoma de mama, carcinoma de
colon, glioblastoma multiforme, carcinoma de préstata vy
leucemia, infecciones virales, tales como infecciones virales
crébnicas con HBV, HCV, HTLV-1, HTLV-II, EBV, HSV-I, HSV-IT, y
KSHV; vy enfermedades autoinmunes, tales como artritis, asma,
enfermedad de . injerto-versus-huésped, rechazo de 6rgano,
psoriasis, eritematosis de lupus sistémico, aiergia atépica,
enfermedad inflamatoria del intestino, esclerosis multiple,
dermatitis alérgica, sindrome de Sjogren, esclerosis
sistémica progresiva, tiroiditis autoinmune, diabetes
.autoinmune, enfermedades autoinmunes del higado, sindromes de

médula 6sea mielodisplésica.

'Ejemplos de cancer incluyen pero sin limitacidn,
carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y lentivirus o)
malignidades linfoides. Los ejemplos méds particulares de
dichos cén;eres incluyen céncer de rifidn o renal, cancer de
maﬁa( cidncer de colon, cancer fectal, cancer colorrectal,
cancer de pulmén que incluye céancer de pulmédn de célula

pequeia, cancer de pulmén de célula no pequeila,

adenocarcinoma del pulmébn y carcinoma escamoso del pulmén,
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cancer de célula escamosa (por ejemplo, cancer de célula
escamosa epitelial), céncer cervical, cancer de ovario,

cdncer de préstata, cancer de higado, cancer de vejiga,

cadncer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o

de estdmago que incluye céncer gastrointestinal, tumores del
estroma gastrointestinal (GIST), céncer pancreatico, céancer

de cabeza y cuello, glioblastoma, retinoblastoma,

astrocitoma, tecomas, arrenoblastomas, hepatoma, malignidades

hematoldégicas que incluyen linfoma no Hodgkins (NHL), mieloma
maltiple vy malignidades hematoldgicas agudas, carcinoma

endometrial o) uterino, endometriosis, . fibrosarcomas,

coriocarcinoma, carcinoma de la gléandula salival, cancer de

vulva, céancer de tiroides, carcinomas esofédgicos, carcinoma

hepéatico, carcinoma anal,. carcinoma de pene, carcinoma

nasofaringeal, carcinomas laringeal, sarcoma. de Kaposi,
melanoma, carcinomas de piel, Schwannoma, oligodendroglioma,
neuroblastomas, rabdomiosarcoma, sarcoma osteogénico,
leiomiosaréomas, carcinomas del tracto urinario, carcinomas
de’ tiroides, tumor de Wilm, asi como linfoma de célula B
(incluyendo 1linfoma de bajo grado folicular no Hodgkin
(NHL) ; linfocitos .pequeﬁos (SL) NHL; NH1 de ;rado

intermedio/folicular; NHL difusa de grado intermedio; NHL

inmunoblastico de alto grado; NHL " linfoblastico de alto

grado; NHL de célula no escindida pequefia de alto grado;'NHL'

enfermedad voluminosa; linfoma de célula del manto; linfoma
relacionado con el SIDA; y Macroglobulinemia de Waldenstrom) ;
leucemia 1linfocitica crdénica (CLL); leucemia linfobléstica
aguda  (ALL); leucemia de células pilosas, leucemia

mieloblastica crénica; ~y. trastorno linfoproliferativo
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postyansplante (PTLD), asi como proliferacién vascular
an@rmal asociada con facomatosis, edema (tal como el asociado
con tumores cerebrales), y sindrome de Meigs. “Tumor”, segun
se wusa aqui, se refiere a todo el crecimiento celular
‘neoplésico, ya sea malign o benigno, y todas las células pre-

cancerosas y cancerosas y tejidos.

En el contexto de 1la preéente invencidén, “antigeno
tumoral” o “antigenb ‘de trastorno hiperproliferativo” o
“antigeno asociado con un trastorno hiperproliferativo” se
refiere a antigenos que son comunes a los trastornos
hiperproliferativos. En ciertos aspectos, los antigenos de
trastorno hiperproliferativo de 1la presente invencidn se
derivan de canceres gque incluyen pero sin limitacién melanoma
primario o metastédsico, timoma, linfoma, sarcoma, céancer de
pulmén, cancer de higado, 1linfoma no Hodgkin, linfoma de
Hodgkin, leucemias, cancer uterino, cancer cervical, cancer
de .vejiga, cancer de rifidén y adenocarcinomas tales como
cépcer de mama, cancer de prostata, céancer de ovario, céancer
de péancreas, y similares.

En una modalidad, el antigeno tumoral de 1la presente
invencidén comprende uno o mas epitopos de cancer antigénico
inmunolégicamente reconocidos comb linfocitos de infiltracién

. tumoral (TIL) derivados de un tumor de cancer de un mamifero.

Los tumores malignos expresan un numero de proteinas que
pueden servir como antigenos diana para un atagque inmune.

Estas moléculas incluyen pero sin limitacién antigenos
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especificos de tejido tales como MART-1, tirosinasa y GP 100
en melanoma y fosfatasa acida prostatica (PAP) vy antigéno
especifico de probstata (PSA) en cancer de prdstata. Otras
moléculas diana pertenecen al grupb de moléculas relacionadas
con la transformacién tales como el oncogén HER-2/Neu/ErbB-2.

Incluso otro grupo de antigenos diana son antigenos onco-

fetales tales como antigeno carcinoembrionario (CEA). En el

linfoma de célula B la inmunoglobulina de itiotipo especifico

tumoral constituye un antigeno de inmunoglobulina
verdaderamente especifico tumoral que es uUnico para el tumor
individual. Los antigenos de diferenciacién de célula B
tales como CD19, CD20 y CD37 son otros candidatos para 1los
anfigenos diana en el linfoma de célula B. Algunos de estos
antigenos (CEA, HER-2, CD 19, CDQO, idiotipo) se han usado
como dianas para inmunoterapia pasiva con anticuerpos

monoclonales con limitado éxito.

En el contexto del tratamiento del cancer, los

receptores de cambio de la presente invencidén pueden ser-

administrados opcionalmente a un paciente en combinacién con
otros agentes quimioterapéuticos. Los agentes
quimioterapéuticos apropiados incluyen, por ejemplo, agentes
aléuilantes tales como = tiotepa y ciclosfosfamida,

alquilsulfonatos tales como busulfén ,  improsulfan 'y

piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona,
meturedopa 3% uredopa; etileniminas % metilamelaminas
incluyendo altretamina, . trietilenomelamina,
trietilenfosforamida, trietilentiofosfaoramida | y

trimetilolomelamina; mostazas de nitrégeno tales como

35
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clorambucilo, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
~ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de
mecloretamina, melfaléan, novembiquina, fenesterina,

prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosureas
tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina,

lomustina, nimustina, ranimustina; antibidéticos tales como

aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina,
bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina,
caminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorubicina, detorubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorubicina, épirubicina, esorubicina, idarubicina,

-marcelomicina, mitomicinés, adcido micofendlico, nogalamicina,
Qlivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
Que}amicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
fubercidina, ubehimex, zinostatina, zorubicina; anti-
metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU);
analogos del  &cido félico tales como denopterina,
metotrexato, pteropterinai trimetrexato; anadlogos de la
puriﬁa tales como fludatabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina,
tioguaﬁina; andlogos de pirimidina tales como ancitabina,
azacitidina, o~ >azauridina, carmofur, citarabina,
" didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina, 5-
FU; “ andrégenos tales como calusterona, propionato de
dromdstanolona, epitiostanol , mepitiostano, testolactona;

anti-suprarrenales tales como aminoglutetimida, mitotano,

trilostano; rellenador de 4cido félico tal como A&cido
frolinico; aceglatona; aldofosfamida glucésido, acido
aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno;

edatraxato; defofamina; demecolcina; diazigquona; elformitina;
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acetato de eliptinio; etoglicido; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinan; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona;
mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet; pirarubicina,

dcido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK ™;

razoxano; sizofiran; espirogermanio, acido  tenuazdnico;
triaziquona; 2, 2, 2''-triclorotrietilamina; uretano;
vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobromano; gacitosiha; arabinésido ("Ara-C") ;

ciclofosfamida; tiotepa; taxanos, por ejemplo, paclitaxel
(Taxol™, Bristol-Myers Squibb Oncology, Princeton, NJ) vy
docetaxel (Taxotere™, Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia) ;-
clorambucil; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina;-
metotrexato; andlogos de platino tales como el cisplatino vy
carboplatino; vinblastina; platino, etopdsido ( VP- 16 );
ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina;
vinorelbina; navelbina; novantrona; teniposide; daunomicina;
aminopterin; xeloda; ibandronato,. CPT—ll, inhibidor de la
topoisomerasa RFS 2000; difluorométilornitina_ (DMFO) ; écido
retinoico; esperamicinas, capecitabina, y sales, acidos o
derivados de cualquiera de 1los anteriores farmacéuticamente

aceptables.

También se 1incluyen agentes antitumorales gque actuan
para regular o inhibir la accidén hormonal en los tumores tal
como los anti-estrdgenos que incluyen por ejemplo tamoXifeno,
ralo%ifeno, 4(5)-imidazloles que 1inhiben la aromatasa, 4-
hidroxitamoxifeno, =  trioxifeno, - keoxifeno, ‘LY117018,

onapristona y toremifeno (Fareston); y anti-andrdgenos tales

como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida,
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goserelina; y sales, acidos o derivados de cualquiera de los
anteriores farmacéuticamente aceptables.

También se incluyen agentes quimioterapéuticos que son
capaces de percibir las células tumorales a TRAIL y superar
la resistencia a TRAIL, tal como.inhibidores-de proteasoma e
inhibidoreé de la histona desacetilasa (HDAC), cicloheximida,
mesilato de imatinib y otros inhibidores de 1la proteina
tirosina quinasa/ l7-alilamino-17-demetoxigeldanamicina,
tridéxido de arsénico e inhibidores enlazados con X de
antagonistas de molécula pequefia de Proteina de Apoptosis; y
saleé, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores

farmacéuticamente aceptables.

La informacién adicional sobre los métodos para el
tratamiento del cédncer se proporciona en la Patente
Estadounidense No. 7,285,522, incorporada aqui como

referencia en su totalidad.

En consecuencia, en una modalidad preferida, los
recéptores de cambio de la presénte invencién - pueden ser
usados para tratar cahcer de mama. En otra modalidad
preferida, los receptores de cambio de la invencidén se pueden
usar .para tratar céncer de colon. En otra . modalidad, los
receptores de cambio de ia invgncién se pueden usar para
tratar cancer de higado. En otra modalidad preferida, los
receétores de cambio de la invencidn se pueden usar para
~tratar céncer de ovario. En otra modalidad, los receptores

de cambio de la invencidén se pueden usar para tratar
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leucemia. En otra modalidad, los receptores de cambio de 1a
invencién se pueden usar para tratar melanoma. En
modalidades adicionales, los receptores de cambio de la

presente invencidén se pueden usar para tratar enfermedades

aloinmunes, por ejemplo rechazo al injerto, o enfermedad de

injerto-versus-huésped o huésped-versus-injerto.

Tipicamente, para cada aplicacién de enfermedad, una
pequefia “biblioteca” de receptores de cambio candidatos se
puéde generar y evaluar comparativamente en modelos ex vivo e
in vivo apropiados y bien establécidos para determinar, las

eficacias relativas y toxicidades.

Las primera y segunda proteinas particulares usadas en

los métodos variardn dependiendo de la enfermedad que se va a
tratar. Por lo general, para el céncer, se desean los

receptores de cambio que convierten las sefiales de trans-

activacién inmune de inhibidora a activadora. Sin &nimo. de

limitarse por cualquier teoria particular, la respuesta de
inmunidad antitumoral provocada por la célula disefiada de la
invencidén puede ser una respuesta inmune activa o pasivas La
respuesta puede ser parte de un plaﬁteamiento' de

inmunoterapia adoptiva.

Con respecto a la inmunizacién ex vivo, por lo menos uno
de los siguientes se presenta in vitro antes de administrar
la célula a un mamifero: i) expansidén de .las células, 1ii)

introduccién de un acido nucleico que codifica un receptor de

I
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cambio de la invencidén en ltas células o iii) crioconservacién

de las células.

Los procedimientos ex vivo son bien conocidos en la
- técnica y se discuten de manera mas completa a continuacién.
En resumen, las células son aisladas de un mamifero
(preferentemente un humano) y se modifican genéticamente (es
decir, se transducen o transfectan in vitro) con un vector
que expresa un receptof de cambio de la invencién. Las
células disefiadas pueden ser administradas a un receptor
mamifero para proporciona# un beneficio terapéutico. El
receptor mamifero puede ser un humano y la célula diseﬁada
puede ser autdloga con respecto al receptor.
Altérnativamente, las células pueden ser alogénicas,

" singénicas o xenogénicas con respecto al receptor.

El procedimiento para la expansidén ex vivo del vastago
hematopoyético y las células progenitoras se describen en la
Patente Estadounidense No. 5,199,942, incorporada aqui como
referencia, se puede aplicar a las células de la presente
inveécién. Otros métodos: apropiados son conocidos en la
técnica, por lo tanto la presenté invencién no estd limitada
a ningun método particular de expansién ex vivo de las
célﬁlas. En resumen, el cultivo ex vivo y la expansién de
las “células T comprenden: (1) recolectar el wvastago
hematopoyético CD34+ vy las células progenitoras de un
mamifero de la cosecha de sangre periférica o explantes de la

médula espinal; y (2) expandir dichas células ex vivo.

Ademés de los factores de crecimiento celular descritos en la
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Patente Estadounidense No. 5,199,942, se pueden usar otros
factores tales como flt3-1, IL-1, IL-3 y ligando c-kit para
el cultivo y la expansidén de las células.

Ademéds de usar una vacuna basada en células en términos
de inmunizacidén ex vivo, la presente 1invencidén proporciona

ademds composiciones y métodos para la inmunizacidén in vivo

para provocar una respuesta 1nmune dirigida contra - un

antigeno en un paciente.

Por lo general, las células activadas y expandidas como
se describen aqui pueden ser utilizadas en el tratamiento y
la prevencién de enfermedades que surgen en individuos que
estan inmunocomprometidos. En'.pérticular, las células
diseriadas de la invencidén se usan en el tratamiento del

cancer. En ciertas modalidades, las células de la invenciédn

se usan en el tratamiento de ©pacientes con riesgo de

desarrollar céancer. De este modo, la presente invencién

proporciona métodos para el tratamiento o la prevencidén del
cancer que comprende administrar a un sujeto que lo necesita,
una cantidad terapéuticamente efectiva de las células T

disefiadas de la invencién.

Las células T disefiladas de la presente invencidén pueden
administrarse ya sea solas, o) como una composicién

farmacéutica en combinacién con diluyentes y/o con otros

componentes tales como IL-2 u otras citoquinas o poblaciones

celulares. En resumen, las composiciones farmacéuticas de la

presente invencidn pueden comprender una poblacidén de célula

3y
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diana como se describe aqui, en combinacidén con uno o mas
portadores, diluyentes o) excipentes farmacéutica o)
fisioldégicamente aceptables. Dichas composiciones pueden
comprender tampones tales como ‘solucidén salina tamponada
neutra, solucidén salina tamponada de fosfato y similares;
carbohidratos tales COomo glucosa, manosa, sacarosa o}
dextranos, manitol; proteinas; polipéptidos o aminoacidos
tales como glicina; antioxidantes; agentes quelantes tales
como EDTA o glutationa; adyuvanteé (por ejemplo, hidréxido de
aluminio); y conservantes. Las composiciones de la presente

invencién se formulan preferentemente para administracidn

intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden administrarse de . una manera apropiada a la enfermedad
que se va a tratar (o prevenir). La cantidad y la frecuencia
de a@ministracién seran determinadas mediante dichos factores
seéan sea la condicién del paciente, y el tipo y gravedad de
la enfermedad del paciente, .aunque las dosificaciones
apropiadas se pueden determinar mediante ensayos clinicos.

W

Cﬁando “una céntidad inmunoldgicamente efectiva”, una
cantidad antitumoral efectiva”, "“una cantidad efectiva que
inhibe el tumor” o “cantidad terépéutica” estd indicada, 1la
cantidad precisa de ‘las composiciones. de la presente
invencidén que se va a administrar puede ser determinada por
un médico con éonsideracién de las diferencias individuales

de la edad, peso, tamafio del tumor, extensidén de la infeccidn

o metéstasis y condicidén del paciente (sujeto). Se puede
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establecer por lo general que una composicidén farmacéutica
que comprende las células T aqui descritas se puede
administrar a una dosificacién de 10% a 10° células/kg de peso
corporal, preferentemente 10° a 10° células/kg de peso
corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de esos
rangos. Las composiciones de célula T también se pueden
administrar varias veces en estas dosificaciones. Las
células se puedén administrar usando técnicas de infusiéﬁ que
son comunmente conocidas en inmunoterapia (ver, por ejemplo,
Rosenberg et al., New Eng. J. of Med; 3319:1676, 1988). La
dosificacién optima y el . régimen de tratamiento para. un’
paciente particular pueden ser determinados facilmente por un
experto en la técnica de la medicina monitoreando al paciente
sobre los signos de la enfermedad y regulando el tratamiento

en consecuencia.

En ciertas modalidades, - puede ser conveniénte
administrar célﬁlas T activadas y luego posteriormente volver
a extraer sangre (o realizar una aféresis), activar desde
alli las células T de acuerdo con la presente invencidn, y
volver a infundir al paciente estas células T activadas yA
expandidas. Este proceso puede realizarse multiples veces
cada pocas semanas. En ciertas modalidades, las células T
pueden ser activadas a partir de extracciones de sangre de
10cc a 400cc. En ciertas modalidades, las células T son
activadas a partir de extracciones de sangre de 20cc, 30cc,
40cc. 50cc, 60cc, 70cc, 80 cc 90¢c o 100cc. Sin limitarse

por la teoria, usar este tipo de extraccidn
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sanguinea/protocolo de reinfusién multiple, se puede

seleccionar ciertas poblaciones de células T.

La administracién de las composiciones del sujeto puede

realizarse de cualquier manera conveniente, incluyendo
mediante inhalacién por aerosol, inyeccidn, ingestidn,
transfusidén, implantacidén o trasplante. Las composiciones

~aqui descritas se pueden administrar a un paciente de manera
subcutéhea, intradérmica, intratumoral, intranodal,
intramedular, intramuscular, mediante inyeccién intravenosa
(i,&.), o) intraperitoneal. | 'En una modalidad, las
composiciones de célula T de la presente invencidén se
administran a un paciente mediante inyeccidén intradérmica o
subcutdnea. En otra modalidad, las composiciones de células
T de la presente invencién se Aadministran preferentemente
mediante inyeccidén 1i.v. .Las composiciones de células ‘T
puedén inyectarse directamente en un tumor, nédulo linfatico

.0 sitio de la infecciédn.

En ciertas modalidades de 1la presente invencidn, las
bélu;as activadas y expandidas que usan los métodos aqui
descfitos, u otros métodos conocidos en la técnica donde las
'célulaé T ée expandén a niveles terapéuticos, se administran
a un‘'paciente conjuntamente con (por ejemplo, simultaneamente
o después) una serie de modalidades de tratamiento relevante,
incluyendo pero sin limitacién, el tratamiento con agentes
taies como terapia antiviral, cidofovir e interleucina-2,
- Citarabina (también conocida como ARA-C) o tratamiento con

natalizumab para pacientes MS o tratamiento con efalizumab
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para pacientes con psoriasis, y otros tratamientos  para
pacientes PML. En otras modalidades, las células T de la

invencién pueden usarse en combinacidén con quimioterapia,

radiacién, agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina,

azatioprina, metotrexato, micofenolato y FKL06, anticuerpés u
otros agentes inmunoablativos tales como CAM PATH,
anticuerpos anti-CD3 u otras terapiaé de anticﬁérpo,
citoxina, fludaribina, ciclospofina, FK506, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, FR901228, citoquinas, e
ifradiacién. Estos farmacos inhiben ya sea calcineurina
fosfatasa dependiente de calcio (ciclosporina y FK506) 0
inhiben la quinasa p70S6 que es importénte para la

sefializacidn inducida por el factor de crecimiento

(rapamicina) . (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991; Henderson

et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin.
Immun. 5:763-773, 1993; Isoniemi (anterior)). En una
modalidad adicional, 1las composiciones 'deu célula aé la
presente invencién se administran a un paciente conjuntamente
con (por ejemplo, antes, simultaneamente o después) el
trasplante de médula ésea,. terapia ablativa de célula T
usando ya sea agentes de quimioterapia tales éomé,
fludarabina, radioterapia de haz externo (XRT) ,

ciclofosfamida, o anticuerpos tales como OKT3 o CAMPATH. En

otra modalidad, las composiciones de células de la presente

invencidén se administran después de una terapia ablativa de
célula B tal como los agentes que reaccionan con CD20, por
ejemplo, Rituxan. Por ejemplo, en una modalidéd, los sujetos
pueden experimentar un tratamiento estadndar con quimioterapia

de alta dosis segdido por trasplante de célula madre de
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sangre periférica. En ciertas modalidades, después del
trasplante, los sujetos reéiben una infusién de las células
inmune expandidas de la presente invencidén. En una modalidéd
adicional, las células expandidas se administran antes o

. después de la cirugia.

La dosificacién de los tratamientos mencionados que se
ﬁan a administrar a un paciente variaran con la naturaleza
precisa de la condicién‘que se va a tratar y el receptor del
tratamiento. ~ El ajuste de las dosificaciones para
administracién humana se puede realizar de acuerdo con las
practicas aceptadas por la técnica. La dosis para CAMPATH,
por ejemplo, por lo general estard en el rangov.de 1 a
apréximadamente 100 mé para un paciente adulto, usualmente se
"administra en forma, diaria aunque en algunos casos se pueden
usar dosis mas gfandes de hasta 40 mg al dia (descrito en la

Patente Estadounidense No. 6,120,766).

EJEMPLOS EXPERIMENTALES

BLa invencidén se descfibe ademas mas detalladamente con
referencia a los siguientes ejemplos experimentales. Estos
ejemplos se proporcionan con fines de instruccidén solamente,
y no eétén destinados a ser limitantes salvo que se indique
" 1lo contrario. De este modo, la invencidén no debera
interpretarse de ninguna manera como limitada a los
;iguientes ejemplos, sino méds bien, deberd interpretarse como

aquella que abarca cualquiera y todas las variaciones que se
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tornen evidentes como resultado del planteamiento aqui

proporcionado.

Sin descripcidén adicional, se considera que un entendido
en la técnica, usando la descripcién precedente y los

siguientes ejemplos ilustrativos, puede hacer y utilizar los

compuestos de -la presente invencidédn y poner en practica los

métodos reivindicados. Por lo tanto, los siguientes ejemplos
de trabajo sefialan especificamente las modalidades preferidas
de la presente invencién, y no deberadn interpretarse como

limitantes de ninguna manera en la divulgacidn.

Ejemplo 1: Receptores de Cambio

Los resultados aqui presentados demuestran que 1los

receptores quiméricos pueden ser disefiados para convertir las

sefiales negativas en seflales positivas en las células T. Se

disefiaron experimentos para desarrollar un método que evita
lé inhibicién de un factor inhibidor de tumor
sistemdticamente y por lo tanto todo el éistema inmuné. En
resumen, las células T fueron disefladas para expresar un
repeptor quimérico que codificd el dominio extracelular PD-1
(sin el dominio PD-1 inhibidor) y un dominio de sefializacidn
CD28 o ICOS estimulador. La ‘orientacidédn del receptér
quimérico colocd el dominio extracelular PD;l fuefa de 1la

célula y el dominio estimulador CD28 o ICOS dentro de la

célula T. De este modo, la interaccidén de las células T con.

los antigenos de tumor en el microambiente tumoral es

positivamente influenciada con la disposicién de los ligandos

4



58

PD-1 porque la seflal en la célula es derivada por el
" endodominio de sefalizacién CD28 o ICOS en lugar del

endodominio PD-1 inhibidor nativo.

Los materiales y los métodos empleados en estos

experimentos se describen ahora.

Materiales y Métodos

Produccidn del Receptor de Cambio

Los constructos fueron disefiados para el examen del
receptor de cambio BTLA. Las siguientes son secuencias de .
cada constructo que fueron clonadas en un vector IVT basado

enpGEM. 64A.

BTLA; SEC ID NO: 1

Atgaagacattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaatcc
catatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagctttatataaa
gagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccecctttgaactagaatgeccctgtgaaa
taétgtgctaacaggcctcatgtgacttggtgcaagctcaatggaacaacatgtgtaaaac
ttgaégatagacaaacaagttggaaggaagagaégaacatttcatttttcattctacattt
tgaaccagtgcttcctaatgacaatgggtcataccgctgttctgcaaattttcagtctaat

ctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtgcctcagaacgac
cctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggctectgtatagtttacttectttgggggg
'attgcctctactcatcactacctgtttctgcctgttctgctgcctgagaaggcaccaagga
aagcaaaatgaactctctgacacagcaggaagggaaattaacctggttgatgctcacctta
agagﬁgagcaaacagaagcaagcaccaggcaaaattcccaagtactgctatcagaaactgg
aatttatgataatgaccctgacctttgtttcaggétgcaggaagggtctgaagtttattct
aatccatgcctggaagaaaacaaaccaggcattgtttatgecttccctgaaccattectgtcea
ttggaccgaactcaagactgécaagaaatgtaaaagaagcaccaacagaatatgcatccat

atgtgtgaggagttaa

BTLA-BTM-CD28; SEC ID NO: 2-
Aagcﬁtgccgccatgaagacattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtqt
tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca
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gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactagaaj

tgccctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagctcaatggaacaa

catgtgtaaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt

cattctaéattttgaaccagtgcttcctaatgacaatgggtcataccgctgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggctcétgtatagtttact
tcctttggggggattgcctctactcatcactacctgtttctgcctgttctgctgcctggag
gagtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgccgccccggg
cccacccgcaagcecattaccagecctatgecccaceacgcgacttcecgecagectatcecgetect

gataagcggccgca

BTLA-BTM~-CD27; SEC ID NO: 3

AagcttgccgccatgaagaQattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtct

tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca -

gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatcectttgaactagaa
tgccecctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagectcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt
cattctacattttgaaccagtgcttcctaatgacaatgggtcataccgectgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
cctcagaacgaccctcéaaggacgaaatggcaagcagaccctggctcctgtatagtttact

thtttggggggattgcctctactcatcactacctgtttctgcctgttctgctgcctggaa

ggaaatatagatcaaacaaaggagaaagtcctgtggagcctgcagagccttgtcgttacag

ctgccccagggaggaggagggcagcacbatccccatccaggaggattaccgaaaaccggag

cctgcecctgceteccectgataageggecgea

BTLA-ITM-CD28; SEC ID NO: 4

aagcttgccgccatgaagacattgectgecatgecttggaactgggaaattattttgggtcet .

tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca
gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactagaa
tgccctgtgaaatactgtgctaacaggcctcatgtgacttggtgcaagctcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt
cattctacattttgaaccagtgcttcectaatgacaatgggtcataccgectgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggctcctgtatagtttctg
gttacccataggatgtgcagcectttgttgtagtctgcattttgggatgcatacttattgag
gagtaagaggagcaggctcctgcacagtgactacatgaacatgactccccgccgccccgég
cccacccgcaagcattaccagecctatgecccaccacgcgacttegcagectategetect

gataagcggccgceca

12
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BTLA-ITM-CD27; SEC ID NO: 5

Aagcttgccgccatgaagacattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtct
tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca
gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactagaa
tgccctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagectcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt
cattctacattttgaaccagtgcttccfaatgacaatgggtcataccgctgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtyg
cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggcetectgtatagtttcetyg
gttacccataggatgtgcagcctttgttgtagtctgecattttgggatgcatacttattgaa
. ggaaatatagatcaaacaaaggagaaagtcctgtggagcctgcagagccttgtcgttacag
ctgcccéagggaggaggagggcagcaccatccccatccaggaggattaccgaaaaccggag

cctgcctgetcececectgataageggecgcea

BTLA-BTM-ICOS; SEC ID NO: 6

- Ragcttgccgccatgaagacattgectgccatgettggaactgggaaattattttgggtet
tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca
gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactagaa
tgccctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagctcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaagatagacaaaéaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt
cattctacattttgaaccagtgcttcctaatgaéaatgggtcataccgctgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
_cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagéagaccctggctcctgtatagtttact
~tcectttggggggattgectctactcatcactacctgtttctgectgttetgetgectgtgt
tggcttécaaaaaagaagtéttcatccagtgtgcacgaccctaacggtgaatacatgttca
tgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctataagcggccge

a

BTLA-BTM-ICOS-Z; SEC ID NO: 7
Aagcttgccgccatgaagacattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtct
tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca
gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactagaa
.tgécctgtgaaatactgtgctaacaggbctcatgtgacttggtgcaagctcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaégatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt
cattctacattttgaaccagtgcttcctaatgacaatgggtCataccgctgttctgcaaat
tttcégtCtaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggctectgtatagtttact
'tcctttggggggattgcctCtactcétcactacctgtttctgcctgttctgctgcctgtgt
tggcttacaaaaaagaagtattcatccagtgtgcacgaccctaacggtgaatacatgttca
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tgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctatgcagagtgaa
gttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggccagaacéagctctataacgag'
ctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggcecgggacecctg
agatggggggaaagccgagaaggaagaaccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaa
agataagatggcggaggcctacagtgagattgggatgaaaggcgagcgccggaggggcaagA
gggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgcccttc

acatgcaggccctgccccctcecgectaagcggecgea

BTLA-ITM-ICOS; SEC ID NO: 8

Aagcttgccgceccatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttgggtet
tcttcttaatcccatétctggacatctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtaca
gctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactagaa
tgccctgtgaaatactgtgctaacaggcctcatgtgaéttggtgcaagctcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttft
cattctacattttgaaccaqtgcttcctaatgacaatgggtcatacégctgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggcetectgtatagtttcetg
gttacccataggatgtgcagecctttgttgtagtctgecattttgggatgcatacttatttgt .
tggcttacaaaaaagaagtattcatccégtgtgcacgaccctaacggtgaatacatgtfca
tgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctataagcggecge

a

BTLA-ITM-ICOS-Z; SEC ID NO: 9

aagcttgccgccatgaagacattgcectgceccatgcecttggaactgggaaattattttgggtcet
tcttcttaatcccatatctggacatctggaacatccatgggaaagaa£catgtgatgtaca
gctftatataaagagacaatctgaacactccatcﬁtagcaggagatccctttgaactggaa
tgccctgtgaaatactgtgctaacaggcectcatgtgacttggtgcaagectcaatggaacaa
catgtgtaaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcattttt
cattctacattttgaaccagtgcttcctaatgacaatéggtcataccgctgttctgcaaat
tttcagtctaatctcattgaaagccacﬁcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtg
cctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaagcagaccctggetectgtatagtttact
tcctttggggggattgcctctactéatcactacctgtttcthctgttctgctgcétgtgt
tggcttacaaaaaagaagtattcatccagtgtgcacgaccctaacggtéaatacatgttca
tgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctatgcagagtgaa

gttcagcaggagcgcagacgcccecccgcegtaccagcagggeccagaaccagetctataacgag
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ctcaatctaggacgaagagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctyg
agétggggggaaagccgagaaggaagaéccctcaggaaggcctgtacaatgaactgcagaa
agataagatggcggaggcctacagtgagattggéatgaaaggpgagcgccggaggggcaag
gggcacgatggcctttaccagggtctcagtacagccaccaaggacacctacgacgceccectte

acatgcaggccctgccccecctcgctaagcggcecgcea

Transduccidén de las células T

Los métodos de preparacidn ide las células T wusando
perlas de poliestireno paramagnéticas recubiertas con
anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 se han descrito
(Laport et al.;'2003, Blood 102:20042013). La transduccién
lentiviral se realizéd como.se describe (Levine et al., 2000,
Proc Natl Acad Sci USA 103:17372-17377). La electroporacién
de las células T con ARN se ha descrito (2010, Zhao et al.,
. Cancer Res 70:9062) como un método para expresar estos
receptores. El uso de vectores adenovirales se ha descrito
(2004, Schroers et al., Exp Hematol 32:536). Una serie de
btrés planteamientos para expresa? proteinas en células T se

‘han descrito (2009, June et al., Nat Rev Immunol 9:704).

"Andlisis de citoquina -

La cuantificacidén de los factores solubles de‘citoquina
se realizé wusando la tecnologia de formacidn de perlés
Luminex y kits adquiridos dé Life Technologies (Invitrogen).
-Loé ensayos se realizaron segun el protocolo del fabricante
~con una curva estéandar de 8 puntos generada usando una serie

-de dilucidn de 3 veces.

Los resultados de los experimentos se describen ahora.
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Los resultados aqui presentados demuestran que un
receptor quimérico puede ser disefiado vy expfesado en una
célula T donde el receptor quimé#ico convierte las sefiales
negativas en seflales positivas en 1la célula T. En
consecuencia, la invencidén proporciona un. tipo de célula T
adoptiva o terapia de célula NK usando células que han sido
genéticamente modificadas para expresar los receptores de
célula T (TCRs) o 1los receptores de antigeno quimérico

(CARs) .

Los experimentos fuefon diserfiados para desarrollar un
méfodo direccionado ©para -evitar le inhibicién de PD-1
sistémicamente y por lo tanto todo el sistema inmune._  El
método direccionado comprendé administrar células T que
expresan receptores quiméricos que codifican por ejemplo el
dominioc extracelular PD-1, vy antes. que el dominio PD-1
inhibidor, un dominio de seﬁalizacién estimulador CD28 o fCOS
en la parte intracelular de la célula T. De este modo, la
interaccién de las células T con los antigenos tumorales en
el microambiente tumoral, porque la sefial en la célula es
derivada por el endodominio de seflalizacidén CD28 o ICOS, en
veé de el endodominio PD-1 nativo.

Conversidén de serfiales BTLA

En un planteamiento similar, se han construido 1los
receptores quiméricos que codifican BTLA. El BTLA, junto con
PD-1, también es un miembro de la familia CD28. E1l BTLA

tiene varios ligandos, incluyendo HVEM, que se expresa en las.
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células tumorales y otras células, a ménudo en el
Amicroambiente tumoral. Es bienvsabido que la interaccién de
BTLA con los ligandos naturales en las células regula
negativamente las respuestas inmunes de. la célula T (Paulos
ét al., 2010, J Clin Invest 120:76-80; Derré et al., 2010, J
Clin Invest 120:157—67} Chemnitz et al., 2006, J Immunol
176:6603-14) . Para evitar receptores quiméricos comprendidos
de. BTLA se construyeron el dominio extracelular vy 1los
endodominios de sefializacién intercelular que incluyen los

dominios CD28 o ICOS.

En resumen, la clonacidén molecular se usd para construir
los ;eceptores quiméricos ejemplares ilustrados en la Figura
1. Para examinar si la ligacidén de BTLA CCR expresado en la
superficie de las células T podria expresarse apropiadamente
y la transduccién de seﬁales mediante el dominio intracelular
ICOS a CD3 zeta, IVT ARNms gue codifican BTLA CCR como se
indiéé se electroporaron én las células T estimuladas y la
expresién de superficie de BTLA se detectd mediante proteina
de fusidén HVEM-Fc en un tiempo diferente como se indicd
(Figura 1B). Las células T electroporadas fueron estimuladas
" con una linea celular negativa del ligando BTLA (KTPolCD86AZ)
o‘linea celular positiva HVEM del ligando BTLA (KTCD86F1lu
HVEMi. Veinticuatro horas posterior a la estimulacidn, el
IL-2 producido por las qélulas T fue examinado mediante ELISA
(Figura 1C). Los resultados mostraron que fusionando el
dominio extracelular BTLA con los dominios intracelulares de
taht; ICOS como CD3 zeta, ias células T podrién ser activadas

mediante estimulacién de la linéa celular que expresa HVEM
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del 1ligando BTLA, la seflal BTLA de indicacidén podria
convertirse en otras sefiales en forma de receptor

coestimulador gquimérico (CCR).

El siguiente grupo de experimentos fue disefiado ‘para
evaluar si la sefial inhibidora de BTLA podia convertirse en
una sefial coestimuladora de CD28 mediante BTLA~CD28 CCR.
Para encontrar vla ventana apropiada que podria mostra£ la
sefializacién CD28, diferentes dosis de ARN (ug/0.1ml de
células T) se electroporaron en las células T y se detectd la
expresién CAR (CD19z, CD19-28Z) mediante FACS. El panel
superior muestra los histogramas y el porcentaje de la
expresién del transgen (Figura 2A). La produccidn ILZ de las
células T electroporadas con ARN como se describe en 1la
Figura 2A se estimuld mediante la linea celular positiVa[CD19
y ‘la produccidén de IL-2 seiexaminé mediante ELISA, como ée
muestra en la Figura 2B. El panel superior muestra IFN-gamma
y el panel inferior muestra la produccién de IL-2. Los
resultados muestran que la dosis de ARN de 1-5 ug, diferente
a las células T electroporadas de ARNACD19—282, que mostraron
sobre 300pg/ml de produccidéh IL-2, no habia produccidn de'Ii—
2 detectable para 1las células T epectroporadas CD19Z ARN
produccién de IFN-gamma podria detectarse a niveles similares
tanto para las células T electroporadas CD19z como CD19-28Z
con la dosis de RNA de 1.5 ug. Por lo tanto, 1.5 ug de ARN
se usé como la dosis de ARN. para examinar el polipéptido de

conversidén de serial BTLA-CD28.
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Las células T co-electroporadas con 1.5ug de CD19z vy
BTLA CCR como se indicd y estimuld con K562 que expresa CD19
(K562CD19) o tanto CD19 como HVEM (K562CD19/HVEM). Se usd

como controles la mesotelina que expresa las lineas K562 (con

o sin HVEM) (Figura 2C). Los resultados muestran que el BTLA
de longitud completa (tipo natural) suprimidé tanto 1la
produccién de IL2 como IFN-gamma. No hubo produccién de IL-2

detectable para las células T electroporadas con solamente
CD19z cuando se estimulé con la linea celular positiva doble
CD19/HVEM, mientras que las células T electroporadas con
CD19-28z y estimuladas con la linea celular positiva doble
CD19/HVEM produjo més de 400pg/ml IL-2. Sin embargo, cuando
las células T fueron electroporadas con tanto CD1%z como
BTLA-CD28 CCR ARNs, la prqduccién de IL-2 fue 4 veces mayor
qué:las células T electroporadas CD19-28z, cuando se estimuld
con la linea celular positiva dobie CD19/HVEM. Las células T

co-electroporadas con tanto CD19z como BTLA-CD28 CCR ARNs

produjeron mayor IFN-gamma que las células T electroporadas

CDl9z.o CD19—28z,'§uando se estimuld con la linea celular
positiva doble CD19/HVEM, o CD19 positivo K562 que expresa
bajés niveles de HVEM (Figura ZC). Los resultados aqui
preséntados demuestran que las seflales inhibidoras de BTLA

podrian convertirse en sefiales CD28 mediante BTLA-CD28 CCR.

El siguiente grupo de experimentos fue disefiado para
examinar si la serfial BTLA inhibidora podia convertirse en una

sefial ICOS coestimuladora mediante BTLA-ICOS CCR. En

~resumen, la conversién de BTLA en sefial ICOS se examind en un

sistema de polarizacidén Thl7 como se muestra en la Figura 3A.
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Las células T €D4 en reposo fueron electroporadas con 'CCRs
CD1%z y BTLA como se indica (Tratamiento) y se estimula con

la linea celular positiva doble CD19/HVEM (Grupo 1 y 2,

duplicados), o las células fueron electroporadas con BTLA-

ICOS solo y se estimularon con HVEM-Fc y OKT3 unido con placa
(grupo 3). Las perlas CD3/ICOS o las perlas CD3/CD28 se
usaron como controles positivo .y negativo respectivémenﬁe
como se describid (2010, Paulos et al., Science Translational
Medicine). Todos los cultivos se reaiizaron en presencia de
un cbéctel de citoquina Thlf. Eq dias diferentes (como se
indicd) posterior a la estimulacién, las células T fderén

estimuladas con PMA/Ionomicina se detectd IL-17A e IFN-gamma

mediante tincidén de citoquina intracelular (Figura 3B). Los

resultados mostraron que la sefal ICOS se convirtié de BTLA-.

ICOS produccidédn de célula Thl7 mejorada en presencia de las

seflales inhibidoras HVEM.

Conversién de PD-1 en sefiales CD28

Para examinar si la ligacién de PD1 CCR expresado en la
superficie de las células T puedeﬁ expresarse_funcionalﬁente
para transducir las seflales mediante el dominio intracelular
CD28 o CD27 o ICOS, se usaron IVT ARNs que codifican PD1 CCR

(secuencias mostradas a continuacidn).

PD1-I-ICOS; SEC ID NO. 10 4 '

Atgcagatcccacaggcgceccctggceccagtegtetgggeggtgectacaactgggectggegge
caggatggttcttagactccccagacaggceccctggaacceccccaccttectececcagecct
gctcgtggtgaccgaaggggacaacgccaccttcacctgcagettcectecaacacatcggag

agcttcgtgctaaactggtaccgcatgagccccagcaaccagacggacaagctggecgect

46



68

tcccegaggaccgcagceccagcecccggecaggactgecgettecgtgtcacacaactgeccaa
cgégcgtgacttccacatgagcgtggtCagggcccggcgcaatgacagcggcacctacctc
tgtggggccatctccctggcccccaaggcgcagétcaaagagagcctgcgggcagagctca
gggtgacagagagaagggcagaagtgcccacagcccaccccagceccctcacccaggeccagce
cggccagttccaaaccctggtgttcectggttacccataggatgtgcagectttgttgtagtce

tgcattttgggatgcatacttatttgttggcttacaaaaaagaagtattcatccagtgtge
4acgaccctaacggtgaataCatgttcatgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagact

cacagatgtgaccctataa

PD1-28-CD28; SEC ID NO. 11

Atgcagatcccacaggcgceccctggecagtegtectgggeggtgetacaactgggetggegge
caggatggttcttagactccccagacaggccctggaacccecccceccaccttetecccageect
gctcgtggtgaccgaaggggacaacgccaccttcacctgecagcettctccaacacatcggag
agcttcgtgctaaactggtaccgcatgagccccagcaaccagacggacaagcetggcecgect
tcéccgaggaccgcagccagcccggccaggactgccgcttccgtgtcacacaactgcccaa
cgggcgtgacttccacatgagcgtggtcagggcchgcgcaatgacagcggcacctacctc
tgtggggccatctceccctggecccccaaggegcagatcaaagagagectgecgggecagagetcea
gggﬁgacagagagaagggcagaagtgcccacagcccaccccagcccctcacccaggccagc
cggccagttccaaaccctggtgttttgggtgctggtggtggttggtggagtectggettge
4tatagcttgctagtaacagtggcctttattattttctgggtgaggagtaagaggagcaggc
tcctgcacagtgactaéatgaacatgactccccgccgccccgggcccacccgcaagcatta

ccagccctatgceccccaccacgcgacttcecgcagectatcgetcectaa

PD1-CD27; SEC ID NO. 12‘

Atgcagatcccacaggcgccctggceccagtegtectgggeggtgectacaactgggetggcgge
caggatggttcttagactccccagacaggeccctggaacccceccecccaccttcectececcagecect
gctcgtggtgaccgaéggggacaacggcaccttcacctgcagcttctccaacacatcggag
agcttcgtgctaaactggtaccgcatgagccccagcaaccagacggacaagctggccgect
tccccgaggaccgcagcecageccggcecaggactgecgettecgtgtcacacaactgceccaa
cgggcgtgacttccacatgagegtggtcagggcccggecgcaatgacagecggecacctacctce
tgtggggccatctccctggcccccaaggcgcagatcaaagagagcctgcgggcagagctca
gggtgacagagagaagggcagaagtgcccacagcccaccccageccctcacccaggcecage
‘cggccagttccaaaccctggtgatccttgtgatcttctctggaatgttccttgttttcacc
ctggccggggcecctgttectecatcaacgaaggaaatatagatcaaacaaaggagaaagte
ctgtggagcctgcagagceccttgtcgttacagctgecccagggaggaggagggcagceaccat

ccccatccaggaggattaccgaaaaccggagcecctygcectgctcececceccecctaa
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PD1 CCR como se indicdé y CD19z ARN fueron electroporados
en células T estimuladas y los transgenes fueron detectados
mediante anti—PDl y anti-CAR Abs en los puntos de tiempo
segun se indicdé (Figura 4A). Las Células T co-electroporadas
como se describen en la Figura 4A fueron co-cultivadas con
Nalm6 (linea de leucemia de célula B humana) que expresa PD-

L1 o GFp como control, o K562-CD19 que expresa PD-L1, o ICOSL

como control. La produccién de IFN-gamma se ensay® 24 horas

después del co-cultivo. Las células T co-introducidas con
CD19%z y PD1-CD28 (PD1-28) mostraron una produccién de IFN-
gamma significativamente mayor que las células T
electroporadas con CD19%z solo, o co-electroporadas con PD1
estando el dominio citoplésmico truncado, o PD1-CD27 (PD1-
27) . Cuando se co-cultivdé con iineas celulares positivas
doble CD19/PD-L1. Se observé una fuerte inhibicién . de

células T cuando las células T fueron co-electroporadas con

CD19z y PD1 (tipo natural) de longitud completa y estimuladas

con lineas celulares positiﬁas dobles CD19/PD-L1 (Figura 4B).

Las células T co-electroporadas como se describe en la
Figura 4a fueron co-cultivadas con Nalm6 (linea ‘de leucemia

de célula B humana) que expresa PD-L1 o GFP como control, o

K562-CD19 que expresa PD-L1, o ICOSL como control. La

produccién' de IL-2 fue ensayada 24 horas después del. co-
cultivo. Las células T co-introducidas con C D19z y PD1-CDZ28

(PD1-28) mostraron una produccidén de IL-2 significativamente

mayor que las células T electroporadas con CD1S%z solo, o co-

electroporadas <con PDl estando el dominio citoplasmico

truncado, o PD1-CD27 (PD1-27). Cuando se co-cultivé con 1las

M
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lineas celulares positivas dobles CD19/PD-L1, se observd una
«fuerte_inhibicién de células T cuando las celulas T se co-
electroporaron con CD19z y PD1 de cadena completa y se
estimularon con las lineas celulares ©positivas dobles

CD19/PD-L1 (Figura 4C).

Las células T co-electroporadas como se describen en la
Figuﬁa 4A fueron examinadgs en un ensayo CTL basado en el
flujo. Las células T co-introducidas con CD19z vy PDl
mostraron una capacidad de matar significativamente reducida
contra las dianas Nalm6-PD-L1, mientras no se vieron
'diférencias significativas para las células T co-
electroporadas con PDl1 CCRs comparado con las células T
electroporadas con CD19Z solo, cuando se usa Nalm6-PDl como
diana. Cuando Nalmé6 negativo de ligando PD1 se usd como
diana, no se encontrafon diferencias significativas para
todos los grupos de célula T, incluyendo las células T co-

electroporadas con CD19z ylPDl.

E1 siguiente Agrupo de experimentos fue disefiado para
invertir la inhibicién de PD1 mediante la co-introduccién de
 PD1-CD28 CCR. Para imitar la del microambiente tumoral o
bajo una infeccidn crénica ‘en donde las células T son PD1
posiﬁivo, las células T estimuladas con perlas de CD3/CD28 u
OKT3/PBMC/IL2 y fueron co-electroporadas con CD19z (loug) vy
- PD1 (5ug) con PD1 CCR (10ug) adicional como se indicé. CAR y
PD1l-y/0o la expresidédn PD1 CCR fueron detectados mediante FACS

un dia posterior a la electroporacidédn (Figura 5A).
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Las células T electroporadas como se muestran en- la

Figura 5A fueron co-cultivadas con Nalmb .o K562-CD19 que
expresa PD-L1. La produccién de IL-2 fue ensayada después
del co-cultivo durante 1la noche. Los resultados mostraron
que habia una cantidad disminuida de IL-2 producido por'las

células T electroporadas con CD19z solo, comparado con las

mismas células T co-cultivadas ‘con las lineas celulares

positivas CD19 sin PD-L1. Sin embargo, en presencia de PD1,
la produccién de IL-2 fue completamente bloqueada cuando se

co-cultivdé con las lineas celulares positivas PD-L1, excepto

que las células T co-electroporadas con PD1-CD28 (PD1-28),

que mostraron una produccidén de IL-2 mucho mayor que CD19Z
solo de células T, mientras que la expresiédn PDl en las
células T fueron co-cultivadas con las lineas celulares

negativas PD-L1 (Figura 5B).

Las células T electroporada$ como se muestra en 1la
Figura 5A se co-cultivaron con Nalm6 o K562-CD19 gque expresa
PD-L1. La produccién de IFN-gamma fue examinada después del

co-cultivo durante 1la noche (Figura 5C). Un perfil de

produccidén similar de citoquina se observdé como el de la-

produccién de IL-2 mostrada en la Figura 5B. Los resultados
aqui presentados demuestran que PD1-CD28 CCR puede invertir
el efecto inhibidor de PDl y promover las funciones efectoras

de la célula T.

Conversidén de las seriales PD1 en ICOS

Las células T CD4 fueron electroporadés con PDl1 (o

variantes de PD1l) vy CD19—z CAR ARNm (10 ug cada uno). Cuatro

48
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hofas después de la electroporacidénh (dia 0), las células T se
mezclaron células K562. (0.5 : 1 = K562 : célula T) que
expresan PD1 y CD19 en medios de cultivo CD10 en presencia de
L1 ﬂlOng/ml), IL6 (10ng/ml), IL23 (20ng/ml), y anticuerpos
de‘neutralizaciénv(loug/mlf contra IL4 e IFNy. En los dias
indicados (5, 9 y 12 dias después de la electroporacién) las
células se 1incubaron durante 4 horas con PMA (3 ug/ml) e
~lonomicina (1 ug/ml) y GolgiStop para la tincién de citoquina
intracélular. La’ tincién de 1la superficie para CD4 se
realizé segquida por tincidn infracelular para IFN-gamma, IL17
e iLZ. Las células T CD4 estimuiadas con las perlas anti-
CD28/CD3 y las perlas anti-ICOS/CD3 se usaron como controles
(Figura ©A). La procduccién de citoquina fue mejorada,
pa;ticularmente en el dia 9 en las células gue expresan PDl-
ICOS comparado con el tipo hatural de PD1 o PD1 sin cola. La

proliferacién celular o las células T estimuladas se muestran

en la Figura 6C.

Receptores quiméricos PD-1

El PD-1 es regulado hacia arriba en la superficie de las
células T CD8 agotadas en los pacientes con infeccidén viral
crénica. E1l bloqueo de la sefilal PD-1:PD-L1 restaura la
funcidén de PDfl que expresa las células T CD8 agotadas.
Muchds tumores expresan PD-L1 que proporciona un

microambiente inmunosupresor.

El propésito de los siguientes experimentos es dirigir

~las células T adoptivamente transferidas para superar el
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microambiente tumoral inhibidor introduciendo los receptores

quiméricoé PD-1 en el sitio del tumor.

Se observdé que el efecto inhibidor de PDlwt en la.

produccién de citoquina es rescatada mediante los constructos
quiméricos PD1 (Figura 7). Sin embargo, 1los receptores
quiméricos PDl1 no afectan la produccién de granzima B (Figura
8) . De manera similar, se observaron diferencias minimas en
la actividad de eliminacidén de las células T CD8 en presencia

o ausencia de PD1 (Figura 9).

El siguiente grupo de experimentos fue disefiado para

evaluar el efecto de los receptores quiméricos PD-1 en 1la

proliferacién de células T. (Figura 10). Se observd que. el

receptor quimérico PD1-CD28 aumenta el numero de células T

CD8 (Figura 11).

En resumen, los resultados aqui presentados demuestran
que los constructos quimérigos PD-1 no presentan los efectos
inhibidores mostrados por PD-1:- wt. El PD1-CD28 parece
aumentar la produccién de TNFoa, IL2 e IFNy en las células T

CDh4. Los receptores quiméricos PD-1 no mostraron una

citotoxicidad incrementada sobre la de las células T que

expresan el mismo CD19CARz." El1 PD1-CD28 aumentd el ntmero de

células T sobre el de las células T que expresan el mismo

CD19CARz.

Redireccionamiento de la Sefializacidén Co-inhibidora a la Co-

estimulacidén Positiva
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Los fesultados aqui -~ presentados demuestran que los
receptores de cambio se expreséron en células T mediante
electroporacidén o con vectores lentivirales. Se observd que
los CARs y los receptores de cambio se pueden expresar en la
misma célula T. Cuando las células que expresan CARs o TCRs
y los receptores de cambio se exponen a las células tumorales
gue tienen 1ligandos para BTLA o PD-1, se muestra que las
células T tienen una respuesta inmune positiva, méas bien que

la respuesta inhibidora usual.

Cuando estos receptores quiméricos se expresan en
células T, en el caso del receptor de cambio BTLA, con la
interaccién con su ligando HVEM natural en las células
'fumorales, se observd que las células T fueron estimuladas \%
luego | expresaron funciones asociadas con los efectos
antitumorales positivos, iﬁcluyendo la secrecidn de IFN-

gamma .

Otro resultado importante de estos estudios es que la
interaccidén HVEM-BTLA con el receptor quimérico conllevd a la
secrecidén de IL-7. Esto eé un marcador de células TH17, una
célula que es conocida por ser util para la inmunoterapia
tuméral‘ (Maftin—Orozco et al., 2009, Immunity 31:787-98;
,Paﬁlds et al., 2010, Science Translational Medicine 2:55-78;
Garaude et al., 2010, Sci Transl Med 2(55):55ps2). Por
ejemplo, los resultados agui presentados demuestran que las

células T que expresan los receptores de cambio CARs y BTLA
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con dominios de sefializacidén ICOS fueron polarizados para

secretar grandes cantidades de TIL-17..

Ademéds, los resultados aquil ptesentados muestran que las
células T que expresan CARs y los receptores de cambio PD1
con CD28, y se evitd que los dominios eliminados tengan
inhibicién y a cambio eliminaron lés células tumorales vy
secretan citoquinas (IL—? e IFN-gamma) si expreséron

receptores de cambio PD-1.

Si animo de limitarse por cualquier teoria particular,
se considera que expresando los receptores antigenos
quiméricos (CARs) con PD-1 o' los receptores de cambio BTLA en
las células T que son luego introaucidos en el microambiente
tumoral, las células T tienen un efecto antitumoral

potenciado vy muestran el fenotipo TH17. El tipo de

transferencia de célula T adoptiva para la inmunoterapia

tumoral de la invencidn también es aplicable en el area dé la
terapia de la vacuna, tal como para las infecciones virales
crénicaé que incluyen VIH u otros virus tales como EBV,'HCV o)
CMV. Esta tecnologia podria incorporarse facilmente en otros
ensayos que actualmente estadn usando células T genéticamente
modificadas con TCRs también. Por ejemplo, los receptores de
cambio de la invencidén se pueden usar en el contexto de lés
células T con TCRs especificos para los antigenos de céancer

tal como MAGE-A3 y NY-ESO-1, y se considera que la inclusidn

de los receptores de cambio con estas células T aumentarian

la potencia de las células T.

sb
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Las divulgaciones de cada y toda patente, solicitud de
" patente y publicacién aqui citadas se incorporan aqui como
referencia en su totalidad. Si bien esta invencidén ha sido
divglgada con referencia a las dealidades especificas, es
evidente que otras modalidades 'y <variaciones de esta
invencidén pueden ser ideadas por otros expertos en la técnica
sin apartarse del verdadero espiritu y éambito de 1la
inveﬁcién. Las reivindi;aciones que se adjuntan estan
destinadas a ser interpretadas de modo que incluyan todas

dichas modalidades y las variaciones equivalentes.




77

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La siguiente descripcién. detallada de las modalidades
preferidas de la invencién se entenderé ﬁejor cuando se lea
conjuntamente con los dibujos que se acomparnan. Con la
finalidad de ilustrar 1la invencidédn, se muestran en 1los
dibujos las modalidades qﬁe son actualmente preferidas.
Deberad entenderse, sin embargo, gque la invencidén no ‘esté
limitada a los arreglos e instrumentaciones precisos de las

modalidades mostradas en los dibujos. .

La Figura 1, que comprende las Figuras 1A hasta 1C, es
una serie de imagenes que demuestran que la sefial BTLA puede
convertirse en otras sefiales en forma de un receptor
coestimulador quimérico (CCR}) o referido por el contrario
como un receptor de cambio. La Figura 1A es una imagen que
ilustra una representacién. esquemdtica de receptores de
cambio quiméricbs. La Figura 1B eé una imagen que demuestra
que la expresién de superficie de BTLA fue detectada mediante

proteina de fusidén HVEM-Fc en un momento diferente como se

indicé. La Figura 1C es, una imagen que ilustra el IL-2

producido mediante células T sometidas a electroporacidén que
fueron ya sea estimuladas con una linea celular negativa de
ligando BTLA (KTP1loCDB86A2) é una linea celular positiva HVEM
de ligando BTLA (KTPloCD86A2 HVEM). Veinticuatro horas
posteriores a la estimulaciép, se examindé la produccidén de IL
mediante ELISA. Los resultados mostraron que fusionando el
dominio extraceiular de BTLA con ios dominios.intraceluiares

de tanto ICOS como CD3 zeta, las células T pudieron activarse
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mediante estimulacién de una linea celular que expresa HVEM
de ligando BTLA, la - sefial BTLA de indicacién podria
convertirse en otras sefiales -en forma de un receptor

coestimulador quimérico.

La Figura 2, que comprende las Figuras 2A hasta la 2C,
es una serie de imagenes que demuestran que la sefial BTLA

puede convertirse en una sefial CD28 hasta BTLA-CD28 CCR.

La Figura 3, que comprende las Figuras 3A y 3B, es una
Serie de imégenes que demuestran éue la sefial BTLA se puede
convertir en sefial ICOS hasta BTLA-ICOS CCR. Los resultados
mostraron que la sefial ICOS convertida a partir de BTLA-ICOS

mejord la producciédn de la célula Thl7.

La Figura 4, que comprende las Figuras 4A hasta la 4D,
es una serie de imdgenes que demuestran que las senales PD1

. pueden convertirse en sefiales CD28.

La Figura 5, que comprende las Figuras 5A y 5C, es una
serie de imagenes que demuestran ~la inversién de la

inhibicién de PD1 mediante co-introduccién de PD1-CD28 CCR.

'‘La Figura 6, que comprende las Figuras 6A hasta 6C, es
una serie de 1imAgenes que demuestran la conversién de la

seftal PD1 en senial ICOS.
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La Figura 7 es una imagen que demuestra que el efecto
inhibidor de PDlwt en la produccidén de citoquina es rescatado

por los constructos quiméricos de PDI.

La Figura 8 es wuna imagen que demuestra que ‘los

receptores guiméricos de PD-1 no afectan la produccién de 1la

granzima B.

La Figura 9 es una 1imagen que demuestra que las
diferencias minimas se observaron en la actividad de matanza

de las células T CD8 en presencia é ausencia de PDI.

La Figura 10 es una imagen que muestra el efecto de ‘los

receptores quiméricos de PD-1 en 1la proliferacidén de 1la

célula T.

La Figura 11 es una imagen que muestra que el receptor

quimérico PD1-CD28 aumenta el numero de células T CDS.

3L
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REIVINDICACIONES:

Una proteina de fusidén que comprende un primer dominio y
un segundo dominio, en donde dicho primer dominio es un
polipéptido que estd asociado con una sefial negativa y
dicho segundo dominio es un polipéptido que esta

asociado con una sefial positiva.

La proteina de fusién de la reivindicacidén 1, en donde
idicho primer dominio es por lo.H@nos una porcidn del
‘dominio extracelular del polipéptido qué estd asociado
con una sefial negativa y dicho segundo dominio es por lo
menos una porcidn del dominio intracelular del

polipéptido que estd asociado con una sefial positiva.

La proteina de fusién de la reivindicacidn 1, que

comprende ademé&s un dominio de transmembrana.

La proteina de fusidén de la reivindicacidén 3, en donde
dicho dominio de transmembrana es el dominio de
‘transmembrana del polipéptido que esta aéociado con una
sefial negativa o el dominio de transmembrana del

polipéptido que estd asociado con una sefial positiva.

‘La proteina de fusidén de la reivindicacidén 1, en donde
dicho polipéptido que estd asociado con una sefial
negativa se selecciona del grupo que consiste de CTLA4,

PD-1 y BTLA.
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La proteina de fusién de la reivindicacién l, en donde
dicho polipéptido gque estd asociado <con una sefal
positiva se selecciona del grupo que consiste de CD28 e

ICOS.

Una célula disefilada para expresar una proteina de fusidn
que comprende un p:imer dominio y un segundo dominio, en
donde dicho dominio es un polipéptido que esté asociado.
con una sefial negativa y dicho segundo dominio es un

polipéptido que estd asociado con una sefial positiva.

La célula de la reivindicacién 7 que comprende ademd&s un
receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde dicho CAR
comprende un dominio de reconocimiento de antigeno de un
anticuerpo‘ especifico y un dominio intracelular de la

cadena CD3-zeta.

Un vector que comprende un primer dominio y un segundo
dominio, en donde dicho primer dominio es un polipéptido
que esta asociado con una sefial negativa y dicho segﬁndo
déminio es un polipéptido que estd asociado con una

sefial positiva.

Un método para tratar a -un paciente con cancer,
comprendieﬁdo dicho método adﬁinistrar a .dicho paciénte
una célula T genéticamente disefiada para expresar una
proteina de fusién que comprende un primer dominio y un
segundo dominio, en donde dicho primer dominio es: un

polipéptido que estéd asociado con una sefial negativa vy
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dicho segundo dominio es un polipéptido que esta

asociado con una sefial positiva.

El método de la reivindicacidén 10, en donde dicha célula
T estd ademds genéticamente diseflada para expresar un

receptor de antigeno quimérico (CAR), en donde dicho CAR

.comprende un dominio de reconocimiento de antigeno de un

anticuerpo especifico y un dominio intracelular de la

cadena CD3-zeta.

El método de la reivindicacién 11, en donde dicha célula

T es una célula T autdloga.
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RECEPTORES COESTIMULADORES DE CAMBIO

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una proteina de fusién
que comprende un primer dominio y un segundo dominio, en
dohde el primer dominio es un polipéptido que estd asociado
con una sefial negativa y el segundé dominio es un polipéptido

que estd asociado con una sefial positiva.

En una modalidad, el primer dominio es por 1o menos una

porcién del dominio extracelular del polipéptido gque esta
asociado con una sefial negativa y el segundo dominio es por
lo menos una porcién del dominio intracelular del polipéptido

que estd asociado con una seflal positiva.

En una modalidad, la proteina de fusidn comprende ademéas
un dominio de transmembrana. En otra modalidad, el dominio
de transmembrana es el dominic de transmembrana del

polipéptido que estd asociado con una sefial negativa o el

dominio de transmembrana del polipéptido que esta asociado

con una seflal positiva.

En una modalidad, el polipéptido que estd asociado con
una sefial negativa se selecciona del grupo que consiste de

CTLA4, PD-1 y BTLA.

54
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En una modalidad, el polipéptido que estd asociado con
una seflal positiva se selecciona del grupo gque consiste de

CD28 e ICOS.

La invencién proporciona ademéds una célula disefiada para
expresar una proteina de fusidén que comprende un primer
dominio y un segundo dominio,ven donde ei primer dominio es
“un polipéptido que esta asociado con una seflal negativa y el
segundo dominio es un polipéptido que estd asociado con una

seflal positiva.

‘En una modalidad, la célula comprende ademds un receptor
. de antigeno quimérico (CAR), en donde el CAR comprende un
dominio de reconocimientd_ de antigeno de un anticuerpo

especifico y un dominio intracelular de la cadena CD3-zeta.

La invencién proporcioha ademas un vector que comprende
“un primer dominio y un segundo dominio, en donde el primer
dominio es un polipéptido que estd asociado con una sefial
negativa y el segundo dominio es un polipéptido que esté

asociado con una sefial positiva.

La invencidén proporciona un método para tratar un
paCiénte con cancer. En ﬁna modalidad, el método comprende
administrar a un paciente una célula T genéticamente diseﬁada
para expresar una proteina de fusidén que comprende un primer
dominio y un segundo dominio, en donde el primer dominio es

un polipéptido que esta asociado con una sefial negativa y el
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segundo dominio es un polipéptido que estd asociado con una

sefial positiva.

En una modalidad, 1la  'célula T es ademas genéticamenté

disefnada para expresar un CAR, en donde el CAR comprende un

dominio de reconocimiento de antigeno. de un anticuerpo

especifico y un dominio intracelular de la cadena CD3-zeta.

En una modalidad, la célula T es un célula T autdloga.

RESUMEN TECNICO

La presente invencidén se refiere de una manera general a
una proteina de fusidén que cuando se manifiesta en una célula

puede convertir una seflal negativa en una sefial positiva en

la célula. La proteina de fusién es una proteina quimérica .

caracterizada porque la proteina comprende por lo menos dos
dominios, en donde el primer dominio es un polipéptido que
eété asociado con una seﬁal'negativa'y el sequndo dominio es
un polipéptido que esta asociado éon una sefial positivaz De
este modo, la invencidén comprende receptores de cambio que
son capaces de cambiar las seflales negativas a sefiales

positivas para la potenciacidén de una respuesta inmune.
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IL-2, pg/ml
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<110>

carl H

Zhao, Yangbing

<120>
<130>

<150>
<151>

<160> 12
<170>
<210> 1

<211> 870
<212> ADN
<213>

<220>
. <223>

<400> 1
atgaagacat

ccatatctgg
aagagacaat
aaatactgtg
aaacttgaag
cattttgaac
tctaatctca
gaaégaccct
ttggggggat
caccaaggaa
gctcacctta
tcagaaactg
gaagtttatt
aaccattctg
gaatatgcat
<210> 2

<211> 685
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 2
aagcttgccg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg

acaacatgtg

Artificial

tgcctgecat
acatctggaa
ctgaacactc
ctaacaggcc
atagacaaac
cagtgcttcc
ttgaaagcca
ccaaggacga
tgcctctact
agcaaaatga
agagtgagca
gaatttatga
ctaatccatg
tcattggacc

ccatatgtgt

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg

taaaacttga

LISTA DE SECUENCIAS

PatentIn version 3.5

guimicamente sintetizado

gcttggaact
catccatggg
catcttagca
tcatgtgact
aagttggaag
taatgacaat
ctcaacaact
aatggcaagc
catcactacc
actctctgac
aacagaagca
taatgaccct
cctggaagaa
gaactcaaga

gaggagttaa

quimicamente sintetizado

attgcctgec
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg

agatagacaa

Sequencia

RECEPTORES COESTIMULADORES DE CAMBIO
046483-6010-00-w0.601501

Us 61/513,259
2011-07-29

gggaaattat
aaagaatcat
ggagatccct
tggtgcaagc
gaagagaaga
gggtcatacc
ctttatgtga
agaccctggce
tgtttctgcc
acagcaggaa
agcaccaggc
gacctttgtt
aacaaaccag

ctggcaagaa

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga

acaagttgga

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA
June,

tttgggtctt
gtgatgtaca
ttgaac%aga
tcaatggaac
acatttcatt
gctgttctgce
cagatgtaaa
tcctgtatag
tgttctgctg
gggaaattaa
aaaattccca
tcaggatgca
gcattgttta

atgtaaaaga

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa

aggaagagaa

Pdgina 1.

cttcttaatc
gctttatata
atgccctgtg
aacatgtgta
tttcattcta
aaattttcag
aagtgcctca
tttacttcct
cctgagaagg
cctggttgat
agtactgcta
ggaagggtct
tgcttccctyg

agcaccaaca

éttttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga

gaacatttca

60
120
180
240
300
360
420
480

. 540

600
660
720
780
840
870

.60
120
180
240
300



tttttcattc’

gcaaattttc
aaaagtgcect
agtttacttc
tgcctggagg
ccgeeecggg
ctatcgctcc
<210> 3

<211> 701
<212> ADN
<213>

- <220>
<223>

<400> 3
aagcttgccg

ttcttcttaa,

cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcattc
gcéaattttc
aaaagtgcct
agtttacttc
tgcctggaag
gtcgttacag
gaaaaccgga
<210> 4

<211> 685
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 4 -
aagcttgcceg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcattc

gcaaattttc

aaaagtgcct

tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggg
agtaagagga
cccacccgea

tgataagcgg

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggg
gaaatataga
ctgccccagy

gcctgectgce

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taéagagaca
tgaaatactg
téaaacttga
tacattttga
agtctaatct

cagaacgacc

accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
gcaggctcct
agcattacca

ccgca

quimicamente sintetizado

attgcctgcec
ancatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
tcaaacaaag
gaggaggagg

tccccectgat

guimicamente sintetizado

attgcctgec
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg

agatagacaa

accagtgctt

cattgaaagc

ctccaaggac

Sequencia

cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
gcacagtgac

gccctatgec

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
gagaaagtcc
gcagcaccat

aagcggcecge

*

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa

gaaatggcaa

atgggtcata
ctctttatgt
Qcagaccctg
cctgtttctg
tacatgaaca

ccaccacgcg

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttctg
tgtggagect
ccccatccag

a

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt

gcagaccctg

- pPagina 2

ccgctgttct
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttctgc
tgactccccg

acttcgcagc

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttct
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttctgce
gcagagcctt

gaggattacc

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgetgttct
gacagatgta

gctcctgtat

360
420
480
540
600
660
685

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
701

60
120
180
240
300
360
420
480




Sequencia
agtttctggt tacccatagg atgtgcagcc tttgttgtag tctgcatttt gggatgcata

cttattgagg agtaagagga gcaggctcct gcacagtgac tacatgaaca tgactccccg

ccgcceecggg cccacccgca agcattacca gecctatgec ccaccacgcg acttcgeage

ctatcgctcc tgataagcgg ccgca

<210> 5

<211> 701
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 5
aagcttgccg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcattc
gcaaattttc
aaaagtgcect
agtttctggt
cttattgaag
gtcgttacag
gaaaaccgga
<210> 6

<211> 672
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 6
aagcttgecg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcattc
gcaaattttc
aaaagtgcct
agtttacttc
tgcctgtgtt
tacatgttca

taagcggccg

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
tacccatagg
gaaatataga
ctgccccagg

gcctgectge

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggy
ggcttacaaa
tgagagcagt

ca

quimicamente sintetizado

attgcctgec
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
atgtgcagcc
tcaaacaaag
gaggaggagg

tcccectgat

quimicamente sintetizado

attgcctgec
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
aaagaagtat

gaacacagcc

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
tttgttgtag
gagaaagtcc
gcagcaccat

aagcggcecge

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
tcatccagtg

daaaaatcta

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtéata
ctctttatgt
gcagaccctg
tctgcatttt
tgtggagcct
ccccatcecag

d

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
agéaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaézctg
cctgtttctg
tgcacgaccc

gactcacaga

Pagina 3

attttgggtc

atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttcet
gacagatgta
gctcctgtat
gggatgcata
gcagagcctt

gaggattacc

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttct
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttctge
taacggtgaa

tgtgacccta

540
600
660
685

60
120
180

1240

300
360
420
480
540
600
660
701

60
120
180
240
300
360
420
480

540.

600
660
672

£



<210> 7
<211>
<212>
<213>

ADN
<220>
<223>

<400> 7
aagcttgecg

ttcttcttaa

cagctttata

gaatgccctg

acaacatgtg
tttttcattc
gcaaattttc
aaaagtgcct

agtttacttc

tgcctgtgtt

tacatgttca
tgcagagtga
ctctataacg
‘ggccgggacc
aatgaactgc

€gccgygagay

acctacgacg

<210> 8

<211> 672
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 8
aagcttgcecg

ttcttcttaa

cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
Stttttcattc
gcaaattttc

aaaagtgcct

agtttctggt’

cttatttgtt

1011

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggagg
ggcttacaaa
tgagagcagt
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaaggggca

cccttcacat

Artificial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
tacccatagg

ggcttacaaa

quimicamente sintetizado

attgcctgcec
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
aaagaagtat
gaacacagcc
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccyg
gatggcggag
cgatggcctt

gcaggccctg

quimicamente sintetizado

attgcctgec
ggacatctyg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
étgtgcagcc

aaagaagtat

Sequencia

étgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
tcatccagtg
aaaaaatcta
gcccecgegt
gaggagtacg
agaaggaaga
gcctacagtg
taccagggtc

cccectegcet

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
tttgttgtag

tcatccagtg

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttctg
tgcacgaccc
gactcacaga
accagcaggg
atgttttgga
accctcagga
agattgggat
tcagtacagc

aagcggccgc

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
tctgcatttt

tgcacgaccc

Pagina 4

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttcet
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttetge
taacggtgaa
tgtgacccta
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag
caccaaggac

da

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttct
gacagatgta
gctcctgtat
gggatgcata

taacggtgaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1011

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600




taagcggccg

<210> 9
<211> 1011
<212> ADN
<213> Arti

<220>
<223>

<400> 9
aagcttgccg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcattc
gcaaattttc
aaaagtgcct
agtttacttc
tgcctgtgtt
tacatgttca
tgcagagtga
ctctataécg
ggccgggacc
aatgaactgc
cgccggaggg
acctacgacg
<210> 10

<211> 690
<212> ADN
<213> Arti

<220>
<223>

<400> 10

ca

ficial"

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggg
ggcttacaaa
tgagagcagt
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaagggqgca

cccttcacat

ficial

quimicamente sintetizado

attgcctgec
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
aaagaagtat
gaacacagcc
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccg
gatggcggag
cgatggcctt

gcaggccctg

guimicamente sintetizado

atgcagatcc cacaggcgcc ctggccagtc

ccaggatggt
ctgctcgtgg
gagagcttcg
gccttccecg
cccaacgggce
tacctctgtg

gagctcaggg
aggccagcecg

tcttagactc
tgaccgaagg
tgctaaactg
aggaccgcag
gtgacttcca
gggccatctc
tgacagagag

gccagttcca

cccagacagg
ggacaacgcc
gtaccgcatg
ccagcccgge
catgagcgtg
cctggecccc
aagggcagaa

aaccctggtg

Sequencia
tacatgttca tgagagcagt gaacacagcc aaaaaatcta gactcacaga tgtgacccta

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
tcatccagtg
aaaaaatcta
gccceegegt
gaggagtacg
agaaggaaga
gcctacagtg
taccagggtc

ccececteget

gtctgggcegg
ccctggaacc
accttcacct
agccccagcea
caggaétgcc
gtcagggccc
aaggcgcaga
gtgcccacag

ttctggttac

ctéggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttetg
tgcacgaccc
gactcacaga
accagcaggg
atgttttgga
accctéagga
agattgggat
tcagtacagc

aagcggccgce

a

tgctacaact
ccceccacctt
gcagcttctc
accagacgga
gcttccgtgt
ggcgcaatga
tcaaagagag
cccaccccag

ccataggatg

Pagina 5

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttct
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttctge
taacggtgaa
tgtgacccta
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag
caccaéggac

a

gggctggcegg

ctcceccagec
caacacatcg
caagctggcce
cacacaactg
cagcggcacc
cctgcgggea
cccctecaccce

tgcagecttt

660

672

60
120
180
240
300

360

420
480
540
600

660
720
780
840
900
960

1011

60
120
180
240
300
360
420
480
540



Sequencia

gttgtagtct gcattttggg atgcatactt atttgttggc ttacaaaaaa gaagtattca 600
tccagtgtgc acgaccctaa cggtgaatac dtgttcatga gagcagtgaa cacagccaaa 660
aaatctagac tcacagatgt gaccctataa - 690
<210> 11

<211> 717

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> quimicamente sintetizado

<400> 11

atgcagatcc cacaggcgcc ctggccagtc gtctgggecgg tgctacaact gggctggegg 60
ccaggatggt tcttagactc cccagacagg ccctggaatc cccccacctt ctccecagec 120
ctgctcgtgg tgaccgaagg ggacaacgcc accttcacct gcagcttctc caacacatcg 180
gagagcttcg tgctaaactg gtaccgcatg agccccagca accagacgga caagctggec 240
gccttcctcg.aggaccgcag ccagcccgge caggactgec gettccgtgt cacacaactg 300
cccaacgggb gtgacttcca catgagcgtg gtcagggccc ggtgcaatga cagcggcacc 360
tacctctgtg gggccatctc cctggcccce aaggcgcaga tcaaagagag cctgcgggca 420
gagctcaggg tgacagagag aagggcagaa gtgcccacag cccaccccag cccctcaccce 480
aggccagccg gccagttcca aaccctggtg ttttgggtge tggtggtggt tggtggagtc 540
ctggcttgct atagcttgct égtaacagtg gcctttatta ttttctgggt gaggagtaag 600
aggagcaggc tcctgcacag tgactacatg aacatgactc cccgccgecc cgggéccacc 660
cgcaagcétt»accagcccta tgccccacca cgcgacttcg cagcectatcg ctcctaa 717
<210> 12

<211> 720

<212> ADN

<213> Artificial

<220> , :

<223> quimicamente sintetizado

<400> 12

atgcagatcc cacaggcgcc ctggccagtc gtctgggcgg tgctacaact gggetggegg 60
ccaggatggt.tcttagactc cccagacagg ccctggaacc cccccacctt cteeecagec 120
ctgctcgtgg tgaccgaagg ggacaacgcc accttcacct gcagcttctc caacacatcg 180
gagagcttcg tgctaaactg gtaccgcatg égccccagca accagacgga caagctggcc 240
gccttccccg aggaccgcag ccagcccgge caggactgcc gettccgtgt cacacaactg 300
cccaacggge gtgacttceca catgagcgtg gtcagggccc ggcgcaatga cagcggeacc 360
tacctctgtg gggccatctc cctggcccce aaggcgcaga tcaaagagag cctgegggea 420
gagctcaggg tgacagagag aagggcagaa gtgcccacag cccaccccag cccctcaccece 480
aggccagtcg.gccagttcca aaccctggtg atccttgtga tcttctctgg aatgttectt 540
gttttcaccc tggccggggc cctgttcctc catcaacgaa ggaaatatag atcaaacaaa 600
ggagaaagtc ctgtggagcc tgcagagcct tgtcgttaca gctgccccag ggaggaggag 660

ggcagcacca tccccatcca ggaggattac cgaaaaccgg agectgectg ctccccctaa 720

pPagina 6
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TITLE OF THE INVENTION
SWITCH COSTIMULATORY RECEPTORS

CROSS-REFERENCE TO RELATED APPLICATIONS
This application claims priority to U.S. Patent Application Serial No.
U.S. Patent Application Serial No. 61/513,259, filed July 29, 2011, the contents of

which is incorporated by referenc® herein in its entirety.

-

BACKGROUND OF THE INVENTION
The general principle of the immune system is that T cells sense their
microenvironment, and then either are activated or inhibited, depending on the signals

that they sense. The CD28 gene family is comprised of 2 genes that transmit positive

signals, CD28 and ICOS, and 3 genes that deliver negative signals: CTLA4, PD-1 and

BTLA (Riley et al., 2005, Blood 105:13-21). The ligands for PD-1 are PDL1 and
PDL2. Itis well known that PD-1 ligands are often expressed in the tumor
microenvironment, and that the engagement of PD-1 on T cells by PDL1 or PDL2,
can lead to T cell inactivation. A

At this time the only approach to prevent the negative signals delivered
by PD-1 or BTLA ligands is to give antagonistic antibodies or fusion proteins that
bind to PD-1 or BTLA, an approach that is now being tested in early phase trials
(Cheever et al., 2008, Immunol Rev 222:357-68). Another approach would be to give
small molecule compounds that Iﬁight inhibit PD-1 signal transduction or BTLA
signal transduction. Current approaches for preventing T cell inactivation by PD-1 is
to give systemic treatment to the patient with PD-1 antagonistic antibodies.

Both of the above approaches have limitations in that T cells residing
in both the tumor microenvironment as well as the entire immune system are

prevented from inactivation by the systemic treatment, and this is expected to lead to

" autoimmunity or systemic inflammatory syndromes in some patients (Beck et al.,

2006, J Clin Oncol 24:2283-9; Blansfield et al., 2005, J Immunother 28:593-8;
Dougan et al., 2009, Annual Review of Immunology 27:83-117).
Thus, there is an urgent need in the art for compositions and methods

for an effective form of adoptive therapy. The present invention addresses this need.
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SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides a fusion protein comprising a first
domain and a second domain, wherein the ﬁrét domain is a polypeptide that is
associated with a negative signal and the second domain is a polypeptide that is
associated with a positive signal. .

In one embodiment, the first d(;_main is at least a portion of the
extracellular domain of the polypeptide that is associated with a negative signal and
the second domain is at least a portion of the intracetlular domain of the polypeptide
that is associated with a positive signal,

In one embodiment, the fusion protein further comprises a
transmembrane domain. In another embodiment, the transmembrane domain is the .
transmembrane domain of the polypeptide that is associated with a negative signal or
the transmembrane domain of the polypeptide that is associated with a positive signal.

In one embodiment, the polypeptide that is associated with a negative
signal is selected from the group consisting of CTLA4, PD-1 and BTLA.

In one embodiment, the polypeptide that is associated with a positive
signal is selected from the group consisting of CD28 and ICOS.

The invention also provides a cell engineered to express a fusion
protein comprising a first domain and a second domain, wherein the the domain is a
polypeptide that is associated with a negative"signal and the second domain is a
polypeptide that is associated with a positive Signal. ’

In one embodiment, the cell further comprises a chimeric antigen

receptor (CAR), wherein the CAR comprises an antigen recognition domain of a

specific antibody and an intracellular domain of the CD3-zeta chain.

PCT/US2012/048343

L4

The invention also provides a vector comprising a first domain and a

second domain, wherein the first domain is a polypeptide that is associated with a
negative signal and the second domain is a polypeptide that is associated with a
positive signal. .
The invention provides a method of treating a cancer patient. In one
embodiment, the method comprises administering to the patient a T cell genetically
engineered to express a fusion protein comprising a first domain and a second
domain, wherein the first domain is a polypeptide that is associated with a negative

signal and the second domain is a polypeptide that is associated with a positive signal.

+
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~In one embodiment, the T cell is further genetically engineered to
express a CAR, wherein the CAR comprises an antigen recognition domain of a
specific antibody and an intracellular domain of the CD3-zeta chain.

In one embodiment, the T cell is an autologous T cell.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

The following detailed description of preferred embodiments of the

invention will be better understood when read in conjunction with the appended

drawings. For the purpose of illustrating the invention, there are shown in the
drawings embodiments which are presently preferred. It should be understood,

however, that the invention is not limited to the precise arrangements and .

instrumentalities of the embodiments shown in the drawings.

Figure 1, comprising Figures 1A through 1C, is a series of images
demonstrating that BTLA signal can be converted to other signals in the form of a
chimeric co-stimulatory receptor (CCR) or otherwise referred to as a switch receptor.
Figure 1A 1s an image depicting a»schematic representation of chimeric switch
receptors. Figure 1B is an image demonstrating that surface expression of BTLA was
detected by HVEM-Fc fusion protein at different time as indicated. Figure 1C is an
image depicting IL-2 produced by electroporated T cells that were either stimulated
with BTLA ligand negative cell line (KTP10CD86A2) or BTLA ligaﬁd HVEM
positive cell line (KTPloCD86A2 HVEM). Twenty-four hours post stimulation, 1L-
production was assayed by ELISA. The results showed that by fusing BTLA

" extracellular domain with intracellular domains of both ICOS and CD3 zeta, T cells .

could be activated by stimulation of BTLA ligand HVEM expressing cell line,
indication BTLA signal could be converted to other signals in the form of a chimeric
co-stimulatory receptor. '

Figure 2, conﬁn‘ising Figures 2A through 2C, is a series of imaged
demonstrating that BTLA signal can be converted to CD28 signal though BTLA-
CD28 CCR.

" Figure 3, comprising Figures 3A and 3B, is a series of images

demonstrating that BTLA signal Qan converted to ICOS signal tliough BTLA-ICOS

‘CCR. The results showed that ICOS signal converted from BTLA-ICOS enhanced

Th17 cell production.
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Figure 4, comprising Figures 4A through 4D, is a series of images
demonstrating that PD1 signals can be converted to CD28 signals.

Figure S, comprising Figures SA and 5C, is a series of images
demonstrating reversal of PD1 inhibition by PD1-CD28 CCR co-introduction.

Figure 6, comprising Figures 6A through 6C, is a series of imageé
demonstrating conversion of PD1 signal into ICOS signal.

Figure 7 1s an image demonstrating that the inhibitory effect of PD 1wt
on cytokine production is rescued by PD1 chimeric constructs.

Figure 8 is an image-demonstrating that PD-1 chimeric receptors do
not affect granzymeB production. -

Figure 9 is an image demonstrating that minimal differences were *
observed in the killing activity of CD8 T cells in the presence or absence of PDI.

Figure 10 is an image showing the effect of PD-1 chimeric receptoré
on T cell proliferation.

Figure 11 is an image showing that PD1-CD28 chimeric receptor

increases the number of CD® T cells.

DETAILED DESCRIPTION

The present invention relates generally to a fusion protein receptor that
when displayed on a cell can COHVEI’i a negati% signal into a positive signal to the
cell. The fusion protein is a chimeric protein in that the protein comprises at least two
domains, wherein the first domain is a polypeptide that is associated with a negative
signal and the second domain is a polypeptide that is associated with a positive signal.
In one embodiment, the first domain binds to an inhibitory factor and activates the
fusion protein wherein the signal is sent throq_gh the second domain resulting in a -
positive signal transmitted to the cell. In this manner, the fusion protein is able to
convert an otherwise negative signal into a positive signal in the cell. Thus, the
invention can be considered to encompass switch receptors that are able to switch
negative signals to positive signals for enhancement of an immune response. The
enhancement of an immune response can treat a disease associated with an inadequate
immune response.

The invention is based on the discovery that T cells can be engineered
to express a switch receptor in order to take advantage of the fact that T cells are able

to sense their microenvironment to either be activated or inhibited depending on the

PCT/US2012/048543
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signals that they sense. For example, the present invention takes advantage of the fact

there are ligands present in the tumor microenvironment that inhibit the activity of T

_cells. T cells are engineered to express a switch receptor wherein the first domain is

able to be activated by the inhibitory ligands in the tumor microenvironment and
switch the otherwise inhibitory signal into a positive signal to the T cell byway of
signaling through the second domain of the switch receptor. Thus, the invention
provides a therapy that provides an improved therapeutic index with less toxicity as
well as the ability to provide a one-time treatment that is effective, and avoids the
need for the continuing administration of antibodies.

In some instances, the cells are genetically modified prior to -

administering them to a patient in'nced thereof. Preferably, the cell can be genetically

modified to stably express a desired switch receptor of the invention. In other .
instances, the cells can be further modified to express an antibody binding domain on

its surface, conferring novel antigen specificity that is MHC independent (e.g., |

chimeric antigen receptors (CAR)). CAR combines an antigen recognition domain of

a specific antibody with an intracellular domain of the CD3-zeta chain or FcyRI

protein into a single chimeric protein. In this context, the cell is engineered to express

both a switch receptor and a CAR.

The modified cells df the invention are able to replicate in vivo
resulting in long-term persistence that can lead to sustained tumor control.

The present invention further brovides methods for making the present
switch receptors, and methods for using these switch receptors in the study and

treatment of cancer. .

Definitions .

Unless defined otlierwise, all technical and scientific terms used herein
have the same meaning as commonly understood by one of ordinary skill in the art to
which the invention pertains. Although any methods and materials similar or
equivalent to those described herein can be used in the practice for testing of the
present invention, the preferred materials and methods are described herein. In
describing and claiming the present invention, the following terminology will be used.

It is also to be understood that the terminology used herein is for the

purpose of describing particular embodiments only, and is not intended to be limiting.
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‘The articles “a” and “an” are used herein to refer to one or to more ,
than one (i.e., to at least one) of the grammatilcal object of the article. By way of
example, “an element” means one element or more than one element.

“About” as used herein when referring to a measurable value such as
an amount, a temporal duration, and the like, is meant to encompass variations of
+20% or £10%, more preferably 5%, even more preferably +1%, and still more
preferably £0.1% from the specified value, as-such variations are appropriate to
perform the disclosed methods.

The term “antibody,” as used herein, refers to an immunoglobulin

molecule which specifically binds with an antigen. Antibodies can be intact

e

immunoglobulins derived from natural sources or from recombinant sources and can

be immunoreactive portions of intact immunoglobulins. Antibodies are typically

tetramers of immunoglobulin molecules. The antibodies in the present invention may

exist in a variety of forms including, for example, polyclonal antibodies, monoclonal

antibodies, Fv, Fab and F(ab),, as well as siné_le chain antibodies and humanized

<

antibodies (Harlow et al., 1999, In: Using Anfibodies: A Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, NY; Harlow et al., 1989, In: Antibodies: A

Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, New York; Houston et al., 1988, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al., 1988, Science 242:423-426).

The term “antigen” or “Ag” as used herein is defined as a molecule

that provokes an immune response. This immune response may involve either

antibody production, or the activation of specific immunologically-competent cells, or

both. The skilled artisan will understand that any macromolecule, including virtually

all proteins or peptides, can serve as an antigen. Furthermore, antigens can be derived

from recombinant or genomic DNA. A skilled artisan will understand that any DNA,

which comprises a nucleotide sequence or a partial nucleotide sequence encoding a

protein that elicits an immune response therefore encodes an “antigen” as that term is

used herein. Furthermore, one skilled in the art will understand that an antigen need
not be encoded solely by a full length nucleotide sequence of a gene. It is readily
apparent that the present invention includes, but is not limited to, the use of partial

nucleotide sequences of more than one gene and that these nucleotide sequences are

arranged in various combinations to elicit the desired immune response. Moreover, a

skilled artisan will understand that an antigen need not be encoded by a “gene” at all.

It is readily apparent that an antigen can be generated synthesized or can be derived

-
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from a biological sample. Such a biological sample can include, but is not limited to a
tissue sample, a tumor sample, a cell or a biological fluid.

The term “anti-tumor effect” as used herein, refers to a biological
effect which can be manifested by a decrease in tumor volume, a decrease in the
number of tumor cells, a decrease in the number of metastases, an increase in life
expectancy, or amelioration of vafious physiological symptoms associated with the
cancerous condition. An “anti-tumor effect” can also be manifested by the ability of
the peptides, polynucleotides, cell‘s and antibodies of the invention in prevention of
the occurrence of tumor in the first place. '

As used herein, the term “autologous” can be used to refer to any
material derived from the same individual to which it is later to be re-introduced into
the individual.

“Allogeneic” refers to a graft derived from a different animal of the
same species.

“Xenogeneic” refefs to a graft derived from an animal of a different
species.

As used heretn, “biojogically active or immunolegically active” vrefers
to fusion proteins according to the present invention having 4 similsr structursl
fanction (but pot necessarily to the same degree), and/or similar regulatory function
{but not necessarity to the same dégree}, and/or similar biochemical function (but not
necessarily 1o the same degree) anidfor wmpunological activity (but not necessarily to
the same degree) as the individual wild type proteiné which are the building blocks of
the fusion proteins of the present invention.’

The term “cancer” as used herein is defined as disease characterized by
the rapid and uncontrolled growth of aberrant cells. Cancer cclls can spread locally or

through the bloodstream and lymphatic system to other parts of the body. Examples

_of various cancers include but are not limited to, breast cancer, prostate cancer,

ovarian cancer, cervical cancer, skin cancer, pancreatic cancer, colorectal cancer,
renal cancer, liver cancer, brain cancer, lymphoma, leukemia, lung cancer and the
like.

By “chimeric protein” is meant any single polypeptide unit that
comprises two distinct polypeptide domains, wherein the two domains are not

naturally occurring within the same polypeptide unit. Typically, such chimeric



WO 2013/019615

10

15

20

25

30

proteins are made by expression of a cDNA construct but could be made by protein
synthesis methods known in the art.

The term “derivative” as used herein in relation to the amino acid
sequence means chemical modification of a fusion protein of the invention.

“Encoding” refers to the inherént property of specific sequences of
nucleotides in a polynucleotide, such as a gené, a cDNA, or an mRNA, to serve as
templates for synthesis of other polymers and macromolecules in biological processes
having either a defined sequence of nucleotides (i.e., IRNA, tRNA and mRNA) ora
defined sequence of amino acids and the biological properties resulting therefrom.
Thus, a gene encodes a protein if transcription and translation of mRNA v
corresponding to that gene producés the protein in a cell or other biological system. )
Both the coding strand, the nucleotide sequence of which is identical to the mRNA
sequence and is usually providedAin sequence listings, and the non-coding strand, used
as the template for transcription of a gene or cDNA, can be referred to as encodihg the
protein or other product of that gene or cDNA,

Unless otherwise specified, a “nucleotide sequence encoding an amino
acid sequence” includes all nucleotide sequences that are degenerate versions of each
other and that encode the same amino acid sequence. Nucleotide sequences that
encode proteins and RNA may include introns.

“Effective amount” or “therapgutically effective amount” are used *
interchangeably herein, and refer to an amount of a compound, fofmulatibn, material,
or composition, as described herein effective to achieve a particular biological result.
Such results may include, but are not limited to, the inhibition of virus infection as _
determined by any means suitable in the art.

As used herein “endogenous” refers to any material from or produced
inside an organism, cell, tissue or system.

As used herein, the term “exogenous” refers to any material introduced
from or produced outside an organism, cell, tissue or system.

The term “expression” as used herein is defined as the transcription
and/or translation of a particular nucleotide sequence driven by its promoter.

“EXpression vector” refers to a vector comprising a recombinant
polynucleotide comprising expression control sequences operatively linked to a
nucleotide sequence to be expressed. An expression vector comprises sufficient cis-

acting elements for expression; other elements for expression can be supplied by the

PCT/US2012/048543
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"B cells, natural killer (NK) cells, and/or antigen-presenting cells. Thus, an immune .

host cell or in an in vitro expression system. Expression vectors include all those
known in the ért, such as cosmids; plasmids (e.g., naked or contained in liposomes)
and viruses (e.g., lentiviruses, retroviruses, adenoviruses, and adeno-associated
viruses) that incorporate the recombinant pelynucleotide.

As used herein, the term “fusion proteins” refers to chimeric proteins
comprising amino acid sequences of two or more different proteins. Typically, fusion
proteins result from in vitro recombinatory techniques well known in the art.

“Homologous” as used herein, refers to the subunit sequence identity

between two polymeric molecules, e.g., between two nucleic acid molecules, such as,

two DNA molecules or two RNA molecules, or between two polypeptide molecules.

When a subunit position in both of the two molecules is occupied by the same

monomeric subunit; e.g., if a posifion in each of two DNA molecules is occupied by
adenine, then they are homologous at that position. The homology between two
sequences is a direct function of the number of matching or homologous positions;
e.g., if half (e.g., five positions in a polymer ten subunits in length) of the positions in
two sequences are homologous, the two sequences are 50% homologous; if 90% of
the positions (e.g., 9 of 10), are niatched or homologous, the twoéequences are 90%
homologous.

By the term “immune reaction,” as used herein, is meant the detectable
result of stimulating and/or activating an immune cell.

“Immune response,” as the term is used herein, means a process that

results in the activation and/or invocation of an effector function in either the T cells,

response, as would be understood by the skilled artisan, includes, but is not limited to,
any detectable antigen-specific or allogeneic activation of a helper T cell or cytotoxic
T cell response, production of antibodies, T cell-mediated activation of allergic
reactions, and the like.

“Immune celi,” as the term is used herein, means any cell involved in
the mounting of an immune response. Such cells include, but are not limited to, T
cells, B cells, NK cells, antigen-pgesenting cells, and the like.

As used herein, an “instructional material” includes a publication, a
recording, a diagram, or any othe; medium of expression which can be used to

communicate the usefulness of the compositions and methods of the invention. The

instructional material of the kit of the invention may, for example, be affixed to a



‘

WO 2013/019615 PCT/US2012/048543

10

15

20

25

30

container which contains the nucleic acid, peptide, and/or composition of the -
invention or be shipped together with a container which contains the nucleic acid,
peptide, and/or composition. Alternatively, the instructional material may be shipped |
separately from the container with the intention that the instructional material and the
compound be used cooperatively by the recipient.

“Isolated” means altered or removed from the natural state. For
example, a nucleic acid or a peptide naturally present in a living animal is not
“isolated,” but the same nucleic acid or peptide partially or completely separated from
the coexisting materials of its nature‘ll state is “isolated.” An isolated nucleic acid or
protein can exist in substantially purified fonﬁ, or can exist in a non-native
environment such as, for example, a host cell.‘

In the context of the present invention, the following abbreviations for
the commonly occurring nucleic acid bases are used. “A” refers to adenosine, “C”
refers to cytosine, “G” refers to guanosine, “T” r_eférs to thymidine, and “U” refers to
uridine. .

Unless otherwise specified, a “nucleotide sequence encoding an amino
acid sequence” includes all nucleotide sequences that are degenerate versions of each
other and that encode the same amino acid sequence. The phrase nucleotide sequence
that encodes a protein or an RNA may also include introns to the extent that the
nucleotide sequence encoding the protein may in some version contain an intron(s).

A “lentivirus” as used herein refers to a genus of the Retroviridae
family. Lentiviruses are unique among the retroviruses in being able to infect non-
dividing éells; they can deliver a sigﬁiﬁcant amount of genetic information into the
DNA of the host cell, so they are one of the most efficient methods of a gene delivery -
vector. HIV, SIV, and FIV are all examples f lentiviruses. Vectors derived from*
lentiviruses offer the means to achieve significant levels of gene transfer in vivo.

By the term “modulating” an immune response, as used herein, is
meant mediating a detectable increase or decrease in the level of an immune response
in a mammal compared with the level of an immune response in the mammal in the R
absence of a treatment or compound, and/or compared with the level of an immune
response in an otherwise identical but untreated mammal. The term encompasses
perturbing and/or affecting a native signal or response thereby mediating a beneficial
therapeutic response in a mammal, preferably, a human. |

“Negative signal”, as used herein, means a signal that induces the

10
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typical cascade of intracellular events associated with among other things, decrease
proliferation, decrease activation, decrease cellular processing, and the like.

“Positive signal”, as used herein, means a signal that induces the

. typical cascade of intracellular events associated with among other things increase,

proliferation, increase activation, increase cellular processing, and the like.

The term “operably linked” refers to functional linkage between a
regulatory sequence and a heterologous nucleic acid sequence resulting in expression
of the latter. For example, a first nucleic acid sequence is operably linked with a
second nucleic acid sequence when the first nucleic acid sequence is placed in a

functional relationship with the second nucleic acid sequence. For instance, a

promoter is operably linked to a coding sequence if the promoter affects the .
transcription or expression of the coding sequence. Generally, operably linked DNA
sequences are contiguous and, where necessary to join two protein coding regions, in
the same reading frame.
“Parenteral” administration of an'immunogenic composition includes,
e.g., subcutaneous (s.c.), intravenous (i.v.), intramuscular (i.m.), or intrasternal
injection, or infusion techniques.

The term “polynucleotide” as used herein is defined as a chain of

nucleotides. Furthermore, nucleic acids are polymers of nucleotides. Thus, nucleic

acids and polynucleotides as used herein are interchangeable. One skilled in the art
has the general knowledge that nucleic acids are polynucleotides, which can be

hydrolyzed into the monomeric “nucleotides.” The monomeric nucleotides can be

hydrolyzed into nucleosides. As ﬁsed herein polynucleotides include, but are not .
limited to, all nucleic acid sequences which are obtained by any means available in

the art, including, without limitation, recombinant means, i.c., the cloning of nucleic

acid sequencés from a recombinant library or a cell genome, using ordinary cloning

technology and PCR™, and the like, and by synthetic means.

1)

As used herein, the terms “peptide,” “polypeptide,” and “protein” are
used interchangeably, and refer to a compound comprised of amino acid residues
covalently linked by peptide bonds. A protein or peptide must contain at least two
amino acids, and no limitation is placed on the maximum number of amino acids that

can comprise a protein’s or peptide’s sequence. Polypeptides include any peptide or

protein comprising two or more amino acids joined to each other by peptide bonds.

As used herein, the term refers to both short chains, which also commonly are referred

I
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to in the art as peptides, oligopeptides and oligomers, for example, and to longer
chains, which generally are referred to in the art as proteins, of which there are many
types. “Polypeptides” include, for example, biologically active fragments,
substantially homologous polypeptides, oligopeptides, homodimers, heterodimers,

5  variants of polypeptides, modified polypeptides, derivatives, analogs, fusion proteins,
among others. The polypeptides include natural peptides, recombinant peptides,
synthetic peptides, or a combination thereof.

The term “promoter” as used herein is defined as a DNA sequencé
recognized by the synthetic machinery of the cell, or introduced synthetic machinery,

10 required to initiate the specific transcription of a polynucleotide sequence.

As used herein, the term “promoter/regulatory sequence” means a
nucleic acid sequence which is required for expression of a gene product operably
linked to the promoter/regulatory sequence. In some instances, this sequence may be
the core promoter sequence and in other instances, this sequence may also include an

15 enhancer sequence and other regulatory elements which are required for expression of :
the gene product. The promoter/regulatory sequence may, for example, be one
which expresses the gene product in a tissue specific manner.

A “constitutive” promoter is a nucleotide sequence which, when
operably linked with a polynucleotide which encodes or specifies a gene product,

20  causes the gene product to be produced in a cell under most or all physiological *
conditions of the cell.

An “inducible” promoter is a nucleotide sequence which, when
operably linked with a polynucleotide which encodes or specifies a gene product,
causes the gene product to be produced in a cell substantially only when an inducer

25  which corresponds to the promoter is present in the cell.

A “tissue-specific” promoter is a nucleotide sequence which, when
operably linked with a bolynucleotigie encodes or specified by a gene, causes the gene
product to be produced in a cell substantially only if the cell is a cell of the tissue type

F

corresponding to the promoter. "
30 The term “subject” is i11tended1t0 include living organisms in which an
immune response can be elicited (e.g., mammals).
As used herein, a “substantially purified” cell is a cell that is
essentially free of other cell types. A substantially purified cell also refers to a cell

which has been separated from other cell types with which it is normally associated in

12
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its naturally occurring state. In some instances, a population of substantially purified
cells refers to a homogenous population of ce}ls. In other instances, this term refers
simply to cell that have been separated from the cells with which they are naturally
associated in their natural state. In some embodiments, the cells are cultured in vitro.
In other embodiments, the cells are not cultured in vitro.

The term “therapeutic” as used herein means a treatment and/or
prophylaxis. A therapeutic effectsis obtained by suppression, remission, or
eradication of a disease state. .

The term “transfected” or “transformed” or “transduced” as used
herein refers to a process by which exogenous nucleic acid is transferred or

introduced into the host cell. A “transfected” or “transformed” or “transduced” cell is

one which has been transfected, transformed or transduced with exogenoué nucleic
acid. The cell includes the primary subject cell and its progeny.

The phrase “under transcriptional control” or “operatively linked” as
used herein means that the promoter is in the correct location and orientation in
relation to a polynucleotide to control the initiation of transcription by RNA
polymerase and expression of the polynucleoﬁde.

A “vector” is a composition of matter which comprises an isolated
nucleic acid and which can be used to deliver the isolated nucleic acid to the interior
of a cell. Numerous vectors are known in the art including, but not limited to, linear
polynucleotides, polynucleotides associated with ionic or amphiphilic compounds,

lasmids, and viruses. Thus, the term “vector” includes an autonomously replicatin
) ) te y

plasmid or a virus. The term should also be construed to include non-plasmid and .
non-viral compounds which facilitate transfer of nucleic acid into cells, such as, for
example, polylysine compounds, liposomes, and the like. Examples of viral vectors
include, but are not limited to, adenoviral vectors, adeno-associated virus vectors,
retroviral vectors, and the like.
By the term “stimulation,” is meant a primary response induced by
binding of a stimulatory molecule (e.g., a TCR/CD3 complex) with its cognate ligand
thereby mediating a signal transduction event, such as, but not limited to, signal
transduction via the TCR/CD3 complex. Stirhulation can mediate altered expression
of certain molecules, such as downregulation of TGF-B, and/or reorganization of

cytoskeletal structures, and the like.

13
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“Activation”, as used herein, refers to the state of a T cell that has been
sufficiently stimulated to induce detectable cellular proliferation. Activation can also
be associated with induced cytokine production, and detectable effector functions. .
The term “activated T cells” refers to, among other things, T cells that are undergoing
cell division. Activation can also be associated with generating an immune response B
(e.g., a mitogen such as ConA or PHA), detegtably upregulates surface markers, such
as CD25, i.e., the TL2 receptor, initiates a phosphorylation cascade involving p56lck,
causes the release of cytokines and interleukins, increases DNA synthesis which can
be assessed by, among other methods, assessing the level of incorporation of *H-
thymidine into nascent DNA strands, and causes the cells to proliferate.

By the term “specifically binds,” as used herein, is meant an antibody‘,' :
or a ligand, which recognizes and binds with a cognate binding partner (e.g., a
stimulatory and/or costimulatory molecule present on a T cell) protein present in a
sample, but which antibody or ligand does not substantially recognize or bind other
molecules in the sample.

Ranges: throughout this disclosure, various aspects of the invention
can be presented in a range format. It should be understood that the description in .
range format is merely for convenience and bi'evity and should not be construed as an
inflexible limitation on the scope of the inven"t_ion. Accordingly, the description of a
range should be considered to have Speciﬁcal}y disclosed all the possible subranges as -
well as individual numerical values within that range. For example, description of a
range such as from 1 to 6 should be considered to have specifically disclosed
subranges such as from 1 to 3, from 1 to 4, from 1 to 5, from 2 to 4, from 2 to 6, from
3 to 6 etc., as well as individual numbers within that range, for example, 1, 2, 2.7, 3,

4,5, 5.3, and 6. This applics regardless of the breadth of the range. .

Description

The present invention relates to the discovery that a chimeric switch
receptor can be designed to switch a negative signal transduction signal into a positive
signal. In one embodiment, the switch receptor is a chimeric protein comprising a
first protein or fragment thereof associated with a negative signal and a second protein
or fragment thereof associated with a positive signal. An example of a protein

associated with a negative signal includes but is not limited to CTLA-4, PD-1, BTLA,

-+
L g

By
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and the like. An example of a protein associated with a positive signal includes but is
not limited to CD28, ICOS, and the like.

The invention relates to chimeric switch receptors and related fusion
proteins, and methods of treating cancer with these proteins.

In one embodiment, the invention provides a cell (e.g., T cell or natural -
killer cell) engineered to express a chimeric switch receptor wherein the engineered
cell exhibits an antitumor property. In some instances, the engineered cell is also

engineered to express a chimeric antigen receptor (CAR). In some instances, the

“engineered cell of the invention exhibits enhanced IL-2 and IFN-y production. In

some instances, the engineered cell of the invention is polarized to secrete 1L-17.
Therefore, the engineered cell of the invention when infused into a patient can

eliminate tumor cells in vivo in the patient.

Compositions

The present invention provides, in one aspect, a switch receptor which
when expressed in a cell converts a negative signal into a positive signal in the cell.
For example, this switch 1'ecept01‘J1as a first.domain that comprises a polypeptide that
delivers a negative signal; and a second domain that comprises a polypeptide that
delivers a positive signal.

In one embodiment, a polypeptide that has the capacity to deliver a
negative signal includes but is not limited to CTLA4, PD-1, BTLA, and the like.

In one embodiment, a polypeptide that has the capacity to deliver a

- positive signal includes but is not limited to ICOS, CD28, and the like.

Suitable first domains in the context of a polypeptide that delivers a
negative signal include, variants or derivatives of wild-type CTLA4. Preferably, the

first domain of the switch receptor of this embodiment is at least a portion of the

“extracellular domain of the CTLA protein, specifically that portion of the extracellular

domain which is necessary for binding to the natural ligand of CTLA. Variants of the
wild-type form of the extracellular domain, or the portion of the extracellular domain

responsible for binding to the natural ligand of CTLA, are also included in the present
invention, so long as the variant p;'ovides a similar level of biological activity as the

wild-type protein.
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Suitable first domains in the context of a polypeptide that deliversa *
negative signal include, variants or derivatives of wild-type PD-1. Preferably, the
first domain of the switch receptor of this embodiment is at least a portion of the
extracellular domain of the PD-1 protein, specifically that portion of the extracellular
domain which is necessary for binding to the natural ligand of PD-1. Variants of the
wild-type form of the extracellular domain, or the portion of the extracellular domain
responsible for binding to the natural ligand of PD-1, are also included in the present
invention, so long as the variant provides a similar level of biological activity as the ﬁ
wild-type protein. A

Suitable first domains in the context of a polypeptide that delivers a,
negative signal include, variants or derivative; of wild-type BTLA. Preferably, the
first domain of the switch receptor of this embodiment is at least a portion of the
extracellular domain of the BTLA protein, spéciﬁcally that portion of the extracellular
domain which is necessary for binding to the natural ligand of BTLA. Variants of the
wild-type form of the extracellular domain, or the portion of the extracellular domain
responsible for binding to the natural ligand of BTLA, are also included in the present
invention, so long as the variant provides a similar level of biological activity as the
wild-type protein.

Suitable second domains in the context of a polypeptide that delivers a
positive signal include, variants or derivatives of the ICOS protein. Preferably, the
second domain of the switch receptor in this embodiment is at least a portion of the
intracellular domain (also referred to as endodomain) of the ICOS protein, specifically
that portion which is necessary for t'riggering a signal to intracellular components of
the cell. Variants of the wild-type form of thé,intracellular domain of the ICOS LT
protein, or the portion of the intracellular domain responsible for signaling, are also
included in the present invention, so long as the variant provides a similar level of
biological activity as the wild-type protein.

Suitable second domains in thé context of a polypeptide that delivers a
positive signal include, variants or derivatives of the CD28 protein. Preferably, the -
second domain of the switch receptor in this embodiment is at least a portion of the
intracellular domain (also referred to as endodomain or cytoplasmic) of the CD28
protein, specifically that portion which is necessaly\for triggering a signal to
intracellular components of the cell. Variants of the wild-type form of the

intracellular domain of the CD28 protein, or the portion of the intracellular domain
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responsible for signaling, are also included in the present invention, so long as the
variant provides a similar level of biological activity as the wild-type protein.
The switch receptor of the invention comprises a polypeptide
" corresponding to a cytoplasmic, transmembrane and extracellular domain, as well as
5  polypeptides corresponding to smailer portions of the cytoplasmic, transmembrane
and extracellular domain. In one embodiment the switch receptor comprises the
transmembrane domain of the first polypeptide that delivers a negative signal. In
another embodiment, the switch receptor comprises the transmembrane domain of the
“second polypeptide that deli{fers a positive signal.
10 In yet an additional aspect of the present invention, the first
polypeptide that delivers a negati\:c signal component of any of the switch receptors
described herein can be substitutéd with another inhibitory protein, i.e. a protein
which prevents activation of an irhmune response and/or induces apoptosis in T cells
or other cell types, such as B cells, natural killer (NK) cells, NKT cells, lymphoid
.15 progenitor cells, dendritic cells, monocytes/macrophages, tissue-based macrophage
lineage cells with antigen-presenting capacity, and any one of a number of non-
professional antigen-presenting cells, for example, endothelial cells. Examples of
- inhibitory proteins include, but are not limited to ligands to PD-1, CTLA-4, BTLA,
CD160, CD161 and CD94; LAG-3, and CD244 (see 2011, Wherry, Nat Immunol.

20 131:492-9).

. Any suitable first polypeptide that delivers a negative signal can be
used according to the present invention, provided the polypeptide binds to the
corresponding ligand, and through this binding event leads to a activation of the
switch receptor. According to one embodiment of the present invention, the

25  engagement of the first polypeptide that delivers a negative signal of the switch

*  receptor with its corresponding 1iéand results in the activation of the second
polypeptide that delivers a positive signal of the switch receptor. In this manner, a
negative signal can be converted to a positive signal. That is, the first polypeptide of
the switch receptor of the present invention can trigger an intracellular signaling

- 30 pathway whereby the activation of the second polypeptide of the invention results in
‘ the conversion of the negative signal into a positive signal. Thus, a unique feature of
_the first polypeptide of the switch receptor of the present invention is that it converts a
natural trans signal that naturally would result in a negative signal to the cell into a

positive signal that induces the cell to exhibit antitumor characteristics.
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Similarly, any suitable secondqﬁolypeptide can be used, provided the
protein can send a positive signal to a cell, that is distinct from the trans signal
associated with the first polypeptide component of the switch receptor. The second -
polypeptide can be a protein that sends a positive signal or an activating signal. A

5  preferred example of the second polypeptide of the invention includes but is not
limited to CD28, CD27, ICOS, CD137 (4-1BB), and TCRzeta.

In one embodiment, the invention takes advantage of
microenvironments where there is a large number of ligands or proteins that inhibit
the immune system wherein inhibition of the immune system results in an undesirable

10  disease state. That is, the switch receptor can be engineered to comprise a first
domain that binds to the immune inhibitory factor in the microenvironment and
converts the signal normally associated with the immune inhibitory factor into a
positive signal where the positive signal activates the cell to exhibit an enhanced
immune response. -

15 A preferred chimeric protein of the present invention is BTLA:ICOS.
Genetic chimerization of BTLA with ICOS sequences and recombinant expression
results in chimeric BTLA:ICOS “switch receptor” that demonstrate structural and
functional characteristics attributable to both BTLA and ICOS. Cells engineered to
express BTLA: ICOS can redirect inhibitory signaling to stimulatory signal and

20  thereby enhance T cell function. in some instances, cells are engineered to express
the BTLA: ICOS switch receptor in combination with CAR.

Another preferred chimeric protein of the present invention is
PD1:CD28. Genetic chimerization of PD1 with CD28 sequences and recombinant
expression results in chimeric PD1:CD28 “switch receptor” that demonstrate

25  structural and functional characteristics attributable to both PD1 and CD28. Cells
engineered to express PD1:CD28 can redirect inhibitory signaling to stimulatory
signal and thereby enhance T cell function. In some instances, cells are engineered to
express the PD1:CD28 switch receptor in combination with CAR.

Another preferred chimeric prg-tein of the present invention is -

30 CTLA4:CD28. Genetic chimerization of CTLA4with CD28 sequences and
recombinant expression results in chimeric CTLA4:CD28 “switch receptor” that
demonstrate structural and functional characteristics attributable to both CTLA4and

CD28. Cells engineered to express CTLA4:CD28 can redirect inhibitory signaling to

-
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stimulatory signal and thereby enhance T cell function. In some instances, cells are
engineered to express the CTLA4:CD28 switch receptor in combination with CAR.
The present proteins can exist in numerous forms. For example, the
present proteins can be in the form of a linear or branched polypeptide. Linear
chimeric proteins can be produced by recombinant DNA technology. For example,
chimeric transcription cassettes can be assembled using restriction endonuclease site
overlap or thé polymerase chain reaction (PCR)-based splice-by-overlap-extension.
Branched polypeptide chimeric proteins can be readily produced by
template-assembled synthetic peptide (TASP) technology (Mutter, Trends Biochem.
Sci. 13:260-265 (1988)). By this process, the peptide units are synthesized separately |
and covalently coupled to a multifunctional carrier, such as a core peptide, using
chemical coupling reagents. For example, a cyclic decapeptide analogue of

gramicidin S, in which two antiparallel beta-sheet segments (lys-ala-lys) are linked by

two beta-turns, can be used as a core peptide. Segment condensation strategies can be

used to attach the first and second proteins to the epsilon-amino groups of the 4 lysine
side chains.

The present proteins can also éxist as two or more sepai‘ate. proteins
linked together by a bridge, such as a chemical link. For example, two or more
protein components can be covalently linked directly to each other in branched
structures using chemical cross-linking reagents such as dithio-bis(succinimidyl
proprionate) (DSP). By this methodology, for example, the first and second proteins
can be directly linked. |

The particular first and second polypeptides of the chimeric switch
receptor of the invention can vary depending on the illness being treated. Typically,
for example, when treating cancer or viral infections, second polypeptides that
sﬁmu]ate immune cell responses are used. When treating immune system disorders

where pathogenic immune responses exist, an inhibitory second polypeptide is used.

" Thus, for cancer and viral diseases, switch receptors that convert inhibitory to

activating immune activation signals are desired. In contrast, for autoimmune

‘diseases, chimeric switch receptors that convert activating to inhibitory immune

signals are desired. In this setting, the immune-inhibitory second protein component

can be directed to different pathogenic immune effectors, including T cells, B cells,

‘natural killer cells, and antigen-presenting cells.
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Accordingly, the invention provides a switch receptor which when
expressed in a cell converts a positive signal into a negative signal in the cell. For
example, this switch receptor contains a first domain that comprises a polypeptide that
delivers a positive signal; and a second domain that comprises a polypeptide that

delivers a negative signal in the cell. -

Genetic Modification

The present invention encompasses a cell (e.g., T cell) transduced with
a lentiviral vector (LV). Tn one embodiment, the LV encodes the switch receptor of
the invention comprising a first domain that comprises a polypeptide that delivers a
negative signal and a second domain that comprises a polypeptide that delivers a
positive signal.

In one embodiment, the cell can be further be transduced with a LV
encoding a chimeric antigen receptor (CAR) which combines an antigen recogni‘tion
domain of a specific antibody with an intracellular domain of the CD3-zeta chain or
FcyR1 protein into a single chimeric protein.

Vectors derived from retroviruses such as the lentivirus are suitable
tools to achieve long-term gene transfer since they allow long-term, stable integratbn
of a transgene and its propagation in daughtercells. Lentiviral vectors have the added“
advantage over vectors derived from onco-retfoviruses such as murine leukemia
viruses in that they can transduce non-proliferating cells, such as hepatocytes. They
also have the added advantage of low immunogenicity.

In brief summary, the expression of-natural or synthetic nucleic acids
of the invention is typically achieved by operably linking a nucleic acid encoding the
desired polypeptide or portions thereof to a pr'omoter, and incorporating the construct
into an expression vector. The vectors can be suitable for replication and integration
eukaryotes. Typical cloning vectors contain transcription and translation terminators,
initiation sequences, and promoters useful for regulation of the expression of the
desired nucleic acid sequence.

The nucleic acid can be cloned into a number of types of vectors. For
example, the nucleic acid can be cloned into a vector including, but not limited to a
plasmid, a phagemid, a phage derivative, an animal virus, and a cosmid. Vectors of
particular interest include expression vectors, replication vectors, probe generation

vectors, and sequencing vectors. : «
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- Further, the expression vector may be provided to a cell in the form of
a viral vector. Viral vector techn8logy is well known in the art and is described, for
example, in Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
MANUAL, volumes 1 -3 (39 ed., Cold Spring Harbor Press, NY 2001), and in other
virology and molecular biology manuals. Viruses, which are useful as vectors
include, but are not limited to, retroviruses, adenoviruses, adeno- associated viruses,

herpes viruses, and lentiviruses. In general, a suitable vector contains an origin of

replication functional in at least one organism, a promoter sequence, convenient

restriction endonuclease sites, and one or more selectable markers, (e.g., WO
01/96584; WO 01/29058; and U.S. Pat. No. 6,326,193).

Additional promoter clements, e.g., enhancers, rcgulate the frequency
of transcriptional initiation. Typically, these are located in the region 30-110 bp
upstream of the start site, although a number of promoters have recently been shown
to contain functional elements downstream of the start site as well. The spacing
between promoter elements frequently is flexible, so that promoter function is
preserved when elements are inverted or moved relative to one another. In the
thymidine kinase (tk) promoter, the spacing between promoter elements can be
increased to 50 bp apart before activity begins to decline. Depending on the
promoter, it appears that individual elements can function either cooperatively or
independently to activate transcription.

An example of a promoter is the immediate early cytomegalovirus

(CMV) promoter sequence. This promoter sequence is a strong constitutive promoter

4 sequence capable of driving high levels of expression of any polynucleotide sequence

operatively linked thereto. However, other constitutive promoter sequences may also
be used, including, but not limited to the simian virus 40 (SV40) early promoter,
mouse mammary tumor virus (MMTYV), human immunodeficiency virus (HIV) long
terminal repeat (LTR) promoter, MoMuLV promoter, an avian leukemia virus
promoter, an Epstein-Barr virus immediate early promoter, a Rous sarcoma virus
promoter, as well as human gene promoters such as, but not limited to, the actin
promoter, the myosin promoter, the hemoglobin promoter, and the creatine kinase
promoter. Further, the invention '§hould not be limited to the use of constitutive
promoters. Inducible promoters are also co.htemplated as part of the invention. The
use of an inducible promoter provides a molecular switch capable of turning on

expression of the polynucleotide sequence which it is operatively linked when such
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expression is desired, or turning off the expression when expression is not desired.
Examples of inducible promoters include, but are not limited to a metallothionine
promoter, a glucocorticoid promoter, a progesterone promoter, and a tetracycline
promoter. ‘
In order to assess the expression of a CAR polypeptide or portions
thereof, the expression vector to be introduced into a cell can also contain either a
selectable marker gene or a reporter gene or both to facilitate identification and
selection of expressing cells from the population of cells sought to be transfected or
infected through viral vectors. In ofher aspects, the selectable marker may be carried
on a separate piece of DNA and used in a co-"transfection procedure. Both selectable .
markers and reporter genecs may be flanked wifh appropriate regulatory sequences to
enable expression in the host cells. Useful selectable markers include, for example,
antibiotic-resistance genes, such as neo and the like. '
Reporter genes are used for idéntifying potentially transfected cells and
for evaluating the functionality of regulatmy sequences. In general, a reporter gene is
a gene that is not present in or expleqqed by the recipient organism or tissue and that
encodes a polypeptide whose expression is manifested by some easily detectable
property, e.g., enzymatic activity. Expression of the reporter gene is assayed at a
suitable time after the DN A has been introduced into the récipient cells. Suitable
reporter genes may include genes encoding luciferase, beta-galactosidase,
chloramphenicol acetyl transferase, secreted alkaline phosphatase, or the green
fluorescent protein gene (e.g., Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479: 79-82). Suitable

expression systems are well known and may be prepared using known techniques or

obtained commercially. In general, the construct with the minimal 5' flanking region

showing the highest level of expression of reporter gene is identified as the promofer.
Such promoter regions may be linked to a reporter gene and used to evaluate agents
for the ability to modulate promoter- driven transcription.

Methods of introducing and expressing genes into a cell are known in
the art. In the context of an expression vector, the vector can be readily introduced
into a host cAell, e.g., mammalian, bacterial, yeast, or insect cell by any method in the”
art. For example, the expression vector can be transferred into a host cell by physical,
chemical, or biological means.

Physical methods for introducing a polynucleotide into a host cell

include calcium phosphate precipitation, lipofection, particle bombardment,
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microinjection, electroporation, and the like. Methods for producing cells comprising

vectors and/or exogenous nucleic acids are well-known in the art. See, for example,

Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL volumes
13 (3" ed., Cold Spfing Harbor Press, NY 2001).

5 Biological methods for introducing a polynucleotide of interest into a
host cell include the use of DNA and RNA vectors. Viral vectors, and especially
retroviral vectors, have become the most widély used method for inserting genes into
mammalian, e.g., human cells. Other viral vectors can be derived from fentivirus,
poxviruses, herpes simplex virus I, adenoviruses and adeno-associated viruses, and

10 the like. See, for example, U.S. Pat. Nos. 5,350,674 and 5,585,362.

~ Chemical means far introducing a polynucleotide into a host ccll

- indude colloidal dispersion syste@s, such as macromolecule complexes,
nanocapsules, microspheres, beads, and lipid-based systems including oil-in-water
emulsions, micelles, mixed micelles, and liposomes. An exemplary colloidal system

15  for use as a delivery vehicle in vitro and in vivo is a liposome (e.g. , an artificial
membrane vesicle).
| In the case where a non-viral delivery system is utilized, an exemplary
" delivery vehicle is a liposome. The use of lipid formulations is contemplated for the
introduction of the nucleic acids into a host cell (in vitro, ex vivo or in vivo). In
20  another aspect, the nucleic acid may be associated with a lipid. The nucleic acid
associated with a lipid may be encapsulated in the aqueous interior of a liposome, -
interspersed within the lipid bilayer of a liposome, attached to a liposome via a

linking molecule that is associated with both the liposome and the oligonucleotide,

entrapped in a liposome, complexed with a liposome, dispersed in a solution

25  containing a lipid, mixed with a lipid, combined with a lipid, contained as a

. suspension in a lipid, contained or complexed with a micelle, or otherwise associated

with a lipid. Lipid, lipid/DNA or ﬁpid/expression vector associated compositions are
not limited to any particular structure in solﬁtion. For example, they may be present in -
a bilayer structure, as micelles, or with a “collapsed” structure. They may also simply

30 be interspersed in a solution, possibly forming aggregates that are not uniform in size
or shape. Lipids are fatty substances which may be naturally occurring or synthetic

: lipids. For example, lipids include the fatty droplets that naturally occur in the

cytoplasm as well as the class of compounds which contain long-chain aliphatic
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hydrocarbons and their derivatives, such as fafty acids, alcohols, amines, amino  *
alcohols, and aldehydes. '

Lipids suitable for use can be obtained from commercial sources. For :
example, dimyristyl phosphatidylcholine (“DMPC?) can be obtained from Sigma, St.
Louis, MO; dicetyl phosphate (“DCP”) can be obtained from K & K Laboratories
(Plainview, NY); cholesterol (“Choi”) can be obtained from Calbiochem-Behring;
dimyristyl phosphatidylglycerol (“DMPG™) and other lipids may be obtained from
Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, AL.). Stock solutions of lipids in chloroform
or chloroform/methanol can be stored at about -20°C. Chloroform is used as the only
solvent since it is more readily evaporated than methanol. “Liposome” is a generic
term encompassing a variety of single and multilamellar lipid vehicles formed by the
generation of enclosed lipid bilayers or aggregates. Liposomes can be characterized as
having vesicular structures with a phospholipid bilayer membrane and an inner
aqueous medium. Multilamellar liposomes have multiple lipid layers separated by
aqueous medium. They form spontaneousiy vi/hen phospholipids are suspended in an "
excess of aqueous solution. The lipid components undergo self-rearrangement before
the formation of closed structures and entrap water and dissolved solutes between the
lipid bilayers (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-10). However, compositions
that have different structures in solution than the normal vesicular structure are also
encompassed. For example, the lipids may assume a micellar structure or merely exist
as nonuniform aggregates of lipid molecules. Also contemplated are lipofectamine-

nucleic acid complexes.

Therapeutic Application

The present invention includes a type of cellular therapy where T cells
are genetically modified to express a switch receptor and the engineéred T cell is
infused to a recipient in need thereof. The infused cell is able to kill tumor cells in the
recipient. Unlike antibody therapieé, engineered T cells of the invention are able to
replicate in vivo resulting in long-term persistence that can lead to sustained tumor_
control. N

The present invention is also directed to methods for treating a patient
for an illness comprising administering to the patient an effective amount of the

engineered switch receptors of the present invention. Various illnesses can be treated

according to the present methods, including but not limited to cancer, such as ovariay =
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carcinoma, breast carcinoma, colon carcinoma, glioblastoma multiforme, prostate
carcinoma and leukemia; viral infections, such as chronic viral infections with HBV,
HCV, HTLV-1, HTLV-II, EBV, HSV-I, HSV-II, and KSHV; and autoimmune
diseases, such as arthritis, asthma, graft-versus-host disease, organ rejection, psoriasis,
systemic lupus erythematosis, atopic allergy, inflammatory bowel disease, multiple
sclerosis, allergic dermatitis, Sjogren's syndrome, progressive systemic sclerosis,
autoimmune thyroiditis, autoimmune diabetes, autoimmune liver diseases, and bone
marrow myelodysplastic syndromes.

Examples of cancer include but are not limited to, carcinoma,
lymphoma, blastoma, sarcoma, and leukemia or lymphoid malignancies. More
particular examples of such cancers include kidney or renal cancer, breast cancer,

colon cancer, rectal cancer, colorectal cancer, lung cancer including small-cell lung

. cancer, non-small cell lung cancer, adenocarcinoma of the lung and squamous

carcinoma of the lung, squamous cell cancer (¢.g. epithelial squamous cell cancer),
cervical cancer, ovarian cancer, prostate cancer, liver cancer, bladder cancer, cancer
of the peritoneum, hepatocellular cancer, gastric or stomach cancer including
gastrointestinal cancer, gastrointestinal stromal tumors (GIST), pancreatic cancer,
head and neck cancer, glioblastoma, retinoblastoma, astrocytoma, thecomas,
arrhenoblastomas, hepatoma, hematologic malignancies including non-Hodgkins
lymphoma (NHL), multiple myeloma and acute hematologic malignancies,

endometrial or uterine carcinoma, endometriosis, fibrosarcomas, choriocarcinoma,

" salivary gland carcinoma, vulvar cancer, thyroid cancer, esophageal carcinomas,

hepatic carcinoma, anal carcinoma, penile carcinoma, nasopharyngeal carcinoma,
laryngeal carcinomas, Kaposi's sarcoma, melanoma, skin carcinomas, Schwannoma,
oligodendroglioma, neuroblastomas, rhabdomyosarcoma, osteogenic sarcoma,

leiomyosarcomas, urinary tract carcinomas, thyroid carcinomas, Wilm's tumor, as

well as B-cell lymphoma (including low grade/follicular non-Hodgkin's [ymphoma

(NHL); small lymphocytic (SL) NHL; intermediate grade/follicular NHL;

. intermediate grade diffuse NHL; high grade immunoblastic NHL,; high grade

lymphoblastic NHL; high grade small non-ck;aved cell NHL; bulky disease NHL;
mantle cell lymphoma; AIDS-related lymphoma; and Waldenstrom's
Macroglobulinemia); chronic lymphocytic leukemia (CLL); acute lymphoblastic
leukemia (ALL); Hairy cell leukemia, chronic myeloblastic leukemia; and post-

transplant .lymphoproliferative disorder (PTLD), as well as abnormal vascular
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proliferation associated with phakomatoses, edema (such as that associated with brain
tumors), and Meigs' syndrome. “Tumor”, as used herein, refers to all neoplastic cell
growth and proliferation, whether malignant or benign, and all pre-cancerous and -
cancerous cells and tissues. ) | '

In the context of the present invention, “tumor antigen” or
“hyperporoliferative disorder antigen” or “antigen associated with a hyperproliferativev
disorder” refer to antigens that are common t(; specific hyperproliferative disorders. In
certain aspects, the hyperproliferative disorder antigens of the present invention are
derived from, cancers including but not limited to primary or metastatic melanoma,
thymoma, lymphoma, sarcoma, lung cancer, liver cancer, non-Hodgkin's lymphoma,
Hodgkins lymphoma, lcukemias, uterine cancer, cervical cancer, bladder cancer, -« °
kidney cancer and adenocarcinomas such as breast canc.er, prostate cancer, ovarian
cancer, pancreatic cancer, and the like.

In one embodiment, the tumor antigen of the present invention
compﬁses one or more antigenic cancer epitopes immunologically recognized by
tumor infiltrating lymphocytes (TIL) derived from a cancer tumor of a mammal.

Malignant tumors express a number of proteins that can serve as target
antigens for an immune attack. These molecules include but are not limited to tissue-
specific antigens such as MART-1, .tyrosinase and GP 100 in melanoma and prostatic
acid phosphatase (PAP) and prostate—speciﬁcwantigen (PSA) in prostate cancer. Other *
target molecules belong to the group of transformation-related molecules such as the
oncogene HER-2/New/ErbB-2. Yet another group of target antigens are onco-fetal
antigens such as carcinoembryonic antigen (CEA). In B-cell lymphoma the tumor-
specific idiotype immunoglobulin constitutes a truly tumor-specific imnmunoélobulin
antigen that is unique to the individual tumor. B-cell differentiation antigens such as >
CD19, CD20 and CD37 are other candidates for target antigens in B-cell lymphoma.
Some of these antigens (CEA, HER-2, CD 19, CD20, idiotype) have been used as
targets for passive immunotherapy with monoclonal antibodies with limited succ.ess.'

In the context of treatment for cancer, the switch receptors of the
present invention can optionally be administered to a patient in combination with
other chemotherapeutic agents. Suitable chemotherapeutic agents include, for.
example, alkylating agents such as thiotepa and cyclosphosphamide; alkyl sulfonates
such as busulfan, improsulfan and piposulfan; aziridines such as benzodopa,

carboquone, meturedopa, and uredopa; ethylénimines and methylamelamines ~

v
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" lonidamine; mitoguazone; mitoxantrone; mopidamol; nitracrine; pentostatin; .

including altretamine, triethylenemelamine, trietylenephosphoramide,
triethylenethibphosphaoramide arrd trimethylolomelamine; nitrogen mustards such as
chlorambucil, chlornaphazine, cholophosphamide, estramustine, ifosfamide,
mechlorethamine, mechlorethamihe oxide hydrochloride, melphalan, novembichin,
phenesterine, prednimustine, trofosfamide, uracil mustard; nitrosureas such as .
carmustine, chlorozotocin, fotemustine, lomustine, nimustine, ranimustine; antibiotics
such as aclacinomysins, actinomycin, authramycin, azaserine, bleomycins,

cactinomycin, calicheamicin, carabicin, caminomyecin, carzinophilin, chromomycins,

dactinomycin, daunorubicin, detorubicin, 6-diazo-5-oxo-L-norleucine, doxorubicin,

epirubicin, esorubicin, idarubicin, marcellomycin, mitomycins, mycophenolic acid,

nogalamycin, olivomycins, peplomycin, potfiromycin, puromycin, quelamycin,

rodorubicin, streptonigrin, streptozocin, tubercidin, ubenimex, zinostatin, zorubicin;

“anti-metabolites such as methotrexate and 5-fluorouracil (5-FU); folic acid analogues

such as denopterin, methotrexate, pteropterin, trimetrexate; purine analogs such as
fludarabine, 6-mercaptopurine, thiamiprine, thioguanine; pyrimidine analogs such as
ancitabine, azacitidine, 6-azauridine, carmofur, cytarabine, dideoxyuridine,
doxifluridine, enocitabine, ﬂoxuri_dine, 5-FU; androgens such as calusterone,
dromostanolone propionate, epitiostanol, mepitiostane, testolactone; anti-adrenals

such as aminoglutethimide, mitotane, trilostane; folic acid replenisher such as frolinic

“acid; aceglatone; aldophosphamide glycoside; aminolevulinic acid; amsacrine;

bestrabucil; bisantrene; edatraxate; defofamine; demecolcine; diaziquone;

elformithine; elliptinium acetate; etoglucid; gallium nitrate; hydroxyurea; lentinan;

phenamet; pirarubicin; podophyllinic acid; 2-ethylhydrazide; procarbazine; PSK™,;
razoxang; sizofiran; spirogermanium; tenuazonic acid; triaziquone; 2, 2',2"-
trichlorotriethylamine; urethan; vindesine; dacarbazine; mannomustine; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacytosine; arabinoside (“Ara-C”); cyclophosphamide;
thiotepa; taxanes, e.g. paclitéxel (TAXOL™, Bristol-Myers Squibb Oncology,
Princeton, N.J.) and docetaxel (TAXOTERE™, Rhone-Poulenc Rorer, Antony,
France); chlorambucil; gemcitabige; 6-thioguanine; mercaptopurine; methotrexate;
platinum analogs such as cisplatin and carboplatin; vinblastine; platinum,; etoposide
(VP-16); ifosfamide; mitomycin é; mitoxantrone; vincristine; vinorelbine; navelbine;

novantrone; teniposide; daunomycin; aminopterin; xeloda; ibandronate; CPT-11;

 topoisomerase inhibitor RFS 2000; difluoromethylormithine (DMFO); retinoic acid;
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esperamicins, capecitabine; and pharmaceutically acceptable salts, acids or derivatives
of any of the above.

Also included are anti-hormonal agents that act to regulate or inhibit
hormone action on tumors such as anti-estrogens including for example tamoxifen,
raloxifene, aromatase inhibiting 4(5)-imidazoles, 4-hydroxytamoxifen, trioxifene,
keoxifene, LY 117018, onapristone, and toremifene (Fareston); and anti-androgens
such as flutamide, nilutamide, bicalutamide, leuprolide, and goserelin; and |
pharmaceutically acceptable salts, acids or derivatives of any of the above.

Also included are chemothérapeutic agents that are able to sensitize
tumor cells to TRAIL and overcome TRAIL fesistance, such as proteasome inhibitors ..
and histone deécetylase (HDAC) inhibitors, cycloheximide, imatinib mesylate and”
other protein tyrosine kinase inhibitors, 17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin,
arsenic trioxide and X-linked Inhibitors of Apoptosis Protein small molecule
antagonists; and pharmaceutically acceptable salts, acids or derivatives of any of
these.

Additional informétion on the methods of cancer treatment is providea
in U.S. Pat. No. 7,285,522, incorporated by reference in its entirety.

Accordingly, in a preferred embodiment, the switch receptors of the
present invention can be used to treat breast cancer. In another preferred embodifnent,
the switch receptors of the invention can be uéed to treat colon cancer. In another
embodiment, the switch receptors of the invention can be used to treat liver cancer. In
another preferred embodiment, the switch receptors of the invention can be used to
treat ovarian cancer. In another embodiment, the switch receptors of the invention can
be used to treat leukemia. In another embodiment, the switch receptors of the .
invention can be used to treat melanoma. In further embodiments, the switch receptors
of the present invention can be used to treat alloimmune diseases,' for example graft
rejection, or graft-versus-host or host-versus-graft disease.

Typically, for each disease application, a small “library” of candidate
switch receptors can be generated and comparatively evaluated in appropriate and
well-established ex vivo and in vivo models to determine relative efficacies and
toxicities.

The particular first and second proteins used in the methods will vary
depending on the illness being treated. Generally, for cancer, switch receptors that

convert inhibitory to activating immune trans activation signals are desired. Without
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'a switch receptor of the invention: The engineered cell can be administered to a .

25

wishing to be bound by any particular theory, the anti-tumor immunity response

elicited by the engineered cell of the invention may be an active or a passive immune

_response. The response may be part of an adoptive immunotherapy approach.

. With respect to ex vivo immunization, at least one of the following
occurs in vitro prior to administering the cell into a mammal: i) expansion of the cells,
it) introducing a nucleic acid encoding a switch receptor of the invention to the cells
or iii) cryopreservation of the cells.

Ex vivo procedures are well known in the art and are discussed more
fully below. Briefly, cells are isolated from a mammal (preferably a human) and

genetically modified (i.e., transduced or transfected in vitro) with a vector expressing

mammalian recipient to provide a-therapeutic benefit. The mammalian recipient may
be a human and the engineered cell can be autologous with respect to the recipient.
Alternatively, the cells can be allogeneic, syngeneic or xenogeneic with respect to the
recipient.

The procedure for ex vivo expansion of hematopoietic stem and

progenitor cells is described in U.S. Pat. No. 5,199,942, incorporated herein by

reference, can be applied to the cells of the present invention. Other suitable methods
are known in the art, therefore the present invention is not limited to any particular
method of ex vivo expansion of the cells. Briefly, ex vivo culture and expansion of T
cells comprises: (1) collecting CD34+ hematépoietic stem and progenitor cells from a
mammal from peripheral blood harvest or bone marrow explants; and (2) expanding
such cells ex vivo. In addition to the cellular growth factors described in U.S. Pat. ‘

No. 5,199,942, other factors such as flt3-L, IL-1, IL-3 and c-kit ligand, can be used

for culturing and expansion of the. cells.

In addition to usiﬁg a cell-based vaccine in terms of ex vivo
immunization, the present invention also provides compositions and methods for in
vivo immunization to elicit an immune response directed against an antigen in a
patient.

| Generally, the cells activated and expanded as described herein may be

utilized in the treatment and prevention of diseases that arise in individuals who are

“immunocompromised. In particular, the engineered cells of the invention are used in

the treatment of cancer. In certain embodiments, the cells of the invention are used in

the treatment of patients at risk for developing cancer. Thus, the present invention
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provides methods for the treatment or prevention of cancer comprising administering ™
to a subject in need thereof, a therapeuticallyTeffective amount of the engineered T
cells of the invention.
The engineered T cells of the present invention may be administered
either alone, or as a pharmaceutical composition in.combination with diluents and/or
with other components such as IL-2 or other cytokines or cell populations. Briefly, . =
pharmaceutical compositions of the present invention may comprise a target cell
population as described herein, in combination with one or more pharmaceutically or
physiologically acceptable carriers, diluents or excipients. Such compositions may
comprise buffers such as neutral buffered saline, phosphate buffered saline and the
like; carbohydrates such as glucose, mannose, sucrose or dextrans, mannitol; proteins;
polypeptides or amino acids such as glycine; antioxidants; chelating agents such as
EDTA or glutathione; adjuvants (e.g., aluminum hydroxide); and preservatives.
Compositions of the present invention are preferably formulated for intravenous
administration. _ 3 .
Pharmaceutical compositions &f the present invention may be
administered in a manner appropriate to the disease to be treated (or prevented). The
quantity and frequency of administration will be determined by such factors as the
condition of the patient, and the type and severity of the patient’s disease, although
appropriate dosages may be determined by clinical trials. -

3?8,

When “an immunologically effective amount”, “an anti-tumor
effective amount”, “an tumor-inhibiting effective amount”, or “therapeutic amount” is
indicated, the precise amount of the compositions of the present invention to be _
administered can be determined by a physician with consideration of individual
differences in age, weight, tumor size, extent of infection or metastasis, and condition
of the patient (subject). It can generally be stated that a pharmaceutical compdsition
comprising the T cells described herein may be administered at a dosage of 10* to 10°
cells/kg body weight, preferably 10° to 10° cells/kg body weight, including all integer
values within those ranges. T cell compositions may also be administered multiple
times at these dosages. The cells can be administered by using infusion techniqueg
that are commonly known in immunotherapy (see, e.g., Rosenberé et al.,, New Eng. J.
of Med. 319:1676, 1988). The optimal dosage and treatment regime for a particular
patient can readily be determined by one skilled in the art of medicine by monitoring

the patient for signs of disease and adjusting the treatment accordingly.
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In certain embodiments, it may be desired to administer activated T
cells to a subject and then subsequently redraw blood (or have an apheresis
performed), activate T cells therefrom according to the present invention, and reinfuse
the patient with these activated and expanded T cells. This process can be carried out
multiple times every few weeks. In certain embodiments, T cells can be activated
from blood draws of from 10cc to‘400cc. In certain embodiments, T cells are
activated from blood draws of 20cc, 30cc, 40cc, 50cc, 60cc, 70cc, 80cc, 90cc, or
100cc. Not to be bound by theor;, using this multiple blood draw/multiple reinfusion
protocol, may select out certain populations. of T cells.

The administration of the subject compositions may be carried out in

any convenient manner, including by aerosol inhalation, injection, ingestion, .

transfusion, implantation or transplantation. The compositions described herein may

- be administered to a patient subcutaneously, intradermally, intratumorally,

intranodally, intramedullary, intrafrmscularly, by intravenous (i.v.) injection, or
intraperitoneally. In one embodiment, the T cell compositions of the present
invention are administered to a patient by intradermal or subcutaneous injection. In
another embodiment, the T cell compositions of the present invention are preferably
administered by i.v. injection. The compositions of T cells may be injected directly
into a tumor, lymph node, or site of infection.

. In certain embodiments of the present invention, cells activated and
expanded using the methods described herein, or other methods known in the art
where T cells are expanded to therapeutic levels, are administered to a patient in

conjunction with (e.g., before, simultaneously or following) any number of relevant

treatment modalities, including but not limited to treatment with agents such as
antiviral therapy, cidofovir and intcrlcukin-2, Cytarabine (also known as ARA-C) or

natalizumab treatment for MS patients or efalizumab treatment for psoriasis patients

_or other treatments for PML patients. In further embodiments, the T cells of the

invention may be used in combina}tion with chemotherapy, radiation,
irrimunosuppressive agents, such as cyclosporin, azathioprine, methotrexate,
mycophenolate, and FK 506, antibbdies, or other immunoablative agents such as CAM
PATH, anti-CD3 antibodies or other antibody therapies, cytoxin, fludaribine,
cyclosporin, FK5006, rapamycin, mycophenolic acid, steroids, FR901228, cytokines,

and irradiation. These drugs inhibit either the calcium dependent phosphatase

calcineurin (cyclosporine and FK5006) or inhibit the p70S6 kinase that is important for

-
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growth factor induced signaling (rapamycin). (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991;
Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Curr. Opin. Immun. 5:763-
773, 1993; Isoniemi (supra)). In a further embodiment, the cell compositions of the
present invention are administered to a patient in conjunction with (e.g., before,

5  simultaneously or following) bone marrow transplantation, T cell ablative therapy

using either chemotherapy agents such as, fludarabine, external-beam radiation ’
therapy (XRT), cyclophosphamide, or antibo&ies such as OKT3 or CAMPATH. In
another embodiment, the cell compositions of the present invention are administered
following B-cell ablative therapy such as agents that react with CD20, e.g., Rituxan.

10 For example, in one embodiment, subjects may undergo standard treatment with high
dose chemotherapy followed by peripheral blood stem cell transplantation. In certain |
embodiments, following the transplant, subjects receive an infusion of the expanded
immune cells of the present invention. In an additional embodiment, expanded cells.
are administered before or following surgery.

15 The dosage of the above treatments to be administered to a patient will
vary with the precise nature of the condition being treated and the recipient of the
treatment. The scaling of dosages for human administration can be performed
according to art-accepted practices. The dose.for CAMPATH, for example, will
generally be in the range 1 to about.IOO mg for an adult patient, usually administered

20  daily for a period between 1 and 30 days. Th:a preferred daily dose is 1 to 10 mgper ~
day although in some instances larger doses of up to 40 mg per day may be used
(described in U.S. Patent No. 6,120,766).

EXPERIMENTAL EXAMPLES
25 The invention is further described in detail by reference to the .
following experimental examples. These exarﬁples are provided for purposes of
illustration only, and are not intended to be limiting unless otherwise specified. Thus,
the invention should in no way be construed as being limited to the following
examples, but rather, should be construed to encompass any and all variations which
30 become evident as a result of the teaching provided herein. »
Without further description, it is believed that one of ordinary skill in
the art can, using the preceding description and the following illustrative examples,

make and utilize the compounds of the present invention and practice the claimed

methods. The following working examples therefore, specifically point out the -

-
+
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preferred embodiments of the present invention, and are not to be construed as

limiting in any way the remainder of the disclosure.

R

Example 1: Switch Receptors

The results presented herein demonstrate that chimeric receptors can
be engineered to convert negative signals into positive signals on T cells.

Experiments were designed to develop a method that avoids inhibition of a tumor

_inhibitory factor systemically and therefore the entire immune system. Briefly, T

cells were engineered to express a chimeric receptor that encoded the PD-1
extracellular domain (without the inhibitory PD-1 domain) and a stimulatory CD2§ or
ICOS signaling domain. The orientation of the chimeric receptor placed the PD-1
extracellular domain outside the cell and the CD28 or ICOS stimulatory domain
inside the T cell. Thus the interaction of T cells with tumor antigens in the tumor
microenvironment is positively influenced upon the engagement of PD-1 ligands
because the signal in the cell is delivered by the CD28 or ICOS signaling endodomain
rather than the native inhibitory PD-1 endodomain.

The materials and methods employed in these experiments are now

described.

Matertals and Methods

Switch Receptor Production

Constructs were designed for the testing of BTLA switch receptor.

The following are sequence of each construct that were cloned into pGEM.64A based

IVT vector.

BTLA; SEQID NO: 1
Atgaagacattgcctgecatgettggaactgggaaattattttgggtctteticttaatcccatatctggacatctggaacatee
atgggaaagaatcatgtgatgtacagctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagatccctttgaactag
aatgccctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagetcaatggaacaacatgtgtaaaacttgaagat
agacaaacaagtt'ggaaggaagagaagaaoatttcatttttcattctacattttgaaccagtgcttcctaatgacaatgggtcat
accgctgttctgcaaattttcagtctaatctcatil;gaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgtaaaaagtgcctcaga
acgaccctccaaggacgaaatggcaageagacectggeteetgtatagtttacttectttggggugattgcctetactcatca
ctacctgtttctgcctgttctgctgcctgagaag;gcaccaaggaaagcaaaatgaactctctgacacagcaggaagggaaa '

ttaacctggttgatgctcaccttaagagtgagcaaacagaagcaageaccaggeaaaattcccaagtactgctatcagaaa
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ctggaatttatgataatgaccctgacctttgtttcaggatgcaggaagggatetgaagtttatictaatccatgectggaagaaaa

caaaccaggcattgtttatgettccctgaaccattctgtcattggaccgaactcaagactggcaagaaatgtaaaagaageac

caacagaatatgcatccatatgtgtgaggagttaa

BTLA-BTM-CD28; SEQ ID NO: 2
Aagcttgccgccatgaagacattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaatcccatatctgg;ac :
atctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagctitatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggaga

tccctttgaactagaatgecctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagetcaatggaacaacatgtgt

aaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaégagaagaabatttcatttttcattctacatttt gaaccagtgcttcctaat

gacaatgggtcataccgctgttctgcaaattttcagtctaatctca}tgaaagccactcaacaactctttatgtgacagatgzaa -
aaagtgcctcagaacgaccctccaaggacgaaa’tggcaagcégaccctggctcctgtatagtttactrcctrtggggggatt
gectctacteatecactacctgtitctgectgiicigeigectggaggagtaagaggagcaggoctectgecacagtgactacatg
aacatgactcccegecgeccecgggeccacccgeaageattaccagecctatgecccaccacgegacttcgeagectate

getectgataageggeegea

BTLA-BTM-CD27; SEQ 1D NO: 3
Aagcttgeecgecatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttggetcttcttcttaatcecatatctggac
atctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagctttatataaagagacaatctgaacactceatcttagcaggaga
tecctttgaactagaatgecectgtgaaatactgtgetaacaggecteatgtgactiggtgcaagetcaatggaacaacatgtgt
aaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttttcattctacattttgaaccagtgcttcctgat
gacaatgggtcataccgctgttctgcaaattttcagtctaatctcattgaaagecactcaacaactctttatgtgacagatgtaa -
aaagtgcctcagaacgaccctccaaggacgaaatggeaageagaccctggetectgtatagtitacrrcctitggggggatt
gectetacteatcactacctgtttetgectgtictgelgectggaaggaaatatagatcaaacaaaggagaaagtcetgtgga
gcctgcagagccttgtcgttacagctgccccagggaggaggé’gggcagcaccatccccatccaggaggattaccgaaaa‘,

-

ccggagectgectgeteccectgataageggecgea o

BTLA-ITM-CD28; SEQ ID NO: 4 _
aagcttgccgecatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttgggtcttcticttaatcccatatetggacat
ctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagetttatataaagagacaatctgaacactcecatcttagcaggagatc
cctttgaactagaatgccctgtgaaatactgtgétaacaggcctcatgtgacttggtgcaagctcaatggaacaacatgtgt; .
aaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttttcattctacattttgaaccagtgettcctaatg
acaatgggtcataccgctgtictgeaaatittcagtctaatctcattgaaagecactcaacaactctitatgtgacagatgtaaaa
agtgcctcagaacgaccctccaaggaogaaatggcaagcagaccctggctcctgtatagtttctggttacccamggatgt

geagcectttgtigtagtctgeatittgggatgeatactiatigaggagtaagaggagcaggctectgecacagtgactacatga
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acatgactcceegecgecccgggeccacccgeaageattaccagecctatgeccecaccacgegacttcgeagectateg

thctgataagcggcc gca

"BTLA-ITM-CD27; SEQ ID NO: 5
5  Aagcttgcecgecatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaatcccatatctggaca
tctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagetitatataaagagacaatctgaacactecatcttagcaggagat
ccctttgaactagaatgecctgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtgcaagetcaatggaacaacatgtgt
aaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatticatttttcatictacattttgaaccagtgcttcctaat
gacaatgggtcataccgctgttctgcaéattttcagtctaatctcattgaaagccactcaacaactctttatgt-gacagatgtaa
10  aaagtgcctcagaacgaccctccaaggacgaaatggeaageagaccetggetectgtatagtiicrggitacccataggat

glgeagcectitgtigtagicigeattitgggatgcatactiatigaaggaaatatagatcaaacaaaggagaaagtcetgtegg

agcctgcagagccttgcgttacagctgcccCagggaggaggagggcagcaccatccccatccaggaggat’(accgaaa

accggagcctgcectgetecccctgataageggecgea

15 BTLA-BTM-ICOS; SEQ ID NO: 6
“ Aagcttgccgecatgaagacattgectgecatgettggaactgggaaattattttgggteticticttaatcccatatctggaca
tctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagcetitatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagat
- ccctttgaactagaatgecctgtgaaatactgtoctaacaggectcatgtgacttggtgcaagetcaatggaacaacatgtgt
aaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttttcattctacattitgaaccagtgcttcctaat
20 gacaatgggtcataccgetgttctgcaaattttcagtctaatctcattgaaagecactcaacaactctttatgtgacagatgtaa
. aaagtgcctcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaageagaccctggetectgtatagtttacticetttgggopoatt
’ gcectetacteatcactacctgtttetgectgtictgetgectgtgttggettacaaaaaagaagtattcatccagtgtgcacgacc

ctaacggtgaatacatgttcatgagagéagtgéacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctataagcggccg

ca
25 | .

- BTLA-BTM-ICOS-Z; SEQ ID NO: 7
Aagcttgccgccatgaagacattgcc{gccafgcttggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaatcccatatctggaca
tctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagetttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagat

" ccctttgaactagaatgeectgtgaaatactgtgctaacaggectcatgtgacttggtocaagetcaatggaacaacatgtgt
30 aaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttttcattctacattttgaaccagtgcttcctaat
gacaatgggtcataccgctgtictgcaaattttcagtctaatctcattgaaagecactcaacaactctttatgtgacagatgtaa
_aaagtgectcagaacgaccctccaaggacgaaatggcaageagaccctggctectgtatagtitacttcctitgggpguatt
gectctactcatcactaccetgtttctgectgtictgctecctgtgtigecttacaaaaaagaagtattcatccagtgtgeacgace

ctaacggtgaatacatgttcatgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctatgcagagtga
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agttcagcaggagcgcagacgcccccgcgtaccagcagggeéagaaccagctctataacgagctcaatctaggacéaa
gagaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagécgagaaggaagaacoct
caggaaggcctgtacaatgaactgcagaaagataagatggcggaggcctacagtgagattggpatgaaagpcgagegc
cggaggggcaagggocacgatggectttaccagggtctcagtacagecaccaaggacacctacgacgeccttcacatge
aggecctgececctegetaageggecgea »
BTLA-ITM-ICOS; SEQ ID NO: 8 _ ,
Aagcttgccgccatgaagacattgcctgccatgcttggaactgggaaattattttgggtcttcttcttaatcccatatctggaoa
tctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagctttatataaagagacaafctgaacactccatcttagcaggagat
ccctttgaactagaatgeectgtgaaatactgtgetaacaggectcatgtgacttggtocaagetcaatggaacaacatgtgt
aaaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttttcatictacattttgaaccagtgettcetaat
gacaatgggtcataccgctgttctgcaaattttcagtctaatctcattgaaagecactcaacaactctttatgtgacagatgtaa
aaagtgcctcagaacgaccctccaaggacgaaatggceaageagaccctggetcetgtatagtttctggttacccataggat
gtgcagcctttgttgtagtctgcattttgggatgcatacttatttgttggctt.acaaaaaagaagtattcatccagtgtgcacgac )
cctaacggtgaatacatgttcatgagagcagtgaacacagccqaaaaatctagactcacagatgtgaccctataagéggcc

gca

BTLA-ITM-ICOS-Z; SEQ ID NO: 9
aagcttgecgecatgaagacattgeetgecatgettggaactgggaaattattitgggtcticttcttaatcccatatctggacat
ctggaacatccatgggaaagaatcatgtgatgtacagctttatataaagagacaatctgaacactccatcttagcaggagafc |
cctttgaactagaatgecctgtgaaatactgtgctaacaggecteatgtgactiggtgcaagetcaatggaacaacatgtgta
aaacttgaagatagacaaacaagttggaaggaagagaagaacatttcatttttcattctacattttgaaccagtgcettcetaatg
acaatgggtcataccgctgttctgcaaattttcagtctaatctcattgaaagecactcaacaactctttatgtgacagattaaaa
agtgectcagaacgaccctccaaggacgaaatggeaageagaccetggetectgtatagtttacttectttggggggattge
ctctactcatcactacctgtttctgectgtictgetgectgtgtigecttacaaaaaagaagtattcatccagtgtgcacgaccet
aacggtgaatacatgttcatgagagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccctatgecagagtgaag
ttcagcaggagcgcagacgececcgegtaccageagggecagaaccagetctataacgagetcaatctaggacgaaga
gaggagtacgatgttttggacaagagacgtggccgggaccctgagatggggggaaagccgagaaggaagaaccctca
ggaaggcctgtacaatgaactgeagaaagataagatggeggaggcctacagtgagattgggatgaaaggegagegecg }
gaggggcaaggggcacgatggcctttaccagggtctcagtaéagccaccaaggacacctacgacgcccttcacatgcag

geectgeceectegetaageggecgea

Transduction of T cells

Methods of T cell preparation using paramagnetic polystyrene beads -
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coated with anti-CD3 and anti-CD28 monoclonal antibodies have been described
(Laport et al., 2003, Blood 102:20042013). Lentiviral transduction was performed as
described (Levine et al., 2006, Proc Natl Acad SciU S A 103:17372-17377).
Electroporation of T cells with RNA has been described (2010, Zhao et al., Cancer
Res 70:9062) as a method to express these receptors. The use of adenoviral vectors
has been described (2004, Schroers et al., Exp Hematol 32:536). A number of other
approaches to. express proteins in“T cells have been described (2009, June et al., Nat

Rev Immunol 9:704). -

Cytokine analyses
Quantification of soluble cytokine factors was performed using

Luminex bead array technology and kits purchased from Life technologies

_(Invitrogen). Assays were performed as per the manufacturer protocol with an 8 point

standard curve generated using a 3-fold dilution series.

The results of the experiments are now described.

The results presented herein démonstrate that a chimeric receptor can
be engineered and expressed on a T cell where the chimeric receptor converts
negative signals into positivé signals on the T cell. Accordingly, the invention
provides a type of adoptive T cell or NK cell therapy using cells that have been
genetically modified to express T;cell receptors (TCRs) or chimeric antigen receptors
(CARs).

Experiments were sdcsigned to develop a targeted method to avoid the
inhibition of PD-1 systemically and therefoi‘e the entire immune system. The targeted -
method comprises administering T cells that express chimeric receptors that encode
for example the PD-1 extracellular domain, and rather than the inhibitory PD-1

domain, a stimulatory CD28 or ICOS signaling domain on the intracellular part of the

- T cell. Thus the interaction of T cells with tumor antigens in the tumor

microenvironment would be positively influenced upon the engagement of PD-1
ligands, because the signal in the cell is delivered by the CD28 or ICOS signaling

endodomain, rather than the native PD-1 endodomain.

Converting BTLA signals
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In a similar approach, chimeric receptors encoding BTLA have been
constructed. BTLA, along with PD-1 is also a member of the CD28 family. BTLA
has several ligands, including HVEM, which is expressed on tumor cells and other
cells, often within the tumor microenvironmeht. It is well known that BTLA ‘
interaction with natural ligands on cells negatsiny regulates the T-cell immune
responses (Paulos et al., 2010, J Clin Invest 120:76-80; Derré et ai., 2010, J Clin
Invest 120:157-67; Chemnitz et al., 2006, J Tmmunol 176:6603-14). To circumvent
chimeric receptors comprised of the BTLA extracellular domain and intercellular
signaling endodomains that include CD28 or ICOS domains were constructed.

Briefly, molecular bloning was used to construct the exemplary
chimeric receptors depicted in Figure 1. To tést whether ligation of BTLA CCR
expressed on the T cells surface could be expressed properly and transduce signals
through ICOS intracellular domain to CD3 zeta, IVT mRNAs encoding BTLA CCR ]
as indicated were electroporated into stimulated T cells and surface expression of
BTLA was detected by HVEM-Fc fusion protein at different time as indicated (Figure
1B). Electroporated T cells were either stimulated with BTLA ligand negative cell
line (KTPolCD86A2) or BTLA ligand HVEM positive cell line (KTCD86FIu
HVEM). Twenty-four hours post stimulationy IL-2 produced by the T cells was
assayed by ELISA (Figure 1C). The results sliowed that by fusing BTLA
extracellular domain with intracellular domains of both ICOS and CD3 zeta, T cells
could be activated by stimulation of BTLA ligand HVEM expressing cell line,
indication BTLA signal could converted to other signals in the form of chimeric co-
stimulatory receptor (CCR).

The next set of experiments was designed to assess whether the BTLA
inhibitory signal could be converted to a CD28 costimulatory signal though BTLA-
CD28 CCR. To find the proper window that could show CD28 signaling, different
doses of RNA (ug/0.1ml T cells) were electroporated into T cells and CAR (CD19z,
CD19-28Z) expression was detected by FACS. Upper panel shows histograms and
the percentage of transgene expression and the lower panel shows the MFT of -
transgene expression (Figure 2A). 1L2 production of RNA electroporated T cells as
described in Figure 2A were stimulated by CD19 positive cell line K562-CD19 and
IL-2 production was assay by ELISA as shown in Figure 2B. Upper panel shows
TFN-gamma and lower panel shows IL-2 procluction. The results shows that at RNA

dose of 1.5 ug, unlike CD19-28z RNA electroporated T cells, which showed over
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300pg/ml IL-2 production, there was no detectable IL-2 production for CD19z RNA
electroporated T cells IFN-gamma production could be detected at similar levels for
both CD19z and CD19-28Z electi%porated T cells with the RNA dose of 1.5 ug.
Therefore, 1.5 ug RNA was used as RNA dose to test the BTLA-CD28 signal
converting polypeptide. .

T cells were co-electroporated with 1.5ug CD19z and BTLA CCR as
indicated and stimulated with K562 expressing CD19 (K562CD19) or both CD19 and
HVEM (K562CD19/HVEM). K562 lines expressing mesothelin (with or without

. HVEM) were used as controls (Figure 2C. The results show that full length (wild

type) BTLA suppressed both IL2 énd TFN-gamma production. There was no
detectable IL-2 production for T cells electroporated with only CD19z when
stimulated with CD19/HVEM double positive cell line, while T cells electroporated
with CD19-28z and stimulated with CD19/HVEM double positive cell line produéed
over 400pg/m1 IL-2. However, when T cells were co-electroporated with both CD19z
and BTLA-CD28 CCR RNAs, the IL-2 production was 4 time higher than CD19-28z
electroporated T cells, when stimulated with CD19/HVEM double positive cell line. T
cells co-clectroporated with both €D19z and BTLA-CD28 CCR RNAs produced
higher IFN-gamma than CD19z ot CD19-28z ¢lectroporated T cells, when stimulated
with CD19/HVEM double positive cell ling, or CD19 positive K562 that expresses
low levels of HVEM (Figure 2C). The results presented herein demonstrate that
BTLA inhibitory signals could be converted to CD28 signals through BTLA-CD28
CCR.

The next set of experiments was designed to test if the inhibitory

BTLA signal could be converted to a costimulatory ICOS signal though BTLA-ICOS

CCR. Bricfly, converting BTLA to ICOS signal was tested in a Th17 polarization
system as shown in Figure 3A. Résting CD4 T cells were co-electroporated with
CD19z and BTLA CCRs as indicated (Treatment) and stimulated with CD19/HVEM
double positive cell line (Group 1 and 2, duplicates), or T cells were electroporated
with BTLA-ICOS alone and stimulated with plate bound HVEM-Fc and OKT3
(group 3). CD3/ICOS beads or CD3/CD28 beads were used as positive and negative
controls 1‘espéctively as described:(2010, Paulos et al., Science Translational
Medicine). All cultures were conducted in the presence of a Th17 cytokine cocktail.
On different days (as indicated) pbst stimulation, the T cells were stimulated with

PMA/Ionomycin and IL-17A and IFN-gamma was detected by intracellular cytokine
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staining (Figure 3B). The results showed that ICOS signal converted from BTLA-
ICOS enhanced Th17 cell production in the presence of HVEM inhibitory signals.

Converting PD-1 to CD28 signals

To test whether ligation of PD1 CCR expressed on the T celis surface
could be expressed functionally to transduce signals through CD28 or CD27 or ICOS
intracellular domain, TVT RNAs encoding PD1 CCR were used (sequences shown -
below). .
PD1-I-1COS; SEQ ID NO. 10
Atgcagatcccacaggegecctggecagtegtetgggegatgctacaactgggetggcggccaggatggttettagact
ccccagacaggcecctggaacccecccaccttetccccageectgetegtggteaccgaaggggacaacgecaccttcac
ctgcagcttctccaacacatcggagagettegtgctaaactggtaccgeatgagecccageaaccagacggacaageteg

cegeetteccegaggaccgeagecageccggecaggactgecgettcegtgteacacaactgeccaacgggegtgactt

ccacatgagcgtggtcagggcccggcgcaatgacagcggcacctacctctgtggggccatctccctggcccccaaggc ’

gcagatcaaagagagcectgegggcagagetcagggtgacagagagaagggcagaagtgeccacageccaccccage
ccetcacccaggecagecggecagttccaaaccctggtgtictggttacccataggatgtgeagectttgttgtagtetgeatt
ttggeatgcatacttatttgttggcttacaaaaaagaagtattcatccagtgtgcacgaccctaacggtgaatacatgttcatga

gagcagtgaacacagccaaaaaatctagactcacagatgtgaccectataa

PD1-28-CD28; SEQ ID NO. 11
Atgcagatcccacaggegecctggecagtegtetgggeggtgctacaactgggctggcggccaggatggttcttagact

ceccagacaggeectggaacceccceaccttctecceageect getegtggteaccgaaggggacaacgecaccttgac

ctgcagcettctccaacacateggagagettegtgctaaactggtaccgeatgagecccageaaccagacggacaagetgg
ccgecttceccgaggaccgeagecageceggecaggactgecgettcegtgtcacacaactgeccaacgggegtgactt
ccacatgagcgtggtcagggcccggcgcaatgacagcggcacctaqctctgtggggccatctccctggcccccaaggc

geagatcaaagagagectgegggcagagetcagggtgacagagagaagggcagaagtgeccacageccaccecage
ccetcacccaggecageeggecagttccaaaccetggtgttttggatectgptaptoottgotgoastectgacttgctata
gettgctagtaacagtggectttattattttictgggtgaggagtaagaggageaggctectgcacagtgactacatgaacatg

actcccegecgeccegggeccaccegeaageattaccagecctatgecceaccacgegacttcgeagectategetecta

a

PD1-CD27; SEQ ID NO. 12
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Atgcagatcccacaggcgccctggccagtcgtctgggcggtgctacaactgggctggcggccaggatggttcttagact .
ccecagacaggecectggaacccecccaccttctececcageectgetegtggtoaccgaaggggacaacgecaccttcac
ctgcagcttctccaacacatcggagagettcgtgetaaactggtaccgcatgagecccageaaccagacggacaagetgg

ccgecttcccegaggaccgeagecageccggecaggactgecgettcegtgteacacaactgeecaacgggegtgactt

. ccacatgagcegtggtcagggcccggcgeaatgacageggeacctacctetgtggggccateteectggeccccaagge

gcagatcaaagagagcctgegggeagagetcagggtgacagagagaagggcagaagtgeecacageecaccecage
ccctcacccaggecagecggecagttccaaaccctggtgatectigtgatettctetggaatgttecttgttitcaccctggee
ggggccctgttcctccatcaacgaaggaaatatagatcaaacaaaggagaaagtcctgtggagcctgcagagccttgtcgt
tacagctgecccagggaggaggagggcageaccatcceccatccaggaggattaccgaaaaccggagectgeetgetee

ccctaa

- PD1 CCR as indicated and CD19z RNA were co-electroporated into
stimulated T cells and the transgenes were detected by anti-PD1 and anti-CAR Abs at
the time points as indicated (Figufe 4A). Co-electroporated T cells as described in
Figure 4A were co-cultured with Nalm6 (human B cell leukemia line) expressing PD-
L1 or GFP as control, or K562-CD19 expressing PD-L1, or ICOSL as control. 1FN-
gamma production was assayed 24h after co-cuiture. T cells co-introduced with

CD19z and PD1-CD28 (PD1-28) showed significantly higher IFN-gamma production

_than T cells electroporated with CD19z alone, or co-electroporated with PD1 with

cytoplasmic domain being truncated, or PD1-CD27 (PD1-27). When co-cultured with
CD19/PD-L1 double positive cell lines. Strong T cell inhibition was seen when T
cells were co-electroporated with CD19z and full length (wild type) PD1 and
stimulated with CD19/PD-L1 double positive cell lines (Figure 4B). .

Co-electroporated T cells as described in Figure 4A were co-cultured
with Nalm6 (human B cell leukemia linc) expressing PD-L1 or GFP as control, or
K562-CD19 expressing PD-L1, or ICOSL as control. 1L-2 production was assayed
24h after co-culture. T cells co-introduced with CD19z and PD1-CD28 (PD1-28)
showed significantly higher IL-2 productioﬁ than T cells electroporated with CD19z

alone, or co-electroporated with PD1 with cytoplasmic domain being truncated, or

PD1-CD27 (PD1-27). When co-cultured with CD19/PD-L1 double positive cell lines, |

strong T cell inhibition was seen when T cells co-electroporated with CD19z and full
length PD1 and stimulated with CD19/PD-L1 double positive cell lines (Figure 4C).

Co-electroporated T cells as described in Figure 4A were tested in a

flow based CTL assay. T cells co-introduced with CD19z and PD1 showed
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significantly reduced killing ability against Nalm6-PD-L1 targets, while no significant
differences were seen for T cells co-electroporated with PD1 CCRs compared to T
cells electroporated with CD19Z alone, when using Nalm6-PD1 as target. When PD1

ligand negative Nalmé6 was used as target, no significant differences were found for .

5 all T cell groups, including T cells co-electroporated with CD19z and PD1.
The next set of experiments was designed to reverse PD1 inhibition by
PD1-CD28 CCR co-introduction. To mimic that of the tumor microenvironment or
under chronic infection where the T cells are PD1 positive; T cells were stimulated
with CD3/CD28 beads or OKT3/PBMC/IL2 and were co-electroporated with CD19z

10 (10ug) and PD1 (5ug) with additional PD1 CCR (10ug) as indicated. CAR and PD1
and/or PD1 CCR expression were detected by FACS one day post electroporation
(Figure SA).

T cells electroporated as shown in Figure 5A were co-cultured with
Nalmé6 or K562-CD19 expressing PD-L1. IL:2 production was assayed after *

15 overnight co-culture. The results showed that there was a decreased amount of IL-2
produced by T cells electroporated with CD19z alone, compared with the same T cells
co-cultured with CD19 positive cell lines without PD-L1. However, in the presence
of PD1, the IL-2 production was completely blocked when co-cultured with PD-L1
positive cell lines, except the T cells co-electroporated with PD1-CD28 (PD1-28),

20  which showed much higher IL-2 production than CD19Z alone T cells, while PD1
expression on the T cells had minimum influence on T cells when the T cells were co-
cultured with PD-L1 negative cell lines (Figure 5B).

T cells electroporated as shown in Figure 5A were co-cultured with
Nalmé6 or K562-CD19 expressing PD-L1. TFN-gamma production was assayed after

25  overnight co-culture (Figure 5C). A similar cytokine production profile was seen as
that of [L-2 production shown in figure 5B. The results presented herein demonstrate
that PD1-CD28 CCR can reverse the inhibitory effect of PD1 and promote T cell
effector functions. : -

¥

30  Converting PD1 to 1COS signals

CD4 T cells were electroporated with PD1 (or PD1 variants) and
CD19-z CAR mRNA (10 ug e€ach). 4 hours after electroporation (day0), T cells were
mixed with K562 cells (0.5 : 1 = K562 : T cell) expressing PD-L1 and CD19 in R10~
culture media in the presence of IL1 (10ng/ml), IL6 (10ng/ml), IL23 (20ng/ml), and

E3
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" neutralizing antibodies (10ug/ml) against 1L4 and IFNy. At indicated days (5, 9, and

12 days after electroporation) cells were incubated for 4 hours with PMA (3 ug/ml)
and ionomycin (1 ug/ml) and GolgiStop for intracellular cytokine staining. Surface
staining for CD4 was performed, followed by intracellular staining for IFN-gamma,
IL17 and IL2. CD4 T cells stimulated with anti-CD28/CD3 beads and anti-
ICOS/CD3 beads were used 'as controls (Figure 6A). Cytokine production was
enhanced, particularly at day 9 in cells expressing PD1-ICOS compared to PD1 wild
type or tailess PD1. Cellular proliferation of stimulated T cells is shown in Figure 6C.

+

PD-1 chimeric receptors

PD-1 is upregulated on the sin'face. of exhausted CD8 T cells in
patients with chronic viral infection. Blocking the PD-1:PD-L1 signal restores the
function of PD-1 expressing exhausted CD8 T cells. Many tumors express PD-L1
providing a immunosuppressive microenvironment.

The purpose of the following experiments is to direct adoptively
transferred T cells to overcome the inhibitory tumor microenvironment by introducing
PD-1 chimeric receptors to the tumor site.

It was observed that the inhibitory effect of PD1wt on cytokine
production is recscucd by PD1 chimeric constructs (Figure 7). However, PD1 chimeric
receptors do not affect granzyme B production (Figure 8). Similarly, minimal
differences were observed in the killing activity of CD8 T cells in the presence or
absence of PD1 (Figure 9).

The next set of exl;eriments was designed to evaluate the effect of PD-
1 chimeric receptors on T cell proliferation (Figure 10). It was observed that PD1-
CD28 chimeric receptor increases the number of CD8 T cells (Figure 11).

In summary, the results presented herein demonstrate that PD-1
chimeric constructs do not exhibit the inhibitory effects shown by PD-1 wt. PDI-

CD28§ seems to augment the prodﬁction of TNFa, IL2 and IFNy in CD4 T cells. PD-1

. chimeric receptors did not show increased cytotoxicity above that of T cells

expressing CD19CARz itself. PD1-CD28 increased CD8 T cell numbers above that
of T cells expressing CD19CARz itself.

Redirecting Co-inhibitory Signaling to Positive Co-stimulation
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The results presented herein demonstrate that switch receptors were
expressed in T cells by electroporation, or with lentiviral vectors. It was observed that
CARs and switch receptors can be expressed in the same T cell. When the cells
expressing CARs or TCRs and switch receptor are exposed to tumor cells that havé

5  ligands for BTLA or PD-1, the T cells are shown to have a positi\}e immune 1'esp01ise, :

rather than the usual inhibitory response. ‘

When these chimeric receptors are expressed in T cells, in the case of.
the BTLA switch receptor, upon interaction with their natural ligand HVEM on the
tumor cells, it was observed that the T cells were stimulated and then expressed i

10 functions associated with positive antitumor effects, including the secretion of IFN-
gamma. _

Another important result from these studies is that the HVEM:BTLA
interaction with the chimeric receptor led to enhanced IL-17 secretion. This is a
marker of TH17 cells, a cell that is known to be useful for tumor immunotherapy

15  (Martin-Orozco et al., 2009, Immunity 31:787-98; Paulos et al., 2010, Science
Translational Medicine 2:55-78; Garaude et al., 2010, Sci Transl Med 2(55):55ps2).
For example, the results presented herein demonstrate that the T cells expressing
CARs and BTLA switch receptors with ICOS 'signaling domains were polarized to
secrete large amounts of IL-17. ‘

20 In addition, the results presented herein show that the T cells
expressing CARs and PD1 switch receptors with CD28, and deleted domains were
prevented from having inhibition and instead killed tumor cells and secrete cytokines
(IL-2 and IFN-gamma) if they expressed PD-1 switch receptors. -

Without wishing to be bound by any particular theory, it is believed

25  that by expressing chimeric antigen receptors (CARs) with PD-1 or BTLA switch
receptors on T cells that are then introduced into the tumor microenvironment, the T
cells have an enhanced antitumor effect and display the TH17 phenotype. The type of
adoptive T cell transfer for tumor immunothefapy of the invention is also applicable
in the area of vaccine therapy, such vas for chronic viral infections including HI'V or

30 other viruses such as EBV, HCV or CMV. This technology could be easily
incorporated into other trials that are currently using genetically modified T cells with
TCRs as well. For example, the switch receptors of the invention can be used in the

context of T cells with TCRs specific for cancer antigens such MAGE-A3 and NY-
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S

10

ESO-1, and it is believed that the inclusion of the switch receptors with these T cells

would increase the potency of the T cells.

The disclosures of each and every patent, patent application, and
publication cited herein are hereby incorporated herein by reference in their entirety.
While this invention has been disclosed with reference to specific embodiments, it is
apparent that other embodiments and variations of this invention may be devised by
others skilled in the art without departing from the true spirit and scope of the

invention. The appended claims are intended to be construed to include all such

_embodiments and equivalent variations.
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CLAIMS

What is claimed is:

1. A fusion protein comprising a first domain and a second domain,
‘wherein said first domain is a polypeptide that is associated with a negative signal and

said second domain is a polypeptide that is associated with a positive signal.

2. The fusion protein of claim.1, wherein said first domain is at least a -

Py

*

portion of the extracellular domain of the polypeptide that is associated with a
negative signal and said second domain is at least a portion of the intracellular domain

of the polypeptide that is associated with a positive signal.

3. The fusion protein of claim 1, further comprising a transmembrane

.

domain.

4. The fusion protein of claim 3, wherein said transmembrane domain
is the transmembrane domain of the polypeptide that is associated with a negative
signal or the transmembrane domain of the polypeptide that is associated with a

positive signal.

5. The fusion protein of claim 1, wherein said polypeptide that is
associated with a negative signal is selected from the group consisting of CTLA4, PD-

1 and BTLA. . - .

6. The fusion protein of claim 1, wherein said polypeptide that is
associated with a positive signal is selected from the group consisting of CD28 and
ICOS.

7. A cell engineered to express a fusion protein comprising a first
domain and a second domain, wherein the said domain is a polypeptide that is
associated with a negative signal and said second domain is a polypeptide that is

associated with a positive signal.

46
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8. The cell of claim 7 further compriéing a chimeric antigen receptor
(CAR), wherein said CAR comprises an antigen recognition domain of a specific

antibody and an intracellular domain of the CD3-zeta chain.

9. A vector comprising a first domain and a second domain, wherein
“said first domain is a polypeptide that is associated with a negative signal and said

second domain is a polypeptide that is associated with a positive signal.

10. A method of treating a cancer patient, said method comprising
administering to said patient a T cell genetically engineered to express a fusion
protein comprising a first domain and a second domain, wherein said first domain is a ‘
polypeptide that is associated with a negative signal and said second domain is a

polypeptide that is associated with a positive signal.

11. The method of claim 10, wherein said T cell is further genetically
engineered to express a chimeric antigen receptor (CAR), wherein said CAR
comprises an antigen recognition domain of a specific antibody and an intracellular

domain of the CD3-zeta chain.

12. The method of claim 11, wherein said T cell is an autologous T

cell.
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<110>

June, Carl H
Zhao, Yangbing

<120>
<130>

<150>
<151>

2011
<160> 12

<170>
<210> 1

<211> 870
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 1
atgaagacat

ccatatctgg
aagagacaat
aaatactgtg
aaacttgaag
cattttgaac
tctaatctca
‘gaacgaccct
ttggggggat
caccaaggaa
gctcacctta
tcagaaactg
gaagtttatt
aaccattctg
gaatatgcat
<210> 2

<211> 685

<212> DNA
<213>

UsS 61/513,259

-07-29

artificial

tgcctgecat
acatcpggaa
ctgaacactc
ctaacaggcc
atagacaaac
cagtgcttcc
ttgaaagcca
ccaaggacga
técctctact
agcaaaatga
agagtgagca
gaatttatga
ctaatccatg
tcattggacc

ccatatgtgt

Artificial

SEQUENCE LISTING

046483-6010-00-w0.601501

PatentIn version 3.5

Chemically synthesized

gcttggaact
catccatggg
catcttagca
tcatgtgact
aagttggaag
taatgacaat

ctcaacaact

aatggcaagc

catcactacc
actctctgac
aacagaagca
taatgaccct
cctggaagaa
gaactcaaga

gaggagttaa

SWITCH COSTIMULATORY RECEPTORS

gggaaattat
aaagaatcat
ggagatccct
tggtgcaagc
gaagagaaga
gggtcatacc
ctttatgtga
agacccetgge
tgtttctgcg
acagcaggag
agcaccaggc
gacctttgtt
aacaaaccag

ctggcaagaa

THE TRUSTEES OF THE UNIVERSITY OF PENNSYLVANIA

tttgggtctt
gtgatgtaca
ttgaactaga
tcaatggaac
acatttcatt
gctgttctgce
cagatgtaaa
tcectgtatag
tgﬁtctgctq
gggaaattaa
aaaattccca
tcaggatgca
gcattgttta

atgtaaaaga

cttcttaatc
gctttatata
atgccctgtg
aacatgtgta
tttcattcta
aaattttcag
aagtgcctca
tttacttccet
cctgagaagg
cctggttgat
agtéctgcta
ggaagggtct
tgcttccctg

agcaccaaca

120

180

. 240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840

870

A8



<220>
<223>

<400> 2
aagcttgccg

ttcttcttaa
cagctttata
gdatgccctg
acaacatgtg
tttttcatte
gcaaatttte
aaaagtgcgt
‘agtttacttc
tgcetggagyg
ccgecceggy
ctatcgcectce
<210> 3

<211>, 701
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 3
aagcttgccyg

‘ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
“acaacatgtg
tttttcattce
géaaattttc
.aaaagtgcct
Aagt£tacttc
tgcctggaag

gtcgttacag

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggy
agtaagagga
cccaceccgea

tgataagcgg

Artificial

ccatgaagac
tceccatatet
taaagagaca
tgaaatéctg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggyg
gaaatataga

ctgccecagg

Chemically synthesized

attgcctgcece
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtéctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta.
gcaggctéct
agcattacca

ccgca

Chemically synthesized

attgcctgcece
ggacatctgg
atctgaacac

tgctaacagg

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
gcacagtgac

gccctatgcec

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag

<ctcatgtga

agatagacaa -acaagttgga

accagtgett
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta

tcaaacaaag

gaggaggagg

cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
ctcatcacta
gagaaagtcc

gcagcaccat

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttetyg
tacatgaaca

ccaccacgceg

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttctg
tgtggagcct

ccccatccag

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttct
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttctge
tgactccecg

acttcgcagce

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttct
gacagatgta
gctectgtat
cctgttctge
gcagagcctt

gaggattacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

685

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660




gaaaaccgga gcctgectge tccccectgat aagcggecgce a

<210> 4

<211> 685
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 4
aagcttgccg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
‘tttttcattce
gcaaattttc
aaaagtgcct
agtttctggt
cttattgagg
ccgeeccggg
ctatcgctcc
<210> 5

<211> 701
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 5
aagcttgccg

‘ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctyg
acaacatgtg
tttttcattce
gcaaattttc

aaaagtgcct

Artificial

ccatgaagac
tccecatatcet
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
tacccatagg
agtaagagga
cccacceegcea

tgataagcgg

Artificial

ccatgaagac
tccecatatet
taaagagaca
tgéaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct

cagaacgacc

Chemically synthesized

attgcctgcce
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
atgtgcagcc
gcaggctcct
agcattacca

ccgca

Chemically synthesized

attgcctgcece
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc

ctccaaggac

-

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cqtaatgaca

cactcaacaa
«

gaaatggcaa’

tttgttgtag
gcacagtgac

gccctatgcece

atgcttggaa
aacatccatg

tccatcttag

cctcatgtgg

acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa

gaaatggcaa

3

ctgggaaatt
ggaaagaapc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
tctgcatttt
tacatgaaca

ccaccacgcyg

ctgggaaatt
ggaaagaatc
cadgagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt

gcagaccctg

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgectgttet
gacagatgta
gctcctgtat
gggétgcata
tgactccccecg

acttcgcagce

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaaéatttca
ccgctgttet
gacagatgta

gctcetgtat

701

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

685

60

120

180

240

300

360

420

480

Joq



agtttctggt tacccatagg atgtgcagcc

cftattgaag gaaatataga tcaaacaaag

gtcgttacag ctgccecagy gaggaggagyg

gaaaaccgga gcctgcctge tccccectgat

<210> 6
<211> 672
<212> DNA
<213> Arti

<220>
<223>

<400> o
aagcttgccy

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcatte
gcaaattttc
édaagtgcct
agtttacttc
fgcgtgtgtt
.Eacatgttca
taagcggccg
<210> 7

<211> 1011
<212> DNA
<213> Arti

<220>-
<223>

<400> 7
aagcttgccyg

tfcttcttaa
cagctttata

gaatgccctg

ficial

ccatgaagac
tceccatatet
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggyg
ggcttaéaaa
tgagagcagt

ca

ficial

ccatgaagac
tcccatatct
taaagagaca

tgaaatactg

Chemically synthesized

attgcctgcece
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgagagc
ctccaaggac
attgcctcta
aaagaagtat

gaacacagcc

Chemically synthesized

attgcctgcce
ggacatctgg
atctgaacac

tgctaacagg

tttgttgtag
gagaaagtcé
gcagcaccat

aagcggecgc

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
éctcatgtga
acaagttgga
cctaatgacé
cactcaacaa
gaaatggcaa

ctcatcacta

tcatccagtg

naaaaatcta

atgcttggaa
aacatccaté
tccatcttag

cctcatgtga

tctgcatttt
tgtggagcct
ccccatcecag

a

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttctg
tgcacgaccc

gactcacaga

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc

cttggtgcaa

gggatgcata
gcagagcctt

gaggattacc

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaaéatttca
ccgectgttet
gacagatgta
gctcctgtat
cctgttcetge
taacggtgaa

tgtgacccta

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta

gctcaatgga

540
600
660

701

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

672

60
120
180

240




acaacatgtg

tttttcattc

taaaacttga

tacattttga

-gcaaattttcragtctaatct

aaaagtgcct
agtttacttc
tgcctgtgtt
tacatgttca
tgcagagtga
ctctataacg
ggccgggace
aatgaactgc
cgccggaggyg
acctacgacg
<210> 8

<211> 672
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 8
aagcttgccg

ttcttcttaa
cagctttata
gaatgccctg
acaacatgtg
tttttcatte
gcaaattttc
aaaagtgcct
agtttctggt
cttatttgtt
‘tacatgttca

taagcggcceg

cagaacgacc
ctttgggggyg
ggcttacaaa
tgagagcagt
agttcagcag
agctcaatct
ctgagatggg
agaaagataa

gcaaggggca

cccttcacat

Artificial

ccatgaagac
tccecatatet
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
tacccatagg
ggcttacaaa
tgagagcagt

ca

agatagacaa
accagtgcectt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
aaagaagtat
gaacacagcc
gagcgcagac
aggacgaaga
gggaaagccyg
gatggcggag
cgatggcctt

gcaggccctg

Chemically synthesized

attgcctgcce
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
atgtgcagcc
aaagaagtat

gaacacagcc

acaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa

gaaatggcaa

-

ctcatcacta

tcatccagtg
aaaaaatcta
gcccecgegt
gaggagtacg
égaaggaaga
gcctacagté
taccagggtc

cceeceteget

&

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
écaagttgga
cctaatgaca
cactcaacaa
gaaatggcaa
tttgttgtag
tcatccagtg

aaaaaatcta

aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttctg
tgcacgaccce
gactcacaga
accagcaggyg
atgttttgga
accctcagga
agattgggat
tcagtacagc

aagcggcecgce

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cttggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
tctgcatttt
tgcacgaccc

gactcacaga

gaacatttca
ccgectgttet
gacagatgta
gctectgtat
cctgttectyge
taacggtgaa
tgtgacccta
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag
caccaaggac

a

attttgggtc
atgtgatgta
ctttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgctgttet
gacagatgta
gctcctgtat
gggatgcata
taacggtgaa

tgtgacccta

300
360
420
480
SAQ
600
660
720

780

840

900
960.

1011

60
120
180
240
306
360
420
480
540
600
660

672



<210> 9

<211> 1011
<212> DNA
<218> Arti

<220>
<223>

<400> 9
aagcttgccg

ttcttettaa
cagctttata
g;atgécctg
acaacatgtg
tttttcatte
ggaaattttc
aéaagtgcct
agtttacttc
tgcctgtgtt
tacatgttca
tgcagagtga
ctc£ataacg
ggccgggacce
aatgaactgc
cgccggaggyg
acctaégacg
<210>
<211>

<212>
<213>

10
690
DNA

<220>

<223>

<400> 10

ficial

ccatgaagac
tcecatatcet
taaagagaca
tgaaatactg
taaaacttga
tacattttga
agtctaatct
cagaacgacc
ctttgggggy
ggcttacaaa
tgagagcagt
agttcagcag
agctcaatct

ctgagatggg

agaaagataa

gcaaggggca

cccttcacat

Artificial

Chemically synthesized

attgcctgcece
ggacatctgg
atctgaacac
tgctaacagg
agatagacaa
accagtgctt
cattgaaagc
ctccaaggac
attgcctcta
aaagaagtat
gaacacagcc
gagcgcagac
aggacdaaga
gggaaagecg
gatggcggag
cgatggcectt

dcaggccctg

Chemically synthesized

atgcagatcc cacaggcgcec ctggccagtc

ccaggatggt tcttagactc cccagacagg

étgctcgtgg tgaccgaagg ggacaacdcc

gagagcttcg tgctaaactg gtaccgcatg

atgcttggaa
aacatccatg
tccatcttag
cctcatgtga
acaagttgga
cctéatgaca
cactcaacaé
gaaatggcaa
ctcatcacta
tcatccagtg
.%aaaaatcta
%cccccgcgt
gaggagtaﬁg
agaaggaaga
gcctacagtyg
taccagggtc

cceecteget

gtctgggcgg
.écctggaacc
%ccttcacct

agccceecagcea

i

ctgggaaatt
ggaaagaatc
caggagatcc
cftggtgcaa
aggaagagaa
atgggtcata
ctctttatgt
gcagaccctg
cctgtttcectg
tgcacgacce
gactcacaga
accagcaggqg
atgttttgga
accctcagga
agattgggat
tcagtacagc

aagcggccgce

tgctacaact
cccccacctt
gcagéttctc

accagacgga

attttgggtc
atgtgatgta
cﬁttgaacta
gctcaatgga
gaacatttca
ccgetgttet
gacagatgta
gctecctgtat
cctgttetge
taacggtgaa
tgtgacccta
ccagaaccag
caagagacgt
aggcctgtac
gaaaggcgag
caccaaggac

a

gggctggcegg
ctcececcagec
caacacatcg

caagctggcec

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1011

60
120
180

240




gccttcececeg
cccaacgggce
tacctctgtyg
gagctcaggg
-aggccagccg
gttgtagtct
tccagtgtge
.aaatctagac
<210> 11

<211> 717
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 11
atgcagatcc

ccaggatggt
ctgctcgtgg
gagagcttcg
gccttceecceg
cccaacgggc
tacctctgtg
‘gagctcaggg
aggccagccg
ctggcttgcet
aggagcaggc
cgcaagcatt
<210> 12

<211> 720
<212> DNA

<213>

<220>
<223>

<400> 12

aggaccgcag
gtgacttcca
gggccatctc
tgacagagag
gccagttcca
gcattttggg
acgaccctaa

tcacagatgt

Artificial

cacaggcgcce
tcttagactc
tgaccgaagg
tgctaaactg
aggaccgcag
gtgacttcca
gggccatctc
tgacagagag
gccagttcca
atagcttgct
tcctgcacag

accagcccta

Artificial

ccagcccecggce
catgagcgtyg
cctggccccce
aagggcagaa
aaccctggtg
atgcatactt
cggtgaatac

gaccctataa

Chemically synthesized

ctggccagtce
cccagacagg
ggacaacgcc
gtaccgcatg
ccagcccggce
catgagcgtg
cctggecccce
aagggcagaa
aaccctggtyg
agtaacagtg
tgactacatg

tgccccacca

Chemically synthesized

caégactgcc
gtcagggccc
aaggcgcaga
gtgcccacag
ttctggttac
atttgttgac

atgttcatga

gtctgggcegy
ccctggaacce
accttcacct
agccccagca
caggactgcc
gtcagggccc
aaggcgcaga

gtgcccacag

ttttgggtgd

gcctttattd
aacatgactc

cgcgactteg

gcttcecgtgt
ggcgcaatga
tcaaagaqag
cccaccccag
ccataggatg
ttacaaaaaa

gagcagtgaa

tgctacaact
cceecacett
gcagcttctce
accagacgga
gcttcegtgt
ggcgcaatga
tcaaagagag
cccaccccag
tggtggtggt
ttttctgggt
ccegecgecce

cagcctatceg

cacacaactg
cagcggcacc
cctgcgggca
cécctcaccc
tgcagccttt
gaagtattca

cacagccaaa

gggctggcgg
ctcccecagece
caacacatcg
caagctggcce
cacacaactg
cagcggeacc
cctgcgggca
ccectceaccee
tggtggagtc
gaggagtaag
cgggcccacce

ctcctaa

atgcagatcc cacaggcgcec ctggccagtc gtctgggegg tgctacaact gggctggcgg

30Q
360

420

" 480

540
600
660

690

6Q
120

180

1240

300
360
420
480
540
600
660

717

60

/|



ccaggatggt
ctgctcgtgg
gagagcttcg
gccttécccg
cccaacgggce
tdcctctgtg
gagctcaggg
aggccagccg
gttttcaccce
ggagaaagtc

ggcégcacca

tcttagactce
tgaccgaagg
tgctaaactg
aggaccgcag
gtgacttcca
gggccatctce
tgacagagag
gccagttcca
tggccggggce
ctgtggagcece

tccecatceca

cccagacagg ccctggaacc
ggacaacgcc accttcacct
gtaccgcatg agccccagca
écagcccggc caggactgcc
catgagcgtyg gtcagggccce
cctggeccce aaggcgcaga
aagggcagaa gtgcccacag
aaccctggtg atccttgtga
cctgttcctc catcaacgaa
tgcagagcct tgtcgttaca

ggaggattac rcgaaaaccgg

+

ccececaccett
gcagcttctc
accagacgga
gcttceccgtgt
ggcgcaatga
tcaaagagag
cccaccccag
tcttctetgg
ggaaatatag
gctgcccecag

agcctgcectg

ctccccagcec
caacacatcg
caagctggcc
cacacaactyg
cagcggcace
cctgcgggca
cccecteaccece
aatgttcctt
atcaaacaaa
ggaggaggag

ctcccectaa

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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