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DESCRIPCION MODIFICADA DE ACUERDO CON EL ARTiCULO 34 DEL
PCT
ADAPTADORES BIESPECIFICOS Y SU USO CON CELULAS CAR-T

UNIVERSALES EN EL TRATAMIENTO DE TUMORES Y LA INHIBICION DE
FIBROBLASTOS ASOCIADOS AL CANCER

PRIORIDAD
[0001] La presente solicitud de patente se relaciona con y reivindica el beneficio de prioridad de
la Solicitud de Patente Provisional de los EE. UU. N.° 63/451,448, presentada el 10 de marzo de
2023; la Solicitud de Patente Provisional de los EE. UU. N.° 63/595,456, presentada el 2 de
noviembre de 2023; la Solicitud de Patente Provisional de los EE. UU. N.° 63/451,453, presentada
el 10 de marzo de 2023; la Solicitud de Patente Provisional de los EE. UU. N.° 63/600,612,
presentada el 17 de noviembre de 2023; la Solicitud de Patente Provisional de los EE. UU. N.°
63/451,457, presentada el 10 de marzo de 2023; la Solicitud de Patente Provisional de los EE.
UU. N.° 63/600,616, presentada el 17 de noviembre de 2023; y la Solicitud de Patente Provisional
de los EE. UU. N.° 63/451,462, presentada el 10 de marzo de 2023. El contenido de cada una de
las solicitudes anteriores por la presente se incorpora por referencia en su totalidad en la presente

memoria.

CAMPO TECNICO
[0002] La presente divulgacion se refiere a células T con receptor de antigeno quimérico (CAR-
T) y adaptadores biespecificos que pueden enlazar las células CAR-T a tumores que expresan el
antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA) y/o receptores de folato (FR), o a
fibroblastos asociados al cancer (CAF) que expresan la proteina de activacion de fibroblastos
(FAP), asi como a combinaciones de adaptadores biespecificos que enlazan las células CAR-T a
células tumorales que expresan PSMA o FR y, de manera opcional, a CAF que expresan FAP, y

a métodos de tratamiento del cancer utilizando los mismos.

ANTECEDENTES
[0003] La terapia con células T con receptor de antigeno quimérico (CAR-T) ha demostrado ser
eficaz en canceres hematologicos, pero su eficacia en tumores solidos es limitada, al menos en
parte, debido a la escasa infiltracion de células CAR-T. Esta infiltracion limitada de células CAR-
T se debe posiblemente a los fibroblastos asociados al cancer (CAF), que se encuentran en la
mayoria de los tumores s6lidos y respecto de los cuales se ha demostrado que remodelan la matriz

extracelular, secretan citocinas inmunosupresoras, promueven la proliferacion de células
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tumorales mediante la secrecion de factores de crecimiento, favorecen la invasion tumoral, inhiben
la respuesta inmunitaria y forman una barrera fisica que impide la infiltracion de células T.
[0004] La proteina de activacion de fibroblastos (FAP) se expresa en la superficie de los CAF y
se ha demostrado que se correlaciona con un mal pronostico del paciente en multiples tumores
solidos. Ademas, practicamente todo cancer sdlido humano sobreexpresa FAP.

[0005] Tradicionalmente, se ha utilizado una célula T que expresa un unico CAR para dirigirse a
un receptor de superficie presente en una célula tumoral. Cuando el CAR de la célula T se une al
receptor de superficie de la célula tumoral, la célula T puede matar la célula tumoral a la que esta
unida. Si bien es eficaz, este enfoque puede resultar bastante costoso, dado que deben producirse
c¢lulas CAR-T para distintos canceres que expresan diferentes receptores de superficie celular.
[0006] A pesar de la clara necesidad de prevenir y tratar el cancer, este sigue siendo una causa
importante de muerte y sufrimiento en todo el mundo porque actualmente no existen opciones
terapéuticas eficaces que curen la afeccion. Ademas, cuando existen farmacos u otras terapias,
dichos tratamientos suelen emplear medicamentos de alta potencia que conllevan riesgo de
toxicidad sistémica en el sujeto tratado por ser poco selectivos respecto de las células cancerosas
de interés.

[0007] Se necesitan adaptadores biespecificos que puedan mejorar la respuesta inmunitaria
ejercida por las células CAR-T unidas a las células tumorales e inhibir el efecto de los CAF. Esto
y otros objetos y ventajas, asi como caracteristicas inventivas, seran evidentes a partir de la

descripcion detallada que se proporciona en el presente documento.

RESUMEN
[0008] Se proporciona un adaptador biespecifico para uso con células T con receptor de antigeno
quimérico (CAR-T) anti-fluoresceina en el tratamiento de canceres que expresan la proteina de
activacion de fibroblastos (FAP) (p. ej., que expresan FAPa) y/o el antigeno de membrana
especifico de prostata (PSMA) y, de manera opcional, para su uso en combinacidn con fibroblastos
asociados al cancer (CAF) que expresan FAP. En ciertas realizaciones, el adaptador biespecifico

comprende la siguiente estructura:

F—L—TL,
en donde F comprende una fluoresceina, L comprende un enlazador (linker) y TL comprende un
ligando de direccionamiento (targeting ligand). La fluoresceina puede comprender fluoresceina,

isotiocianato de fluoresceina (FITC) o fluoresceina de N-hidroxisuccinimida (NHS). El ligando
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de direccionamiento puede comprender un radical de un ligando de FAP8 o un ligando FAP que

comprende una estructura de:

N2
H

N
[ Ff
O&Q
N CN
FAP5

en donde ,_.g es el punto de unién al enlazador.
[0009] También se proporciona un adaptador biespecifico para uso con células CAR-T (p. ej.,
fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina) anti-fluoresceina en el tratamiento de cadncer que expresa
la proteina de activacion de fibroblastos (FAP) (p. ej., que expresa FAPa) y/o tumores que
expresan el antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA).
[0010] En ciertas realizaciones, el adaptador puede comprender fluoresceina-enlazador-ligando

FAP (p. ¢j., fluoresceina = fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina), en donde el ligando FAP es:

N2

H
FF

o
CN

y el enlazador comprende (o consiste esencialmente en, o consiste en) polietilenglicol (PEG), y

N
=0
Oﬁgpkw
H O
FAPS

en donde el adaptador puede ser una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo. El
enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) de PEG4 a PEG16. El
enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) PEG6. El enlazador
puede comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) PEG16. El ligando FAP puede

tener una estructura representada por la formula I-B:
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ARSI 555
T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O-, o
-S-:
R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN,
-CHO, -B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -
CO2H, -SO3H, -SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;
R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F,
Cl, Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo, y -S-C1-6alquilo;
R5, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo y halégeno; y
R9, R10y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, CI, Bre L.

[0011] El ligando FAP puede tener una estructura representada por la formula I-C:
R® O

o (C)
T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -
O-,0-S-;
R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -
CHO, -B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -
CO2H, -SO3H, -SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;
R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH,
F, Cl, Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo, y -S-C1-6alquilo;
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R5, R6, R7 y RS se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H,
alquilo y halégeno; y
R9, R10 y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -
C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Br e 1. El adaptador

biespecifico puede tener una de las estructuras mostradas en la FIG. 25.

[0012] Se proporciona otro adaptador biespecifico para uso con células CAR-T anti-fluoresceina
(p. €j., fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina) en el tratamiento de cancer que expresa FAP (p.
ej., que expresa FAPa), cuyo adaptador comprende fluoresceina-enlazador-ligando FAP (p. ¢j.,
fluoresceina =fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina), en donde el ligando FAP es o comprende
FAPS8 y el enlazador comprende (o consiste esencialmente en, o consiste en) PEG, y en donde el
adaptador puede ser una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo. El enlazador
puede comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) de PEG3 a PEG15. El enlazador
puede comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) PEG15. El enlazador puede

comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) PEG16. El ligando FAPS puede tener la

estructura:
R
Re X5 4R
0 Ry Ry
et
H 0
R R.
10 Ro 8 0] o
HN«R11
en donde:

0

O

monociclico o biciclico, de 5 a 10 miembros, funcionalizado, que opcionalmente comprende

representa un heterociclo que contiene N aromatico o no aromatico,

ademas de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -Cl, -Br,
-1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -Br, -1, -
C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl,

-Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-, (CH3)2CH-,
(CH3)3C-, -CH2Ph, y -CH2Ph sustituido;
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R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -Br,
-1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6
alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, CI-CI0 alquilo, C3-CI0 cicloalquilo,

0]
Ri7 Ris R17R1seH
™ TRie N%k
g R22
adamantil, O O Ry , arilo sustituido o no sustituido, arilo alquilo

2

C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

en donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, CI-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en H, D, halégeno, C1-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R—13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
hal6égeno, -OMe, CI-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR—23, en donde R23 se
selecciona del grupo que consiste en -H, -D, halégeno, CI-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R17,R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y

R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo,
dimetoxifenilo y arilo.

[0013] Un adaptador biespecifico puede comprender la  siguiente  estructura:
F—L—TL,

o una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

F comprende una fluoresceina, FITC 0 NHS-fluoresceina,
L comprende un enlazador, y
TL comprende un ligando de direccionamiento que comprende un radical de un ligando FAP o un

radical de un ligando PSMA.

[0014] El ligando de direccionamiento puede comprender un radical de un ligando FAPS8 o de

un ligando FAP que comprende una estructura de:
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[LI Nﬁ?ﬂ
H
N

=0
o% (5
o
FAP5

en donde ,_.g es el punto de unioén al enlazador.
[0015] El ligando de direccionamiento puede comprender un radical de un ligando FAPS5 que

comprende una estructura representada por la formula I-B:

en donde:

._.g es el punto de unién al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O-, o -S-

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI, Br,
I, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

RS, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-6

alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6 alquilo, F, CI, Bre L.
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[0016] El ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico puede comprender un radical

de un ligando FAPS5 que comprende una estructura representada por la formula I-C:

en donde:

._.g es el punto de unioén al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O-, o -S-

R1y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y RS se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre L.

[0017] El ligando de direccionamiento puede comprender un radical de un ligando FAP8 que

comprende una estructura:

en donde:
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(>

monociclico o biciclico, de 5 a 10 miembros, funcionalizado, que opcionalmente comprende

representa un heterociclo que contiene N aromdatico o no aromatico,

ademas de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -
Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -CI, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;

R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -CI, -
Br, -1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6
alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, CI-CIO alquilo, C3-CI0 cicloalquilo,

Riz, Rie RiRieH
,WRW ) N%
- Rz
O

. RooR21 . . . .
adamantilo, s O 20 s> arilo sustituido o no sustituido, arilo

alquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

en donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, halégeno, CI-C3
alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del grupo que consiste
en H, D, halégeno, Cl-C4 alquilo y Cl-C3 alcoxi;
R—13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, hal6geno,
-OMe, CI1-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR—23, en donde R23 se selecciona del grupo
que consiste en -H, -D, haldogeno, CI-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

9



70175-02

R17, R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; vy
R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo, dimetoxifenilo y
arilo.

[0018] En ciertas realizaciones, el ligando de direccionamiento comprende un radical de un
ligando PSMA y es PSMAL1 o DUPA.

[0019] El enlazador puede comprender o consistir esencialmente en polietilenglicol (PEG) o un
derivado de PEG, tales como, opcionalmente: de PEG3 a PEG16 y, opcionalmente, de PEG4 a
PEG15 o de PEG3 a PEG12; PEG12, PEG15, PEG16 o PEGI18; de PEG4 a PEG16; PEG16; de
PEG3 a PEG1S5; PEG15; de PEG3 a PEG12; PEG6; de PEG3 a PEGS; o PEG6.

[0020] El adaptador biespecifico puede ser para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina en
el tratamiento del cancer.

[0021] El adaptador biespecifico puede ser para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina en
el tratamiento de un cancer que expresa FAP, en donde opcionalmente el enlazador comprende o
consiste esencialmente en de PEG3 a PEG15 y, opcionalmente, PEG15.

[0022] El adaptador biespecifico puede ser para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina en
el tratamiento de un cancer que expresa PSMA, en donde opcionalmente el enlazador comprende
o consiste esencialmente en de PEG3 a PEGI12 y, opcionalmente, PEG6, o de PEG3 a PEGS8 y,
opcionalmente, PEG6.

[0023] En ciertas realizaciones, se proporciona un adaptador biespecifico para uso con una célula
CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer que expresa FAP, cuyo adaptador tiene o

comprende una de las siguientes estructuras:

:/\/n\[o(\/o\/\o/\/o\/\o/\/n ;fs OH
J 3
N
OH
FAPS-PEG4-FITC

Formula Quimica C64H65F2N110148
Peso Molecular: 1282.34

N}_‘ .
o ,{é
N
04"3\‘{
H 0 CN
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4
N\
N
FAPS-PEG6-FITC
N Formula Quimica C68H73F2N11016S

F
)—\ (\5': Peso Molecular: 1370.45
N

H
}../\/z m/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/ “\(’ /0“
/M

[ LY o MY ]

=
" o

NS
" FAPS-PEGS-FITC
OH
(;C Formula Quimica C72H81F2N11018S
sl Peso Molecular: 1458.56

o

- v

{ k /
[ N
0'4\")\/ o
" o

M H
N ~~(\,/°\/\°/\/°\/\0/\« O o N '°\/\°/\/°\/\°/\/"\[f' '{’"
H
) " [

Formula Quimica C8OH97F2N11012S
Peso Molecular: 1634,77

Q) FAP5-PEG12-FITC “ow

Y SO g O g O g N O g NG NN NN O g AN o~
oSl e
:_ﬁ . j3 ,k./(
' FAPS-PEG16-FITC on
rj/ Formula Quimica C88HI113F2N11026S
.-:'/ ¥ Peso Molecular: 1810,98
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o que comprende una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las estructuras

anteriores.
[0024] En ciertas realizaciones, se proporciona un adaptador biespecifico para uso con una célula

CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer que expresa FAP, cuyo adaptador tiene o

comprende una de las siguientes estructuras:

0
= O\/[L
o)
\N H N ~"No /\/O\/\N H
FAP8-PEG3-FITC

Formula Quimica CS8HS7F2N70O16S
Peso Molecular: 1178,18

-

MeO o F e
O ’\/:%Q/O\)OLH/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/NIS HO
SN O )
FAP8-PEGS-FITC & © O
[o}

Férmula Quimica C68H77F2N7021S y
Peso Molecular: 1398.45

MeO o F £
MeO’O/\ N N
¢ Ao 0
H
&j/o\)l\u/\/O\/\O/\/O\/\o/\/o\/\of\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/N\[75 HO,
X HN
" -
FAP8-PEG12-FITC o
Formula Quimica C76H93F2N70258 o O

Peso Molecular: 1574,66 ¢
HO
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F
MeQ,
el o o4¥
MeO N N 0 g
° R0 ) s
o
° o o o O O
%@«C’JNNO\AONO\/\O/\/"\/\O/\/O\/\O/\/ N e \/\u N
H

N
N

FAP8-PEG15-FITC
Formula Quimica C82H105F2N7028S
Peso Molecular: 1706,82

2

o que comprende una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las estructuras
anteriores.

[0025] En ciertas realizaciones, se proporciona un adaptador biespecifico para uso con una célula
CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer PSMA, cuyo adaptador tiene o comprende

una de las siguientes estructuras:

Jﬁ th\: o DUPA-FITC
N s
N ll/\HJj/ %
Ph

DUPA-PEG3-FITC

Ph
R /\)L

o} || COH

(o]

= Ph._
o o, H* H/\/ \/\O/\/ \/\O/\/ \/\O N/\/ \[(\H)'j \[]/\/W\H)}ﬂ\/j; Tr OH
H o] o] O
Ph OH
O~ OH

DUPA-PEGE-FITC
>

s o HFh\: o o W@
AL o o o o ~ A N N FROAY
0,C H ﬁ/\/ ~ NN N N NN N TN N N NN TI/\H WH T OH
H
°© Ph © [0} OI-P

DUPA] PEG12 FITC

oBeN ol
0P Fo.e H)LH/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O N/\/“\[(\N% TN Jvi OH
Q OFP
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OH
O <
PSMAL1-FITC
o__/“ON 5 o VO
P 2
oo P
Panrg
H o 0O W
N
/ \%(\/

C

T,

J\NH

o comprende una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las anteriores.
[0026] En ciertas realizaciones, se proporciona un adaptador biespecifico para uso con una célula
CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer que expresa PSMA, cuyo adaptador tiene

la estructura:

f;,' HN
O%;NH

T
Q
445“”
IZ>=
I=
o)
T

o es una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.
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[0027] En ciertas realizaciones, se proporciona un adaptador biespecifico para uso con una célula
CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer que expresa PSMA, cuyo adaptador tiene

la estructura:

OH

(C

O
o
g Q ™~ 0 o} o]
H H H HH HH
o C'Dz H%‘I\ﬁf‘vo\/\oﬁvo\/\o/\\/o\/“\o/\)\;mN\n/\u NWH + N\n/N OH
H H 0 Ph © o) f:."H0
O "0OH )

o es una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0028] También se proporciona una composicion farmacéutica para el tratamiento de un cancer
que expresa FAP (p. ¢j., que expresa FAPa) que comprende un adaptador biespecifico descrito
anteriormente y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
[0029] En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer
comprende cualquiera de los adaptadores biespecificos descritos en el presente documento y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
[0030] También se proporciona una combinacion de adaptadores biespecificos para uso con
células CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento del cancer. En ciertas realizaciones, la
combinacion comprende:

(1) un primer adaptador biespecifico que comprende cualquier adaptador biespecifico
descrito en el presente documento o una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde el ligando de direccionamiento del primer adaptador biespecifico comprende un radical

de un ligando FAPS o de un ligando que tiene una féormula de:
N~
H
N O
/0 Fr
O:Kjw Q
N T CN
FAP5

en donde m% es el punto de union al enlazador; y
(i1) un segundo adaptador biespecifico que comprende la siguiente estructura:
F—L_—TL,

o una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:
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F comprende una fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina,

L comprende un enlazador, y

TL comprende un ligando de direccionamiento que comprende un radical de un ligando
FR o un ligando PSMA.
[0031] I radical del ligando FAP del primer adaptador biespecifico de la combinacion puede tener

una estructura representada por la formula I-B:

N 6 o5 R4
) R re
O

(I-B)

en donde:

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O-, o -S-

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, Cl, Br,
I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

RS, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre [; o

una estructura representada por la féormula I-C:

R® O
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en donde:

,__g es el punto de unién al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O-, o -S-

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halogeno; y

R9, R10y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-6
alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6 alquilo, F, Cl, Bre I; o

una estructura representada que comprende la siguiente formula:

R
Re 35 4R
@) R
S\ N <R
I a'a il
R R
10 Rg 8 O 5
HNHR

en donde:

O

(Y

monociclico o biciclico, de 5 a 10 miembros, funcionalizado, que opcionalmente comprende

representa un heterociclo que contiene N aromatico o no aromatico,

ademas de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -
Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;
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R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-
6 alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, CI-CI0 alquilo, C3-CIO0 cicloalquilo,

Riz Ris RiRieH
,»\ﬁ_(Rw ) N%
- Rz
O

. R,oR21 . . . .
adamantil, s O 20 » arilo sustituido o no sustituido, arilo

alquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

en donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, CI-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en H, D, halégeno, C1-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R—13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, halégeno,
-OMe, CI1-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR—23, en donde R23 se selecciona del grupo
que consiste en -H, -D, halégeno, C1-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R17,R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y

R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo, dimetoxifenilo y
arilo.

[0032] El ligando de direccionamiento del segundo adaptador biespecifico, o una sal o un hidrato
farmacéuticamente aceptable del mismo, de la combinacidon puede comprender un radical de un
ligando PSMA. El enlazador del primer adaptador biespecifico de la combinacion puede
comprender o consistir esencialmente en PEG.

[0033] El ligando de direccionamiento puede ser o comprender PSMAL1 o DUPA.

[0034] El ligando de direccionamiento del segundo adaptador biespecifico de la combinacién es
un radical de un folato o un fragmento funcional o anélogo del mismo.

[0035] El folato puede ser folato, dihidrofolato, tetrahidrofolato, 5,10-metilentetrahidrofolato
(5,10-MTHF), 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) o raltitrexed.

[0036] El ligando PSMA puede ser DUPA y el enlazador puede comprender o consistir

esencialmente en PEG o un derivado de PEG, tales como, opcionalmente: de PEG3 a PEGI2 y,
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opcionalmente, PEG6; de PEG3 a PEG16 y, opcionalmente, de PEG4 a PEG15 o de PEG3 a
PEG12; PEG12, PEG15, PEG16 0 PEG18; de PEG4 a PEG16 y, opcionalmente, PEG16; de PEG3
a PEG15 y, opcionalmente, PEG15; de PEG3 a PEGS y, opcionalmente, PEG6.

[0037] La combinacion puede utilizarse con una célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento
del cancer. La combinacion puede utilizarse con una célula CAR-T anti-fluoresceina en el
tratamiento de un cancer que expresa FAP. La combinacion puede utilizarse con una célula CAR-
T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer que expresa PSMA. La combinacion puede
utilizarse con una célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un céncer que expresa
folato. El primer y el segundo adaptador biespecifico de la combinacion pueden formularse en
composiciones farmacéuticas separadas.

[0038] Ademas, se proporciona un método de tratamiento de un cancer que expresa FAP (p. ¢j.,
que expresa FAPa) en un sujeto, cuyo método comprende administrar al sujeto cantidades eficaces
para el tratamiento del cancer de (i) células CAR-T anti-fluoresceina (p. ej., fluoresceina, FITC o
NHS-fluoresceina) o una composicion farmacéutica que comprende las mismas y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, y (ii) un adaptador biespecifico aqui descrito o una
composicion farmacéutica que comprende el mismo y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, con lo cual el sujeto es tratado del cancer.

[0039] EI CAR puede tener una region de reconocimiento y la region de reconocimiento es una
region de fragmento variable de cadena unica (scFv) de un anticuerpo anti-fluoresceina (p. ej.,
fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina). En ciertas realizaciones, el CAR tiene un dominio
coestimulador y el dominio coestimulador es CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278
(ICOS). El CAR puede tener un dominio de sefializaciéon de activacion y el dominio de
sefalizacion de activacion es una cadena CD3( de célula T o una y del receptor Fc .

[0040] En los métodos del presente documento, (i) y (i1) pueden administrarse simultineamente
o secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias. Ademas, opcionalmente,
(1) y (i1) del método pueden administrarse por via intravenosa.

[0041] En ciertas realizaciones, se proporciona un método de tratamiento del cdncer en un sujeto,
cuyo método comprende administrar al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer
de: (1) células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende células
CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii) cualquier
adaptador biespecifico descrito en el presente documento, una composicion farmacéutica descrita
en el presente documento, o cualquier combinacion descrita en el presente documento; con lo cual
el sujeto es tratado del cancer.

[0042] EI CAR del método puede comprender: una region de reconocimiento que comprende una

region de fragmento variable de cadena Unica (scFv) de un anticuerpo anti-fluoresceina; un
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dominio coestimulador y el dominio coestimulador es CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o
CD278 (ICOS); y/o un dominio de sefalizacion de activacion que es una cadena CD3( de célula
T o una y del receptor Fc vy.

[0043] La fluoresceina del adaptador biespecifico del método puede unirse a la célula CAR-T
anti-fluoresceina con afinidad al exponerse a la misma, y el ligando de direccionamiento del
adaptador biespecifico enlaza la célula CAR-T anti-fluoresceina unida a una célula cancerosa
objetivo o a un fibroblasto asociado al cancer (CAF) cuando el ligando de direccionamiento del
adaptador biespecifico se une con afinidad a un receptor en dicha célula cancerosa objetivo o CAF.
El receptor en la célula cancerosa objetivo o en el CAF puede ser una FAP sobreexpresada, un
PSMA sobreexpresado y/o un FR.

[0044] En ciertas realizaciones, (i) y (i) del método se administran simultanea o secuencialmente,
en cualquier orden, por la misma o diferentes vias. El paso (ii) del método puede comprender
cualquiera de las combinaciones descritas en el presente documento y el primer y el segundo
adaptador biespecifico pueden administrarse al sujeto simultdneamente por la misma o diferentes
vias.

[0045] En ciertas realizaciones, el paso (ii) del método comprende cualquiera de las
combinaciones descritas en el presente documento y el primer y el segundo adaptador biespecifico
se administran al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias.
[0046] Los pasos (i) y (i1) del método pueden administrarse cada uno por via intravenosa, por
ejemplo.

[0047] El cancer puede ser un cancer que expresa FAP y al menos un adaptador biespecifico del
paso (ii) puede comprender un radical de un ligando FAP.

[0048] En ciertas realizaciones del método, el cancer es un cancer que expresa PSMA y al menos
un adaptador biespecifico del paso (ii) del método comprende un radical de un ligando PSMA.
[0049] EI cancer puede ser un cancer que expresa FR y el paso (ii) del método puede comprender
cualquier combinacion descrita en el presente documento.

[0050] También se proporciona un método de tratamiento de un céncer que expresa FAP en un
sujeto. Dicho método puede comprender administrar al sujeto cantidades eficaces para el
tratamiento del cancer de (i) células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica
que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable; y (i1) cualquiera de los adaptadores biespecificos o composiciones farmacéuticas
descritos en el presente documento, con lo cual el sujeto es tratado del cancer.

[0051] El CAR puede tener una region de reconocimiento y la region de reconocimiento es una
region scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina. EI CAR puede comprender: un dominio

coestimulador y el dominio coestimulador es CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278
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(ICOS); y/o un dominio de sefializacion de activacion y el dominio de sefializacion de activacion
es una cadena CD3( de célula T o una vy del receptor Fc y.

[0052] También se proporciona un método de tratamiento del cancer en un sujeto, cuyo método
comprende administrar al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de: (i) células
CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-
fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii) cualquiera de las
combinaciones descritas en el presente documento; con lo cual el sujeto es tratado del cancer. El
CAR puede comprender: una regioén de reconocimiento que comprende una region scFv de un
anticuerpo anti-fluoresceina; un dominio coestimulador y el dominio coestimulador es CD28,
CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278 (ICOS); y/o un dominio de sefializacion de activacion
que es una cadena CD3({ de célula T o una y del receptor Fc v.

[0053] En ciertas realizaciones del método, los pasos (i) y (ii) se administran simultdnea o
secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias. El primer y el segundo
adaptador biespecifico de la combinacion pueden administrarse al sujeto simultaneamente por la
misma o diferentes vias. El primer y el segundo adaptador biespecifico de la combinacion pueden
administrarse al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias. En
ciertas realizaciones del método, los pasos (i) y (ii) se administran cada uno por via intravenosa.
[0054] Los métodos del presente documento pueden comprender ademas la obtencion de
imagenes del cancer en el sujeto. La obtenciéon de imagenes del cancer puede comprender
imagenologia Optica, tomografia por emision de positrones (PET) o tomografia computarizada
por emision de foton unico (SPECT).

[0055] El cancer puede ser cancer de ovario, cancer endometrial, cdncer de mama, glioma—tal
como, opcionalmente, glioma en estadio 3-4, o carcinoma de células renales de células clarastal
como, opcionalmente, carcinoma de células renales de células claras en estadio 3-4.

[0056] También se proporciona un método para potenciar la activacion de células CAR-T. En
ciertas realizaciones, dicho método comprende: proporcionar un adaptador biespecifico del
presente documento, una composicion farmacéutica del presente documento o una combinacion
del presente documento; y exponer células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion
farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable al adaptador biespecifico, a la composicion farmacéutica o a la
combinacion; en donde la célula CAR-T experimenta una activacion aumentada tras la exposicion
en comparacion con una célula CAR-T no expuesta al adaptador biespecifico. Las células CAR-
T anti-fluoresceina pueden estar en la circulacion sistémica de un sujeto cuando se exponen al

adaptador biespecifico.
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[0057] Ademas, se proporciona un kit. El kit puede comprender (i) un adaptador biespecifico
descrito anteriormente o una composicion farmacéutica que comprenda el mismo y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, y (ii) unas células CAR-T anti-fluoresceina (p. ej.,
fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina) o una composicion farmacéutica que comprenda las
mismas y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0058] En ciertas realizaciones, el kit comprende: (i) al menos una unidad de dosis de cualquiera
de los adaptadores biespecificos descritos en el presente documento, una composicion
farmacéutica descrita en el presente documento, o cualquiera de las combinaciones descritas en el
presente documento; y (i1) al menos una unidad de dosis de unas células CAR-T anti-fluoresceina
0 una composicion farmacéutica que comprenda células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; en donde (i) y (ii) estdn opcionalmente en recipientes

separados.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS O FIGURAS
[0059] Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion resultaran
mas evidentes cuando se consideren junto con la siguiente descripcion y los dibujos, en donde:
[0060] FIG. 1 muestra graficos de proteina de activacion de fibroblastos (FAP)-isotiocianato de
fluoresceina (FITC), concentracion (nmol/L) vs. intensidad media de fluorescencia (MFI) de FITC
para FAPS5 KD sobre FAP humano (izquierda) y FAP murino (derecha).
[0061] FIG. 2A es un grafico de ligando vs. MFI (aloficocianina (APC)), que muestra la
exposicion de FITC. Células recubiertas con FAP-FITC se tifieron con un anticuerpo anti-FITC
que tiene una sefial APC para medir la MFI de APC, que representa la exposicion de FITC.
[0062] FIG. 2B es un grafico de ligando vs. FITC (MFI), que muestra Bmax en MDA-MB231-
hFAP.
[0063] FIG. 3 es un grafico de concentracion de FAPS-FITC (nmol/L) vs. FITC (MFI), que
muestra los resultados de un ensayo de afinidad de union.
[0064] FIG. 4A es un grafico de concentracion de FAPS5-FITC (nM) vs. % de lisis.
[0065] FIG. 4B s un grafico de concentracion de FAP5-FITC (nM) vs. interferon gamma (IFNy)
(pg/ml).
[0066] FIG. 5A es un grafico de dias tras la inyeccion de células CAR-T vs. volumen tumoral
(mm3) para tamafio tumoral agrupado.
[0067] FIG. 5B es un grafico de dias tras la inyeccion de células CAR-T vs. volumen tumoral
(mm3) para control de enfermedad de tumor Unico.
[0068] FIG. 5C es un grafico de dias tras la inyeccion de células CAR-T vs. volumen tumoral

(mm3) para tumor Unico solo CAR-T.
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[0069] FIG. SD es un grafico de dias tras la inyeccion de células CAR-T vs. volumen tumoral
(mm3) para tumor tnico FAP5-PEG16-FITC.

[0070] FIG. SE FIG. 5E es un grafico de dias tras la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3) para tumor tnico FAP8-PEG15-FITC.

[0071] FIG. SF es un grafico de barras de grupos control y de tratamiento vs. % de células
hCD3+/total de células vivas.

[0072] FIG. 6A son graficos de concentracion de FAP-FITC (nM) vs. MFI (FITC), que muestran
la afinidad de unién de FAP8-FITC con enlazadores de PEG de diferente longitud a hFAP.
[0073] FIG. 6B es un grafico de concentraciéon de FAP-FITC (nM) vs. MFI (FITC), que muestra
la afinidad de unién de FAPS-FITC con enlazadores de PEG de diferente longitud a mFAP.
[0074] FIG. 6C es un grafico de FITC que muestra los resultados normalizados al modo (sin
tincion vs. FAP8-PEG—8—-FITC, FAP8-PEG—12—-FITC y FAP8-PEG—15—-FITC).

[0075] FIG. 7A es un grafico de anti-FITC APC que muestra los resultados normalizados al modo
(sin tincion vs. aFITC-APC, FAP8-PEG8-FITC, FAP8-PEG12-FITC y -PEG15-FITC).

[0076] FIG. 7B es un grafico que muestra la exposicion de FITC de FAP8-FITC con enlazadores
de PEG de diferente longitud mediante anticuerpo aFITC-APC (media geométrica).

[0077] FIG. 7C es un grafico de dias tras la inyeccion de células CAR-T vs. volumen tumoral
(mm3).

[0078] FIG. 7D es un grafico de barras de grupos control y de tratamiento vs. % de células
hCD3+/total de células vivas.

[0079] FIG. 8A son graficos de horas vs. area de superficie mCh+ (um2), que muestran la
eliminacion de MDA-hFAP por adaptadores FAP8-FITC con enlazadores de PEG de diferentes
longitudes bajo condiciones de cocultivo con adaptador.

[0080] FIG. 8B es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nM) vs. % de lisis total a las 68
horas de cocultivo, que muestra la eliminacion de MDA-hFAP por 4M5.3 para adaptadores FAPS-
FITC con enlazadores de PEG de diferente longitud.

[0081] FIG. 8C es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nM) vs. IFNy (pg/ml), que muestra
la liberacion de citocinas a las 68 horas.

[0082] FIG. 8D son graficos de horas vs. area de superficie mCh+ (um2), que muestran la
eliminacion de MDA-hFAP por adaptadores FAPS-FITC con enlazadores de PEG de diferentes
longitudes bajo condiciones de lavado del adaptador.

[0083] FIG. 8E es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nM) vs. % de lisis total, que
muestra la eliminacion de MDA-hFAP por células CAR-T 4MS5.3 y adaptadores FAPS-FITC con

enlazadores de PEG de diferentes longitudes bajo condiciones de lavado a las 68 horas.
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[0084] FIG. 8F es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nM) vs. IFNy (pg/ml), que muestra
la liberacion de citocinas a las 68 horas.

[0085] FIG. 9A es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nm) vs. MFI (FITC), que muestra
la comparacion de unién de FAPS-PEG15-FITC y FAP5-PEG16-FITC a células MDA-MB-231
que sobreexpresan hFAP.

[0086] FIG. 9B es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmole/L) vs. MFI (FITC), que
muestra la comparacion de union de FAP8-PEG15-FITC y FAP5-PEG16-FITC a células MDA -
MB-231 que sobreexpresan mFAP.

[0087] FIG. 10A es un grafico de anti-FITC APC que muestra los resultados normalizados al
modo (sin tincion, solo aFITC-APC, FAPS8-PEG—15—-FITC y FAP5-PEG—16—-FITC).

[0088] FIG. 10B es un grafico que muestra la exposicion de FITC de FAP8-FITC con enlazadores
de PEG de diferente longitud mediante anticuerpo aFITC-APC (media geométrica).

[0089] FIG. 11 es un grafico de tiempo tras la incubacion (h) vs. MFI (APC), que compara la
disociacion de FAP8-PEG16-FITC, FAP8-PEG12-FITC, FAPS-PEG15-FITC y FAP5-PEG16-
FITC.

[0090] FIG. 12A son graficos de horas vs. area de superficie mCh+ (um2), que muestran la
eliminacion de MDA-hFAP por adaptadores FAPS-PEG15-FITC y FAP5-PEG16-FITC bajo
condiciones de cocultivo con adaptador y de lavado de adaptador.

[0091] FIG. 12B son graficos de concentracion de FAP-FITC (nM) vs. % de lisis total (izquierda)
o IFNy (pg/ml) (derecha) para FAP8-PEG15-FITC y FAP5-PEG16-FITC bajo condiciones de
cocultivo con adaptador y de lavado de adaptador.

[0092] FIG. 13A es un grafico de barras de grupos control y de tratamiento vs. % de células
hCD3+/total de células vivas.

[0093] FIG. 13B es un grafico de barras de grupos control y de tratamiento vs. IFNy (pg/ml).
[0094] FIG. 14 es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. cambio de
peso (%).

[0095] FIG. 15A es un grafico de barras de adaptadores FAP-FITC con longitudes crecientes de
enlazador PEG vs. MFI (anti-FITC APC).

[0096] FIG. 15B es un grafico de barras de adaptadores FAP-FITC con longitudes crecientes de
enlazador PEG vs. FITC (MFI).

[0097] FIG. 16A es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. % de lisis total.
[0098] FIG. 16B es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. IFNy (pg/ml).
[0099] FIG. 17A es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. % de lisis total.
[0100] FIG. 17B es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. IFNy (pg/ml).

[0101] FIG. 18A es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. % de lisis total.
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[0102] FIG. 18B es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. IFNy (pg/ml).
[0103] FIG. 19A s un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0104] FIG. 19B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3).

[0105] FIG. 19C es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0106] FIG. 19D es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0107] FIG. 19E es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3).

[0108] FIG. 19F es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0109] FIG. 20A es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. IFNy (pg/ml).

[0110] FIG. 20B es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. recuento CAR+/ul de sangre.
[0111] FIG. 21A es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. [FNy (pg/ml).

[0112] FIG. 21B es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. recuento CAR+/ul de sangre.
[0113] Fig. 22A es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. IFNy (pg/ml).

[0114] FIG. 22B es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. recuento CAR+/ul de sangre.
[0115] FIG. 23A es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. [FNy (pg/ml).

[0116] FIG. 23B es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. recuento CAR+/ul de sangre.
[0117] FIG. 24 es un grafico de grupos control y de tratamiento vs. células CAR+/50.000 células
vivas.

[0118] FIG. 25 muestra estructuras de adaptadores biespecificos.

[0119] FIG. 26A es un grafico de dias tras la inyeccion de CAR-T vs. volumen tumoral (mm3),
que compara FAP5-PEG—16-FITC y FAP8-PEG15-FITC.

[0120] FIG. 26B es un grafico de dias tras la inyeccion de CAR-T vs. volumen tumoral (mm3)
para control de enfermedad de tumor tnico.

[0121] FIG. 26C es un grafico de dias tras la inyeccion de CAR-T vs. volumen tumoral (mm3)
para tumor tnico solo CAR-T.

[0122] FIG. 26D es un grafico de dias tras la inyeccion de CAR-T vs. volumen tumoral (mm3)
para tumor unico FAP5-PEG16-FITC.

[0123] FIG. 26E es un grafico de dias tras la inyeccion de CAR-T vs. volumen tumoral (mm3)
para tumor tnico FAP8-PEG15-FITC.
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[0124] FIG. 27 es un grafico de grupo de tratamiento vs. % de células hCD3+/total de células
vivas.

[0125] FIG. 28 muestra estructuras quimicas de DUPA-FITC (4cido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico (DUPA) enlazado a isotiocianato de fluoresceina (FITC))
con diferentes enlazadores PEG 'y la estructura quimica de (((S)-5-amino-1-
carboxipentil)carbamoil)-L-glutamico (PSMALT1).

[0126] FIG. 29 es un grafico de [FL-DUPA] (nM) vs. intensidad media de fluorescencia (MFI)
de FITC, que muestra los efectos de la longitud del enlazador sobre la afinidad de unién a PSMA.
[0127] FIG. 30 es un grafico de linea celular vs. MFI de APC-anti-PSMA.

[0128] FIG. 31A es un grafico de DUPA-FITC con diferentes enlazadores PEG en células MDA -
PSMA vs. MFI de FITC.

[0129] FIG. 31B es un grafico de DUPA-FITC con diferentes enlazadores PEG en células MDA -
PSMA vs. MFI de APC-anti-FITC.

[0130] FIG. 32A es un grafico de [DUPA-FITC] (nm) vs. lisis (%), que muestra la citotoxicidad
mediada por FITC-PEG-DUPA de células CAR-T anti-FITC sobre células HOS-143b-PSMA.
[0131] FIG. 32B es un grafico de [DUPA-FITC] (nm) vs. IFNy (pg/ml), que muestra la liberacion
de IFNy mediada por FITC-PEG-DUPA de células CAR-T anti-FITC cuando se cocultivan con
células HOS-PSMA.

[0132] FIG. 32C es un grafico de [DUPA-FITC] (nm) vs. lisis (%), que muestra la citotoxicidad
mediada por FITC-PEG-DUPA de células CAR-T anti-FITC sobre células LNCap.

[0133] FIG. 32D s un grafico de [DUPA-FITC] (nm) vs. IFNy (pg/ml), que muestra la liberacion
de IFNy mediada por FITC-PEG-DUPA de células CAR-T anti-FITC cuando se cocultivan con
células LNCap.

[0134] FIG. 32E es un grafico de [DUPA-FITC] (nm) vs. lisis (%), que muestra la citotoxicidad
mediada por FITC-PEG-DUPA de células CAR-T anti-FITC sobre células 22Rv1.

[0135] FIG. 32F es un grafico de [DUPA-FITC] (nm) vs. IFNy (pg/ml), que muestra la liberacion
de IFNy mediada por FITC-PEG-DUPA de células CAR-T anti-FITC cuando se cocultivan con
células 22Rv1.

[0136] FIG. 33A muestra el protocolo utilizado en el Ejemplo 33.

[0137] FIG. 33B s un grafico de horas post-inyeccion vs. rad media (fotones/s/cm2/sr).

[0138] FIG. 34A muestra la linea de tiempo y el esquema de dosificacion del estudio in vivo del
Ejemplo 8 para probar DUPA-FITC con diferentes enlazadores PEG.

[0139] FIG. 34B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen

tumoral (mm3).
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[0140] FIG. 34C es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. cambio de
peso (%).

[0141] FIG. 35 es un grafico de [ligando PSMA-FITC] (nm) vs. DUPA-PEG6-FITC.

[0142] FIG. 36A muestra imagenes de confocal.

[0143] FIG. 36B muestra datos de citometria de flujo.

[0144] FIG. 36C muestra datos de citometria de flujo.

[0145] FIG. 37A muestra [ligando PSMA-FITC] (nM) vs. lisis (%).

[0146] FIG. 37B muestra [ligando PSMA-FITC] (nM) vs. IFNy (pg/ml).

[0147] FIG. 38 muestra el protocolo utilizado en el Ejemplo 38 e imagenes fluorescentes en los
tiempos indicados de ratones portadores de tumor MDA-PSMA inyectados por via intravenosa
con los adaptadores indicados a 500 nmol/kg.

[0148] FIG. 39 muestra el protocolo utilizado en el Ejemplo 39 y FITC total y FITC de superficie
para tumores MDA-MB-231 PSMA para los adaptadores indicados a las 48 horas post-inyeccion.
También se muestran los resultados a las 144 horas post-inyeccion con PSMALI1-PEG6-FITC.
[0149] FIG. 40A muestra el protocolo utilizado en el Ejemplo 14.

[0150] FIG. 40B muestra un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs.
volumen tumoral (mm3).

[0151] FIG. 40C muestra un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs.
cambio de peso (%).

[0152] FIG. 41A muestra el protocolo utilizado en el Ejemplo 15.

[0153] FIG. 41B muestra un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs.
volumen tumoral (mm3).

[0154] FIG. 41C muestra un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs.
cambio de peso (%).

[0155] FIG. 42A es una representacion grafica de una particula lentiviral TagCAR, que contiene
glucoproteina cocal y una proteina de fusion multidominio compuesta por un scFV anti-CD3
intercalado entre proteinas coestimuladoras.

[0156] FIG. 42B son graficos de flujo representativos una hora después de la incubacién de
células mononucleares de sangre periférica con particulas lentivirales TagCAR, donde un
anticuerpo anti-cocal se utiliza para detectar la unidon de particulas lentivirales TagCAR a las
células.

[0157] FIG. 42C muestra el porcentaje medio (= SEM) y gMFI de cocal en subconjuntos de
células inmunes circulantes tras la incubacion de células mononucleares de sangre periférica

(PBMC) con particulas lentivirales TagCAR.
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[0158] FIG. 42D muestra la media (= SEM) del porcentaje CD25+ (activacion) y TagCAR+
(transduccion) de células T CD3+ en los dias 3 y 7 tras la transduccion de células mononucleares
de sangre periférica con particulas lentivirales TagCAR, respectivamente.

[0159] FIG. 43A es una representacion grafica de un ensayo de competencia para definir una
interaccion ligando-FITC/TagCAR, donde células T TagCAR se incuban con niveles saturantes
de FL-AF647, que luego se compite mediante concentraciones crecientes de ligando FITC.
[0160] FIG. 43B muestra la intensidad media de fluorescencia (MFI) de FL-AF647 en células T
TagCAR+ en presencia de concentraciones crecientes de PSMAL1-PEG6-FITC o del control de
antigeno unicamente, fluoresceina sodica (NaFL).

[0161] FIG. 43D es un grafico que muestra la constante media de inhibicion calculada (Ki) de
NaFL y PSMALI-PEG6-FITC (triplicados = células T TagCAR derivadas de diferentes
donantes).

[0162] FIG. 44A es una representacion grafica del uso de anticuerpo anti-fluoresceina para
detectar antigeno de fluoresceina de superficie (SurfaceTag) en células tumorales MDA-MB-231.
[0163] FIG. 44B muestra los niveles de SurfaceTag (MFI de APC) tras la incubacién de células
tumorales MDA-MB-231 que sobreexpresan PSMA (PSMA+) o tipo silvestre (PSMA-) con
PSMALI1-PEG6-FITC.

[0164] FIG. 45A es un grafico que muestra el crecimiento tumoral medio (= SEM) normalizado
en presencia de células T TagCAR con PSMALI1-PEG6-FITC a lo largo del tiempo.

[0165] FIG. 45B muestra los niveles medios (= SEM) de citocinas (izquierda, IFNy; derecha, IL-
2) en sobrenadantes de cultivo 24 horas después de la adicion de células T TagCAR vy a diferentes
concentraciones de PSMAL1-PEG6-FITC a células tumorales MDA-MB-231 que sobreexpresan
PSMA.

[0166] FIG. 45C muestra el porcentaje medio (= SEM) de células TagCAR+ tras 88 horas de
cocultivo con células tumorales MDA-MB-231 que sobreexpresan PSMA y diferentes
concentraciones de PSMAL1-PEG6-FITC.

[0167] FIG. 45D muestra el porcentaje CD25+ de células T CD3+ TagCAR+ y TagCAR- tras 88
horas de cocultivo con células tumorales MDA-MB-231 que sobreexpresan PSMA y diferentes
concentraciones de PSMAL1-PEG6-FITC.

[0168] FIG. 46A muestra una serie de graficos de dia vs. volumen tumoral (mm3) para tamafio
tumoral agrupado (grupo 4M5.3), control de enfermedad de tumor inico, tumor tnico solo células
CAR-T 4M5.3 y tumor nico 4M5.3 y FAP5-PEGS-FITC.

[0169] FIG. 46B muestra una serie de graficos de dia vs. volumen tumoral (mm3) para tamafo
tumoral de grupo (grupo E2), control de enfermedad de tumor tnico, tumor unico solo células

CAR-T E2 y tumor tnico E2 y FAP5-PEGS-FITC.
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[0170] FIG. 46C es un grafico de dia vs. cambio de peso (%), que muestra el peso de los ratones
a lo largo del tratamiento.

[0171] FIG. 47A es un grafico de concentracion de FAP5-PEG16-FITC vs. % de lisis total, que
muestra los resultados de citometria de flujo durante 24 horas de cocultivo del asesinato in vitro
de células MDA-MB-231-hFAP por células CAR-T 4M5.3 (E:T =1:1).

[0172] FIG. 47B es un grafico de horas vs. UA, que muestra los resultados de Incucyte de un
ensayo de asesinato in vitro de células MDA-MB-231-hFAP por células CAR-T 4M5.3 durante
68 horas de cocultivo (E:T = 1:1).

[0173] FIG. 48A es un grafico de dia vs. volumen tumoral (mm3), que muestra el efecto del
tratamiento sobre el tamafio del tumor.

[0174] FIG. 48B es un grafico de dia vs. cambio de peso (%), que muestra el efecto del
tratamiento sobre el peso corporal de los ratones.

[0175] FIG. 48C muestra graficos de tratamiento vs. recuento de hCD3+/uL de sangre y
tratamiento vs. hIFNy (pg/ml).

[0176] FIG. 48D muestra un grafico de tratamiento vs. hCD3+/célula viva (%).

[0177] FIG. 48E muestra un diagrama de un disefio experimental, un grafico de dias posteriores
a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen tumoral (mm3), un grafico de tratamiento vs. células
T hCD3+/total de células tumorales (%) y un gréfico de tratamiento vs. hIFNy (pg/ml).

[0178] FIG. 48F muestra laminas de inmunohistoquimica (IHC), en las que los CAF se tifieron
usando anti-alfa actina de musculo liso de ratén (un marcador de CAF) y las células cancerosas
se tifieron con anti-Ki67 de ratdbn como marcador de proliferacion de células cancerosas.

[0179] FIG. 49A muestra un esquema de dosificacion para la terapia combinada con FAPS5-
PEG—8—-FITC y DUPA-PEG6-FITC.

[0180] FIG. 49B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3), que muestra el crecimiento tumoral HOS-PSMA4+.

[0181] FIG. 49C es un grafico de tratamiento vs. recuentos de células T humanas/ul, que muestra
los recuentos de células T humanas en sangre.

[0182] FIG. 49D son graficos de tratamiento vs. células T humanas CD3-+/células vivas (%), que
muestran recuentos de células T humanas en tumores HOS-PSMA (izquierda) y h-IFNy en sangre
de ratén (derecha).

[0183] FIG. 50 muestra un esquema de dosificacion para la terapia combinada con FAPS-
PEG—8—-FITC y DUPA-PEG6-FITC, graficos de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-
T vs. tamafio tumoral (mm3) para DUPA-PEG6-FITC solo y DUPA-PEG6-FITC en combinacion
con FAP5-FITC, y un grafico de tratamiento vs. recuento de células T humanas/uL de sangre, que

muestra recuentos de células T humanas en sangre al dia 29.
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[0184] FIG. 51A muestra la linea de tiempo y el esquema de dosificacion de un estudio in vivo
para probar Aza-PEG6-FITC y orthoCAL-PEG6-FITC en combinacion con EC17.

[0185] FIG. 51B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3), que muestra las curvas de crecimiento tumoral de diferentes grupos de
tratamiento. Aza-PEG6-FITC en combinacion con ECI17 inhibi6o significativamente el
crecimiento de tumores KB. OrthoCAL-PEG6-FITC en combinacion con EC17 también mostrd
una inhibicion ligeramente mejor del crecimiento de tumores KB.

[0186] FIG. 51C es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. cambio de
peso (%), que muestra los cambios de peso corporal de ratones en diferentes grupos de tratamiento.
Aza-PEG6-FITC y EC17 indujeron pérdida de peso en ratones.

[0187] FIG. 52A muestra la linea de tiempo y el esquema de dosificacion de un estudio in vivo
para probar diferentes adaptadores biespecificos CAIX.

[0188] FIG. 52B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3), que muestra las curvas de crecimiento tumoral de diferentes grupos de
tratamiento. Aza-PEG6-FITC en combinacion con FAP8-PEG18-FITC inhibié ligeramente el
crecimiento de tumores KB. La eficacia fue similar a la combinacion de EC17 y FAP8-PEG18-
FITC. OrthoCAL-PEG6-FITC en combinacion con FAP8-PEG18-FITC mostrdé mejor eficacia en
la inhibicién del crecimiento de tumores KB.

[0189] FIG. 52C es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. cambio de
peso (%), que muestra los cambios de peso corporal de ratones en diferentes grupos de tratamiento.
Todas las combinaciones no indujeron pérdida de peso corporal significativa en los ratones
tratados.

[0190] FIG. 53A muestra la linea de tiempo y el esquema de dosificacion de un estudio in vivo.
[0191] FIG. 53B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3), que muestra las curvas de crecimiento tumoral de diferentes grupos de
tratamiento. Aza-PEG6-FITC en combinacion con FAP8-PEG18-FITC y EC17 tiene una eficacia
similar a orthoCAL-PEG6-FITC en combinaciéon con FAPS-PEGIS-FITC y EC17. Ambas
mostraron una eficacia ligeramente mejor que la combinacion de EC17 y FAPS-PEG18-FITC en
la inhibicién del crecimiento de tumores KB.

[0192] FIG. 53C es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. cambio de
peso (%), que muestra los cambios de peso corporal de ratones en diferentes grupos de tratamiento.
Los ratones inyectados con la combinacion de Aza-PEG6-FITC, EC17 y FAPS-PEG18-FITC
mostraron pérdida de peso durante el tratamiento. La pérdida de peso podria deberse a la liberacion
de citocinas por células CAR-T expandidas. La toxicidad puede minimizarse optimizando la

dosificacion del adaptador.
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[0193] FIG. 54A es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. MFI (FITC).

[0194] FIG. 54B es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. MFI (FITC).

[0195] FIG. 54C son imagenes de [HC que muestran que el tumor KB tuvo menos infiltracion de
células CAR-T que el tumor MDA-MB231 (fila superior) y que el tumor KB contiene mas CAF
mFAP+ (fila inferior), posiblemente restringiendo la infiltracion de células CAR-T.

[0196] FIG. 55A es un grafico de concentracion de FAP-FITC (nmol/L) vs. % de lisis total.
[0197] FIG. 55B es un grafico de concentraciéon de FAP-FITC (nmol/L) vs. % de lisis total.
[0198] FIG. 56A es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0199] FIG. 56B es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3).

[0200] FIG. 56C es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0201] FIG. 56D es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm3).

[0202] FIG. 56E es un grafico de dias posteriores a la inyeccion de células CAR-T vs. volumen
tumoral (mm?3).

[0203] FIG. S7A es un grafico de grupo de tratamiento vs. IFNy (pg/ml).

[0204] FIG. 57B es un grafico de grupo de tratamiento vs. recuento CAR+/ul de sangre.

[0205] FIG. 58A es un grafico de grupo de tratamiento vs. [FNy (pg/ml).

[0206] FIG. 58B es un grafico de grupo de tratamiento vs. recuento CAR+/ul de sangre.

[0207] FIG. 59 es un grafico de grupo de tratamiento vs. células CAR+/50.000 células vivas.
[0208] FIG. 60 muestra imagenes de IHC de tincion de hCD3 de los grupos de tratamiento, con

un aumento de infiltracioén de células T observado después del tratamiento con FAP-FITC.

DESCRIPCION DETALLADA
[0209] La presente divulgacion se fundamenta, al menos en parte, en el descubrimiento de que
los fibroblastos asociados al cancer (CAF) pueden afectar la eficacia de las células T con receptor
de antigeno quimérico (CAR-T) en el tratamiento de tumores so6lidos. Por ejemplo, se implantaron
tumores KB (carcinoma epitelial humano) y tumores MDA-MB-231 (carcinoma ductal invasivo
humano) en ratones NOD scid gamma (NSG). Ambos grupos de ratones se trataron con CAR-T
anti-isotiocianato de fluoresceina (FITC) y EC17. A continuacion, se extrajeron ambos tumores
de los ratones, se fijaron con formalina al 10% durante la noche y se enjuagaron con etanol al 70%
para la fijacion tumoral. Luego, se enviaron las células tumorales para tincion por

inmunohistoquimica (IHC) con anticuerpo anti-CD3 humano para detectar células CAR-T
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humanas o con anticuerpo anti-proteina de activacion de fibroblastos (FAP) de raton para detectar
CAF FAP+ de raton. La tincion con anticuerpo anti-CD3 humano indicéd que las células CAR-T
infiltraron el tumor MDA-MB-231 pero no infiltraron el tumor KB. La tincion con anticuerpo
anti-FAP de raton indicd una infiltracion significativa de CAF FAP+ en el tumor KB y una
infiltracion sustancialmente menor de CAF FAP+ en el tumor MDA-MB-231.
[0210] A la luz de lo anterior, se proporciona un adaptador biespecifico o una sal o un hidrato
farmacéuticamente aceptable del mismo para uso con células CAR-T anti-fluoresceina (p. e€j.,
fluoresceina, FITC o N-hidroxisuccinimida (NHS)-fluoresceina) en el tratamiento de un cancer
que expresa FAP (p. ¢j., expresa FAPa o FAPB) o que expresa el antigeno de membrana especifico
de prostata (PSMA).
[0211] En ciertas realizaciones, el adaptador biespecifico comprende la siguiente estructura:
F—L—TL,

o es una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

F comprende un motivo de direccionamiento a célula CAR-T tal como, por ejemplo,
fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina,

L comprende un enlazador, y

TL comprende un ligando de direccionamiento a cancer o a células asociadas a cancer
que comprende un ligando FAP, un ligando PSMA o un radical de cualquiera de los anteriores.
[0212] El uso de adaptadores biespecificos puede permitir el uso de una unica célula CAR-T, es
decir, una célula CAR-T “universal”, que presente, por ejemplo, en su superficie una molécula
que se una a la fluoresceina. Cuando la célula CAR-T universal, como una que presente en su
superficie una molécula que se una a la fluoresceina, se utiliza junto con un adaptador biespecifico,
como uno que comprende FITC conectado (p. €j., mediante un enlazador y/o espaciador) a una
molécula que se une a un receptor de superficie celular en CAF y células tumorales, la célula T
puede eliminar los CAF y las células tumorales a las cuales esta unida.
[0213] Este enfoque puede reducir el costo de producir células CAR-T capaces de unirse a
distintos canceres que expresan diferentes receptores de superficie celular. En su lugar, la célula
CAR-T universal puede unirse a distintos tipos de cancer cambiando la parte del adaptador
biespecifico que se une a un receptor de superficie celular en una célula tumoral. En consecuencia,
los adaptadores biespecificos pueden mejorar la respuesta inmunitaria ejercida por las células
CAR-T unidas a células tumorales e inhibir el efecto de los CAF.

[0214] Motivo de direccionamiento a célula CAR-T

[0215] El motivo de direccionamiento a célula CAR-T del adaptador biespecifico puede ser
fluoresceina, FITC, NHS-fluoresceina o cualquier otro motivo que se pueda disefiar para que un

CAR lo reconozca y se una a ¢l con especificidad.
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[0216] “Unirse con especificidad”, “unirse con alta afinidad” o unirse “especificamente” o
“selectivamente”, al referirse a un par ligando/receptor, region de reconocimiento/motivo de
direccionamiento, anticuerpo/antigeno u otro par de union, indica una reaccidon de unidon que es
determinante de la presencia de la proteina en una poblacion heterogénea de proteinas y otros
biologicos. Asi, bajo condiciones designadas, un ligando o region de reconocimiento especificado
se une a un receptor particular (p. €j., uno presente en una célula cancerosa o célula CAR-T) o
motivo de direccionamiento, respectivamente, y no se une en una cantidad significativa a otras
proteinas presentes en la muestra (p. €j., aquellas asociadas con células normales y saludables).
La unidn especifica o la union con alta afinidad también puede significar, por ejemplo, que el
compuesto de union, ligando, anticuerpo o composicion de unidon derivada del sitio de union al
antigeno de un anticuerpo se une a su diana con una afinidad que a menudo es al menos un 25%
mayor, mas a menudo al menos un 50% mayor, con mayor frecuencia al menos un 100% (2 veces)
mayor, normalmente al menos diez veces mayor, mas normalmente al menos 20 veces mayor y
mas normalmente al menos 100 veces mayor que la afinidad con cualquier otro compuesto de
unién. En una realizacion tipica, una molécula que se une especificamente a una diana tendra una
afinidad de al menos aproximadamente 106 litros/mol (KD = 10"-6 M), y preferiblemente de al
menos aproximadamente 10 litros/mol, segiin se determina, por ejemplo, mediante andlisis de
Scatchard.

[0217] Ligandos de direccionamiento

[0218] Como se indico anteriormente, los adaptadores biespecificos pueden comprender un
ligando de direccionamiento a cancer o a células asociadas a cancer que comprenda un ligando
FAP, un ligando PSMA, un receptor de folato (FR) o un radical de cualquiera de los anteriores.
Cuando se administra, el ligando de direccionamiento dirige el compuesto adaptador biespecifico
aun cancer o tumor de interés o a una cé¢lula asociada a cancer de interés. En algunas realizaciones,
los motivos de direccionamiento (en su forma libre, un radical del mismo) no se unen a receptores
de captacion en células no objetivo.

[0219] Generalmente, los tumores pueden comprender células inmunes e inflamatorias
infiltrantes tales como CAF, proteinas de matriz extracelular (ECM), células T, macréfagos
asociados al tumor (TAM), células mieloides supresoras, vasculatura sanguinea y linfatica, etc.,
que ayudan en el crecimiento y desarrollo del tumor mediante la secrecion de factores de
crecimiento, inmunosupresion, metastasis, resistencia, etc. Los CAF son uno de los principales
tipos de células presentes en el estroma tumoral y desempenan varias funciones criticas para
promover el crecimiento tumoral. Estas funciones incluyen la produccion y remodelacion de la
ECM vy la secreciéon de citocinas, que pueden conducir a angiogénesis para promover el

crecimiento tumoral, a la secrecion de factores de sefalizacion para aumentar la
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quimiorresistencia, a un estroma tumoral mas denso para proporcionar un bloqueo fisico contra
las células inmunes, y a una mayor motilidad celular para dirigir la metastasis. En algunas
instancias, dichos procesos se asemejan al comportamiento de fibroblastos patogénicos en
enfermedades fibréticas.

[0220] En algunas instancias, un marcador prevalente de los CAF es la FAPa. FAPa es una serina
proteasa (principalmente) que se encuentra en la superficie celular de fibroblastos activados en
células y tejidos enfermos, como en enfermedad fibrética, enfermedad inflamatoria y/o cancer (p.
ej., fibrosis, artritis reumatoide, cicatrizacion de heridas y cancer). FAP se expresa en la superficie
de los CAF y se ha demostrado que se correlaciona con mal prondstico del paciente en multiples
tumores solidos. Ademas, practicamente todos los canceres solidos humanos sobreexpresan FAP.
[0221] Por ejemplo, mas del 90% de los carcinomas epiteliales muestran expresion de FAPa en
la tincion IHC. Se ha encontrado expresion adicional de FAPa en un subconjunto de cultivos de
células de glioma primario y en TAM. Recientemente, se ha detectado expresion de FAPa en al
menos 28 tipos distintos de cancer humano. Sin embargo, la expresion de FAPa es muy baja o
inexistente en la mayoria de tejidos adultos sanos. Por lo tanto, debido a que la expresion esta
restringida a las superficies de células enfermas, como carcinomas, FAPa estd singularmente
calificada como receptor para la administracion selectiva de farmacoterapéuticos a tumores
mediante direccionamiento por ligando.

[0222] Los adaptadores biespecificos aqui descritos pueden comprender un ligando dirigido a
FAP (o un radical del mismo) unido a un enlazador, en donde el enlazador estd a su vez unido a
un motivo de direccionamiento a CAR. FAP es una serina proteasa de membrana de tipo II que
escinde enlaces peptidicos prolina-aminoacido y puede expresarse en CAF y en miofibroblastos
que producen coladgeno. En ciertas realizaciones, el adaptador biespecifico puede dirigir células
CAR-T acopladas con el motivo de direccionamiento a CAR del adaptador biespecifico a una
enfermedad fibrética o inflamatoria o a un cancer que exprese FAP. En ciertas realizaciones, esta
andamiaje de ligando FAP mejorado también puede utilizarse con motivos de union a albiumina
para lograr la administracion dirigida de grupos radiomarcados y otros grupos funcionales. En
ciertas realizaciones, el ligando FAP es un ligando de alta afinidad que comprende un motivo
triazol (o un derivado del mismo) introducido en un andamiaje del ligando. En ciertas
realizaciones, el ligando FAP es un ligando de alta afinidad que comprende un motivo triazol (o
un derivado del mismo) y un anillo fenilo introducidos en un andamiaje del ligando (p. €j., un
andamiaje de anillo isoindolina). Salvo que se especifique lo contrario, “alta afinidad” o “mayor
afinidad” respecto a la afinidad de un ligando por una diana significa un ligando que tiene una

puntuaciéon de acoplamiento molecular de Schrodinger de al menos aproximadamente —8,0
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kcal/mol. En ciertas realizaciones, el ligando FAP de alta afinidad tiene una afinidad mejorada
por FAP en comparacion con un ligando sin un motivo triazol introducido en el mismo.

[0223] El motivo de direccionamiento puede ser, por ejemplo, un radical de un ligando FAPa con
un peso molecular inferior a aproximadamente 10.000, inferior a 7.500, inferior a 5.000, inferior
a 2.500, inferior a 1.000, inferior a 760, inferior a 500; de aproximadamente 500 a
aproximadamente 10.000 g/mol, de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 7.500 g/mol, de
aproximadamente 750 g/mol a aproximadamente 1.500 g/mol, de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 5.000 g/mol o de aproximadamente 500 a aproximadamente 2.500 g/mol.
[0224] El ligando de direccionamiento puede unirse a un fibroblasto activado que exprese FAP
(p. ¢j., FAPa o FAPP) cuando dicho fibroblasto activado participa en céancer. En ciertas
realizaciones, el ligando de direccionamiento puede tener una afinidad de unién por FAP (p. ej.,
FAPa) en el intervalo de entre aproximadamente 1 nM y aproximadamente 25 nM, como 1 nM a
aproximadamente 25 nM o aproximadamente 1 nM a 25 nM.

[0225] En ciertas realizaciones, el ligando FAP es FAPS que tiene o comprende la estructura de:

N2
H

N
/% FE
oﬂ\WQ
H D CN
FAP5

3

en donde _g es el punto de unién al enlazador del adaptador.

[0226] En ciertas realizaciones, el ligando FAP o un radical del mismo es un ligando FAP8
[0227] En ciertas realizaciones, el ligando FAP o un radical del mismo puede ser o comprender

un ligando FAPS o un radical que tiene una estructura representada por la férmula I-B:

en donde:
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_g es el punto de unién al enlazador del adaptador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O- o -S-;

R1y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, CI, Bre I..
[0228] El ligando FAP o un radical del mismo puede ser o comprender un ligando FAP5 o un

radical que tiene una estructura representada por la férmula I-C:

R® O
R1O fé_\
R‘]‘I
N 4
; 2 R8 RTR R R3
O / T
o AN o
H O R?

en donde:

_g es un punto de union al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no (-NH-), -O- o -S-;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -Cl1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y RS se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-

6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, CL, Bre L.

36



70175-02
[0229] En ciertas realizaciones, el ligando FAP o un radical del mismo puede ser o comprender

un ligando FAPS8 o un radical que tiene la estructura:

R
Re 35 4R
O R
S g <R
w H RS)
R R 0
bR % AN
“Riq

en donde:

o

(Y

monociclico o biciclico, de 5 a 10 miembros, funcionalizado, que opcionalmente comprende

representa un heterociclo que contiene N aromatico o no aromatico,

ademads de 1 a 3 heterodtomos seleccionados independientemente de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -
Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;

R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-
6 alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, CI-CI0 alquilo, C3-CIO0 cicloalquilo,

Riz Ris R17 RygH Q
SopRe AN
- Rz
O

O Ryt

adamantilo, s » arilo sustituido o no sustituido, arilo

alquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:
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en donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halogeno, CI-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en H, D, halégeno, C1-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, haloégeno,
-OMe, CI-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en -H, -D, halogeno, CI-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R17, R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y

R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo, dimetoxifenilo y
arilo.

[0230] En ciertas realizaciones, el ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico
comprende un ligando PSMA o un radical del mismo. PSMA se expresa en la neovasculatura
tumoral de multiples canceres, incluidos cancer de ovario (100%), cancer endometrial (100%),
cancer de mama (60%), gliomas en estadio 3-4 (100%) y carcinoma de células renales de células
claras en estadio 3-4 (100%). PSMA también estd sobreexpresado en cancer de prdstata pero tiene
poca expresion en tejido normal. Aunque PSMA se expresa en el cerebro, esa expresion es minima
y la mayoria de los ligandos de PSMA son polares y no capaces de penetrar la barrera
hematoencefalica. Por lo tanto, PSMA puede ser un valioso ligando de direccionamiento en el
presente contexto.

[0231] PSMA es una glucoproteina de superficie celular unida a membrana de tipo H con un peso
molecular de ~110 kD, que incluye un segmento intracelular (aminoacidos 1-18), un dominio
transmembrana (aminoacidos 19-43) y un extenso dominio extracelular (aminoacidos 44-750). Si
bien se cree actualmente que las funciones del segmento intracelular y del dominio transmembrana
no son significativas, el dominio extracelular participa en varias actividades distintas. PSMA
desempefia un papel en el sistema nervioso central, donde metaboliza el N-acetil-aspartil
glutamato (NAAG) en 4cido glutdmico y 4cido N-acetil aspartico. En consecuencia, a veces
también se denomina N-acetil a-enlace dipeptidasa dcida (NAALADasa). PSMA también se
denomina a veces folato hidrolasa 1 (FOLH 1) o carboxipeptidasa de glutamato (GCP II) debido
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a su papel en el intestino delgado proximal, donde elimina el glutamato enlazado en T de folatos
poli-y-glutamados y el glutamato enlazado en a de péptidos y moléculas pequefias.

[0232] A diferencia de muchas otras proteinas unidas a membrana, PSMA sufre una répida
internalizacion en la célula de forma similar a receptores unidos a la superficie celular como los
receptores de vitaminas. PSMA se internaliza a través de fositas cubiertas de clatrina y
posteriormente puede reciclarse a la superficie celular o dirigirse a lisosomas. Se ha sugerido que
las formas dimero y mondémero de PSMA son interconvertibles, aunque se debate la evidencia
directa de la interconversion. Aun asi, solo el dimero de PSMA posee actividad enzimatica, y el
monomero no.

[0233] Aunque la actividad de PSMA en la superficie celular de las células prostaticas sigue bajo
investigacion, PSMA es una diana viable para la administracion selectiva y/o especifica de células
CAR-T a células que expresan PSMA.

[0234] En ciertas realizaciones, el ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico
comprende un ligando PSMA o un radical del mismo. EIl PSMA puede ser o comprender (((S)-5-
amino-1-carboxipentil)carbamoil)-L-glutimico (PSMALI1). El PSMA puede ser o comprender
acido 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico (DUPA) o un derivado del mismo (véase,
p. €j., Publicacion de Solicitud de Patente Internacional N.° WO 2015/057852, que describe
derivados de DUPA y que se incorpora aqui por referencia por sus ensefianzas al respecto).
Cuando se administra, un compuesto adaptador biespecifico que comprende un ligando PSMA o
un radical del mismo puede dirigir un cancer que expresa PSMA en un sujeto.

[0235] El adaptador biespecifico puede disefarse y sintetizarse especificamente para lograr una
afinidad de unién particular por PSMA. Por ejemplo, cuando se comparé PSMAL1-PEG6-FITC
con DUPA-PEG6-FITC in vitro e in vivo, PSMAL1-PEG6-FITC demostré mayor afinidad de
union por PSMA y mayor tiempo de retencion en células PSMA-positivas. Ademas, PSMALI-
PEG6-FITC mostréo mayor eficacia en mediar la funcion de células CAR-T anti-FITC a bajas
concentraciones. PSMAL1-PEG6-FITC también demostrd eficacia en mediar la erradicacion de
tumores que expresan niveles bajos de PSMA por células CAR-T anti-FITC.

[0236] En ciertas realizaciones, el ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico
comprende un folato o un radical del mismo. “Folato” se refiere a una molécula que se une al
receptor de folato (p. e¢j., FRa o FRp), incluyendo, por ejemplo, acido folico y analogos y
derivados del acido folico como, sin limitacién, acido folinico, 4cido pteroilpoliglutdmico, 4cido
pteroil-D-glutdmico y pteridinas que se unen al FR tales como tetrahidropterinas, dihidrofolatos,
tetrahidrofolatos y sus analogos deaza y dideaza. El folato del adaptador que comprende

fluoresceina-enlazador-folato puede ser folato, dihidrofolato, tetrahidrofolato, 5,10-
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metilenotetrahidrofolato (5,10-MTHF), 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF) o raltitrexed (se une a
FRa pero no a FRp).

[0237] Los términos “analogos deaza” y ‘“andlogos dideaza” se refieren a los andlogos
reconocidos en el arte que tienen un atomo de carbono sustituido por uno o dos atomos de
nitrogeno en la estructura del acido foélico de ocurrencia natural, o en un andlogo o derivado del
mismo. Por ejemplo, los analogos deaza pueden incluir los analogos 1-deaza, 3-deaza, 5-deaza,
8-deaza y 10-deaza del folato, acido folinico, &cido pteropoliglutamico y pteridinas de unién al
receptor de folato, tales como tetrahidropterinas, dihidrofolatos y tetrahidrofolatos. Los analogos
dideaza incluyen, por ejemplo, 1,5-dideaza, 5,10-dideaza, 8,10-dideaza y 5,8-dideaza del folato.
Otros folatos utiles como ligandos formadores de complejos son los andlogos de union al receptor
de folato pemetrexed, proguanil, pirimetamina, trimetoprim, pralatrexed, raltitrexed,
aminopterina, amethopterina (también conocida como metotrexato), N10-metilfolato, 2-deamino-
dihidroxifolato, andlogos deaza tales como 1-deazamethopterina o 3-deazamethopterina y acido
3°,5’-diclor-4-amino-4-desoxi-N10-metilpteroilglutdmico (diclorometotrexato).

[0238] El acido folico y los analogos y/o derivados anteriores también se denominan “un folato”,
“el folato” o “folatos”, reflejando su capacidad para unirse a FR, tales como FRa o FRp. Tales
moléculas, cuando se conjugan con moléculas exdgenas, son eficaces para potenciar el transporte
transmembrana, como a través de endocitosis mediada por folato. Lo anterior puede utilizarse en
los adaptadores biespecificos fluoresceina-enlazador-folato.

[0239] El FR alfa (FRa) est4 sobreexpresado en aproximadamente el 90% del cancer de ovario,
70% del cancer endometrial, 80% del cancer de mama triple negativo, 80% del cancer de pulmon
de células no pequenas y 65% del cancer de rifion. El FR beta (FRp) est4 sobreexpresado en células
supresoras derivadas de mieloides (MDSC) inmunosupresoras y macrofagos asociados al tumor
(TAM) en el microambiente tumoral (TME).

[0240] La tincion inmunohistoquimica (IHC) de tumores sélidos demuestra que la eficacia
limitada de las células CAR-T en tumores solidos puede deberse a los CAF. Se administraron
células tumorales KB y células tumorales MDA-MB-231 a ratones NSG. Ambos ratones se
trataron con CAR-T anti-FITC y EC17 (un conjugado folato-FITC). A continuacion, se extrajeron
ambos tumores de los ratones, se fijaron con formalina al 10% durante la noche y se enjuagaron
con etanol al 70% para la fijacion tumoral. Luego, las células tumorales se enviaron para tincion
IHC con anticuerpo anti-CD3 humano para detectar células CAR-T humanas o con anticuerpo
anti-FAP de raton para detectar FAP+ CAFs de raton.

[0241] La tincién con anticuerpo anti-CD3 humano indic6é que las células CAR-T infiltraron el

tumor MDA-MB-231 pero no infiltraron el tumor KB. La tincién con anticuerpo anti-FAP de
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raton indicd una infiltracion significativa de FAP+ CAFs en el tumor KB y una infiltracion
sustancialmente menor de FAP+ CAFs en el tumor MDA-MB-231.

[0242] Se administraron células tumorales KB (es decir, una linea celular que genera un tumor
solido “frio” que expresa FR) a ratones NSG y se cuantifico la toxicidad de la célula CAR-T en
presencia de uno o dos adaptadores biespecificos. Si bien la administracion de células CAR-T
universales seguida de inyeccion intravenosa de un adaptador biespecifico dirigido a FR logré una
eficacia antitumoral significativa, la coinyeccién de un adaptador biespecifico dirigido a FAP
mejord mediblemente esta eficacia sin toxicidad aparente. Los analisis de masas tumorales a lo
largo del curso de la terapia revelaron ademas que la coadministracion del adaptador biespecifico
dirigido a FAP no solo promovié la eliminacion de CAF, sino que también potencio la infiltracion
y activacion de células CAR-T.

[0243] En consecuencia, en ciertas realizaciones, el adaptador biespecifico puede comprender una
fluoresceina conjugada a un radical de un ligando FR (p. €j., a través de un enlazador). Dicho
adaptador biespecifico fluoresceina-enlazador-folato puede utilizarse en combinacion con otros
adaptadores biespecificos aqui descritos (p. €j., fluoresceina-L-PSMA y/o fluoresceina-L-FAP)
para el tratamiento del cancer en un sujeto.

[0244] El adaptador biespecifico fluoresceina-enlazador-folato puede incluir un ligando (o un
radical del mismo) que tenga una estructura de férmula V o un fragmento o analogo funcional del

mismo:

en donde:

X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente nitrégeno (N), NH,
CH, CH2, oxigeno (O) o azufre (S);

Y es C,CH,CH2,N,NH, O o S;

Z es acido glutamico, valina o un sustrato;

R1y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;

m y n son cada uno independientemente 0, l oentre Oy 1; y

-,

" es representativo de un enlace C-C simple o doble.
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[0245] En otro aspecto, a modo de ejemplo no limitativo, el ligando (o radical del mismo) de

férmula V tiene una estructura de VI (o un fragmento o andlogo funcional del mismo):

en donde

X1, X2, X3, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente N, NH, CH, CH2, O o S;
Y esC,CH,CH2,N,NH, O o S;

Z es acido glutamico, valina o un sustrato;

R1y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;

m y n son cada uno independientemente 0, 1 oentre Oy 1;y

o

“* es representativo de un enlace C-C simple o doble.
[0246] Un ligando especifico (o radical del mismo) de formula V (o un fragmento o analogo

funcional del mismo) puede tener una estructura de formula VII:
R2

Ra
| 0
X3 A Xg
> X4 :
R X 5 (CH)n

en donde

X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente N, NH, CH, CH2, O o
S;

Y es C,CH,CH2,N,NH, O o S;

Z es acido glutdmico, valina o un sustrato;

R1y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;

m y n son cada uno independientemente 0, l oentre Oy 1;y

-,

" es representativo de un enlace C-C simple o doble.
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[0247] En ciertas realizaciones, un ligando (o radical del mismo) de formula VI puede tener la

estructura de la férmula VIII o un fragmento o andlogo funcional del mismo:

en donde

X1, X2, X3, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente N, NH, CH, CH2, O o S;
Y esC,CH,CH2,N,NH, O o S;

Z es acido glutamico, valina o un sustrato;

R1y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;

mes0,loentreOyl;y

-,

" es representativo de un enlace C-C simple o doble.
[0248] Un ligando (o radical del mismo) de férmula VI puede tener la estructura de la férmula IX

(o un fragmento o analogo funcional del mismo):

en donde

X1, X2, X3, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente N, NH, CH, CH2, O o S;
Y esC,CH,CH2,N,NH,Oo S;

Z es acido glutdmico, valina o un sustrato;

R1 y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;

mes0,loentre0yl;y
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o

“* es representativo de un enlace C-C simple o doble.
[0249] Un ligando (o radical del mismo) de formula VII puede tener la estructura de la férmula

X o XI (o un fragmento o andlogo funcional de cualquiera de ellas):

Rz

en donde

X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente N, NH, CH, CH2, O o
S;

Y esC,CH,CH2,N,NH, O o S;

Z es acido glutamico, valina o un sustrato;

R1y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;

mes0,loentre0yl;y

o

“* es representativo de un enlace C-C simple o doble;

0
R>
x; XX (XI)
/—"'
R4 X1
en donde

X1, X2, X3, X4, X5, X6, X7, X8 y X9 son cada uno independientemente N, NH, CH, CH2, O o
S;

Y es C,CH,CH2,N,NH, O o S;

Z es acido glutamico, valina o un sustrato;

R1y R2 son cada uno independientemente NH2, OH, SH, CH3 o H;

R3 es H o un alquilo;
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mesO0,loentre0yl;y

-,

" es representativo de un enlace C-C simple o doble.

[0250] La Tabla 1 proporciona ejemplos no limitativos de realizaciones adicionales de un ligando
de direccionamiento que comprende un ligando dirigido a FR (p. ¢j., o radicales del mismo) que
tiene la estructura de la férmula VIIIL.

[0251] Tabla 1. Formula VIII

Ligando Estructura
H
0 O
= OH
NHW
N~
HaN /L

"'O

b
/ j/\ COOH
&H
H 3

o]

C WJINJ/\E . O
sz’l\n . o OH
H H OH
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N

HO “\\\N

HO O
0 O“E/OH
NH NWOH
2
N H o)
N 3 J
M 2
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I=

en donde X es PO(OH)2, CH2NH2 o SO20H

win |

I=

ecand

en donde
XesNoCH;
Y es NHz, H,0 CHs; y

R is H, CH3z, o CHO

G0,H

e

|
QO
btsﬁ R \““m\\

En donde
X es OH o OCHz3;
ResHo CHs;y

Y es 4cido glutdmico, valina o un sustrato.

H
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[0252] La Tabla 2 proporciona ejemplos no limitativos de realizaciones adicionales de un
ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico que comprende un ligando dirigido a FR

(p. €j., o radicales del mismo) que tiene la estructura de la formula IX.

[0253] Tabla 2. Formula IX

Ligando Estructura

OH

0
N e
N HN
H
0

0]
N N SN
aa /“\ | P
HsN l\l.l N
H

o
N >
JiNssanl
HNT N N7 OH
H

@)
O
i =
R OH
N NN N o
H
@]
a |ty
- H OH
HNT NN S
H

o 0
0 /@Ew OH
= OH
NN S

H,N \
H
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0O
T »\kﬂf -
= OH
HN" NN S
H

[0254] La Tabla 3 proporciona ejemplos no limitativos de realizaciones adicionales de un ligando

de direccionamiento del adaptador biespecifico aqui descrito que comprende un ligando dirigido
a FR (o un radical del mismo) con la estructura de la formula X'

[0255] Tabla 3. Férmula X'

Ligando Estructura
0 COH
aaa C0eH
H
0 0. 0O
N N
bbb i | >\ 0
HN"N" "N N
2 | H N O.
H H i
0]
e Oy, -OH
N N
G G i
cce mN- ° N N OH
H H
@)
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ddd

o Oy, -OH
N N
P an ?
HoNT NS N_@N OH
H
0

[0256] En lugar de un folato, el ligando de direccionamiento (p. €j., un radical del mismo) puede
ser uno o mas anadlogos antifolato no clasicos, tales como, por ejemplo, pirido[2,3-d]pirimidina u
analogos similares (o radicales de los mismos) que tengan las férmulas (p. ¢j., radicales de las

formulas) expuestas en la Tabla 4 a continuacion (o un analogo o fragmento funcional de los

mismos).

[0257] Tabla 4. Analogos antifolato no clasicos

Ligando

Formula

aaaa

En donde R es NH2, NHMe, NHCH(CO:Et)(CH»).CO2Et,

4 ,
i

N r
NHCH(CO2Et)(CH,),COH, 0

bbbb

Ry
il s
ELWW
A R
HoM ™ W™ N 2
En donde

R1 es 3,4,5-(OCH3)3, 3,4-(OCH3)2, or 4-OCH3;
R2 es un H, una cadena alquilo o CHO; y

. es representative de un enlace C-C simple o doble.
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CCCC

en donde

nes0ol;

R1 y R2 son, cada uno independientemente, un H o un
alquilo; y

R3 esun H, 3',4',5'-OMe, 2',3",4'-OMe, 2'4',5'-OMe,
2'4',6'-OMe, 3',4'-OMe, 3',5'-OMe, 2',5'-OMe, 2',3'-
C4H4, 4'-OMe, 2',3'-C4H4, 6'-OMe, 2',3'-C4H4, 4'-O-
C6HS5 o0 4'-CONH-4cido L-glutamico

dddd

®

| =

O
R,JQ\)LN,{%}“
Rz NF}L‘S_H:;

En donde

nes0orl;

R1 es CH3, chloride (Cl) o OCH3;

R> es H or OCH3;y

R3 es uno de los siguientes:

EDOC

==
Ty

i

—
S NH;z S MNH:z

COOH
N NEN
Ne

€cce

5
- -'/
SN
H

H

En donde R es H, 4-Cl, 2-CH30, 4-CH30, 2,4-(CH30).,
4-CHs, 0 4-C6H50.
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ffff

H /N Q
e '."f CHy
H

En donde R es H, 4-Cl, 2-CH30, 4-CH30, 2,4-(CH30),,
4-CHs, o0 4-C6H50.

ggeg

H /N @
H

En donde R es H, 4-Cl, 2-CH30, 4-CH30, 2,4-(CH30).,
4-CHs, 0 4-C6H50.

hhhh

En donde R es H, 4-Cl, 2-CH30, 4-CH30, 2,4-(CH30).,
4-CHs, 0 4-C6H;0.

11ii

o CHy

En donde R es H, 4-Cl, 2-CH30, 4-CH30, 2,4-(CH30).,
4-CH3s, o0 4-C6H50.
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R: Ry
NHe A A Rs
N "il"EH .-f:;ij 1_LH :_::J'
""l -'.']- -~ |
H:N - e _d_ﬂ.."'\-\.,\_\_
9
R Rﬁ
1)
en donde
R1 y R2 son, cada uno independientemente, H u OMe;
R3 es H o un alquilo; y
R4 es 0-COOH, m-COOH o p-COOH.
NH, Ry
N-"J::Q o :Q;;: - M -, F*’-:“‘Q_
.ﬂ-\l.\, -'"] .-"'J [l ” H-I
HfN - -\.N " 3 H o "-\..\_\_\:.-:_.-
kkkk

En donde

Ri es H, 2'-Ome, 4'-OMe o 2',5'-diOMe, 3',4',5'-triOMe,
4'-Me, 4'-i-Pr, 3',4'-(C4H4), 2',3'-(C4H4), 4'-NO2, 2',5'-diF
or 3'.4' 5'--triF; y

R> es H o un alquilo.

[0258] Enlazadores

[0259] Los enlazadores de los adaptadores biespecificos aqui descritos se disponen entre el
ligando de direccionamiento (p. €j., un radical del mismo) y el motivo de direccionamiento a
células CAR-T (por ejemplo, que comprende fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina). El
enlazador puede ser cualquier enlazador adecuado.

[0260] Tal como se usa en el presente documento, el término “enlazador” incluye una cadena de
atomos biofuncionalmente adaptada para formar un enlace quimico y conectar el motivo de
direccionamiento a células CAR-T y el ligando de direccionamiento a cancer o a CAF, para formar
un conjugado. Ilustrativamente, la cadena de atomos puede incluir carbono, nitrogeno, oxigeno,
azufre, silicio (Si) y fésforo (P), como C,N,O,SyP,0C,N,OvyS.

[0261] El enlazador puede comprender una amplia variedad de enlaces, por ejemplo en el

intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 100 atomos en el esqueleto contiguo. El
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enlazador puede comprender una forma liberable de PEG, una forma no liberable de PEG,
poliprolina, un aminodcido hidrofilico, un azucar, un peptidoglucano no natural,
polivinilpirrolidona o un copolimero tribloque que comprende un bloque central hidrofébico de
polipropilenglicol flanqueado a cada lado por un bloque hidrofilico de PEG.

[0262] El enlazador puede comprender PEG o un derivado de PEG. El enlazador puede ser
(PEG)3.

[0263] El enlazador puede ser no liberable, es decir, no labil. Sin embargo, en algunas
realizaciones, puede ser deseable que un enlazador en un adaptador biespecifico sea liberable, es
decir, 1abil, por ejemplo, fotolabil, acido-labil, base-labil o escindible por enzimas. El término
“liberable”, en el contexto de un enlazador, significa un enlazador que incluye al menos un enlace
que puede romperse facilmente (p. ¢j., hidrolizado quimica o enzimaticamente) en condiciones
fisioldgicas, por ejemplo, 1abil a agentes reductores, pH-labil, acido-labil, base-1abil, 1abil por
oxidacion, labil metabdlicamente, 1abil bioquimicamente, 1abil por enzimas, o un enlace liberable
multivalente basado en p-aminobencilo. Se reconoce que las condiciones fisioldgicas que
provocan la rotura del enlace no incluyen necesariamente un proceso bioldgico o metabodlico y
pueden incluir una reaccidon quimica estdndar, como una hidrélisis, por ejemplo, a pH fisioldgico
o como resultado de la compartimentalizacidon en un orgénulo celular como un endosoma con pH
inferior al citosolico. Un enlace escindible puede conectar dos atomos adyacentes dentro del
enlazador liberable y/o conectar otras porciones del enlazador o el motivo de direccionamiento
y/o el motivo de direccionamiento a células CAR-T, tal como se describe en el presente
documento, por ejemplo, en cualquiera de los extremos del enlazador liberable. En algunos casos,
el enlazador liberable se fragmenta en dos o mas partes. En otros casos, el enlazador liberable se
separa del motivo de direccionamiento a células CAR-T.

[0264] En algunas realizaciones, el enlazador se forma de modo que el motivo de
direccionamiento a células CAR-T se escinda del motivo de direccionamiento a cancer o a CAF
solo después de que haya transcurrido tiempo suficiente para que el adaptador biespecifico circule
por la circulacion sistémica del sujeto tras su administracion (p. €j., para permitir su captura e
internalizacion por la célula o receptor diana). En algunas realizaciones, el periodo de tiempo para
la liberacion variard (p. €j., de un sujeto a otro en funcion de diversos factores). En algunas
realizaciones, un enlazador liberable puede disefiarse para que no se escinda/libere hasta al menos
24 horas tras la administracion o incluso a lo largo de una semana. En algunas realizaciones, el
adaptador biespecifico puede pasar de forma segura por el sistema del sujeto y la fraccion no
capturada por las células diana (p. €j., las que expresan FRa, FR3 o PSMA) puede excretarse.
[0265] Por el contrario, el término “no liberable”, en el contexto de un enlazador, significa un

enlazador que incluye al menos un enlace que no se rompe facil o rapidamente en condiciones
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fisiologicas. En algunas realizaciones, un enlazador no liberable comprende un esqueleto que es
estable en condiciones fisiologicas (p. €j., el esqueleto no es susceptible a hidrélisis (p. €j., acuosa
o enzimadtica). En algunas realizaciones, una composicion que comprende un enlazador no
liberable no libera ningin componente del adaptador biespecifico (p. ej., un ligando de
direccionamiento a cancer o CAF, o un ligando de direccionamiento a células CAR-T). En algunas
realizaciones, el enlazador no liberable carece de un enlace disulfuro (S-S) o de un éster en el
esqueleto. En algunas realizaciones, la composicion comprende un ligando de direccionamiento a
cancer o CAF o un ligando de direccionamiento a células CAR-T conectados por un esqueleto
sustancialmente estable durante toda la circulacion del adaptador biespecifico (p. ej., durante la
endocitosis al endosoma de la célula diana). El enlazador no liberable puede comprender: una
amida, un éster, un éter, una amina y/o un tioéter (p. ¢j., tio-maleimida). Si bien se proporcionan
ejemplos especificos, se entendera que puede emplearse cualquier molécula en el enlazador no
liberable siempre que forme al menos un enlace que no sea facil o rapidamente rompible en
condiciones fisioldgicas.

[0266] De manera més especifica, un enlazador no liberable comprende un enlazador que, a pH
neutro, por ejemplo, menos del diez por ciento (10 %) (p. €j., <5 %, <4 %, <3 %, <2 %, <1 %,
<0,1 %, <0,01 % o0 <0,001 %) se hidroliza en solucion acuosa (p. €j., tamponada —p. ej., tampon
fosfato—) en un periodo de tiempo (p. €j., 24 horas). En algunas realizaciones, cuando se emplea
un enlazador no liberable, menos de aproximadamente el 10 %, y preferentemente menos del 5 %
o nada, del adaptador biespecifico administrado libera un motivo al que esta conectado (p. €j., en
circulacion sistémica antes de su captacion por las células diana /tejidos).

[0267] En algunas realizaciones, un ligando de direccionamiento a cancer o CAF no se escinde
del ligando de direccionamiento a células CAR-T del adaptador biespecifico in vivo. En algunas
realizaciones, esto es ventajoso, ya que permite que el adaptador biespecifico una y acerque una
célula CAR-T a una célula diana cancerosa o a un CAF.

[0268] La longitud de un enlazador puede seleccionarse para optimizar la separacion impuesta
por el enlazador entre moléculas en la superficie celular diana, lo que a su vez puede facilitar la
captacion de una célula CAR-T unida por la célula diana (p. €j., cuando se administra el adaptador
biespecifico). El enlazador puede tener una longitud de cadena de al menos aproximadamente 5
nm. En ciertas realizaciones, cada enlazador presenta aproximadamente 5 a 15 nm de longitud.
En algunas, el enlazador es de al menos aproximadamente 7 nm. En ciertas realizaciones, cada
enlazador es de aproximadamente 7 nm y flexible. En ciertas realizaciones, cada enlazador es de
aproximadamente 7-10 nm. En algunas, el enlazador es de al menos aproximadamente 14 nm. En
algunas, de aproximadamente 15 nm. En algunas, el enlazador es de aproximadamente 7 a

aproximadamente 31 nm (p. €j., 7-31), de aproximadamente 7 a aproximadamente 24 nm, o de
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aproximadamente 7 a aproximadamente 20 nm. En algunas, el enlazador es de aproximadamente
14 a aproximadamente 31 nm, de aproximadamente 14 a aproximadamente 24 nm, o de
aproximadamente 14 a aproximadamente 20 nm. En algunas, el enlazador tiene una longitud de
cadena de al menos 7 nm, al menos 14 nm, al menos 20 nm, al menos 25 nm, al menos 30 nm, o
al menos 40 nm; o de 5—15 nm, 5-10 nm, 7-10 nm, 5-20 nm, 10—40 nm, o 25-100 nm. En ciertas
realizaciones, la longitud de cada enlazador se selecciona para facilitar el microagrupamiento de
moléculas unidas en una superficie celular para proporcionar aproximadamente 7—10 nm de
separacion entre ellas. Los intervalos especificados en este parrafo incluyen los extremos y todos
los incrementos de 1 nm contenidos en ellos.

[0269] Un enlazador puede comprender al menos un enlace carbono-carbono y/o al menos un
enlace amida. El enlazador puede comprender una o mas configuraciones L o D, aminoacidos
naturales o no naturales, o una combinacion de lo anterior.

[0270] En ciertas realizaciones, un enlazador es un grupo que comprende una o mas unidades
estructurales covalentemente conectadas.

[0271] Ademas, el enlazador puede disefarse para optimizar la biodistribucion, la
biodisponibilidad y la PK/PD (p. ¢j., del adaptador biespecifico) y/o para aumentar la captacion
(p. €j., del adaptador biespecifico) en el tejido diana, conforme a metodologias comtinmente
conocidas o que se desarrollen en el futuro, como la PEGilacion.

[0272] En algunas realizaciones, los enlazadores pueden comprender uno o mas espaciadores (p.
ej., para facilitar un tiempo de liberacion concreto, aumentar la captacion en el tejido diana y/o
optimizar la biodistribucion, biodisponibilidad y/o PK/PD de un adaptador biespecifico). Un
espaciador puede comprender una o mas cadenas alquilicas, PEG, péptidos, azucares,
peptidoglucanos, enlazadores aptos para quimica clic (p. €j., triazoles), enlazadores rigidos como
poliprolinas y polipiperidinas, etc.

[0273] En algunas realizaciones, los enlazadores del adaptador biespecifico comprenden PEG, un
derivado de PEG o cualquier otro enlazador conocido en la técnica o que se desarrolle en el futuro
que logre el proposito aqui establecido. En algunas realizaciones, el enlazador se repite n veces,
donde n es un entero positivo. Por ejemplo, sin limitacidon, n puede seleccionarse de un intervalo
de 1-16, 1-32, 1-64 o 1-96. El nimero de repeticiones (p. j., n) puede seleccionarse para lograr
la funcionalidad, el tamafio y/o la potencia deseados del compuesto y/o en vista de la aplicacion
deseada. En algunas realizaciones, el enlazador comprende uno o mas espaciadores (p. €j., que
también pueden utilizarse para disefiar caracteristicas especificas del adaptador biespecifico).
[0274] En ciertas realizaciones, el enlazador comprende, consiste o consiste esencialmente en
PEG3-PEGI18. En ciertas realizaciones, comprende/consiste/consiste esencialmente en PEG3-

PEG12. En ciertas, PEG3-PEGS. En ciertas, PEG5-PEG15. En ciertas, PEG6-PEG14. En ciertas,
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PEG7-PEG13. En ciertas, PEG8-PEG12. En ciertas, PEG9-PEG12. En ciertas, PEG4-PEG15. En
ciertas, PEG4-PEG16. En ciertas, PEG3-PEG11. En ciertas, PEG3-PEG12. En ciertas, PEG3-
PEGIS5. El enlazador puede comprender (o consistir esencialmente de o consistir en) PEG4 a
PEG16, como PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEG9, PEG10, PEG11, PEG12, PEG13,
PEG14, PEG15 o PEG16. Todos los intervalos de este parrafo incluyen sus extremos.

[0275] El enlazador puede ser o comprender (o consistir esencialmente en, o consistir en) PEG6.
En ciertas realizaciones, el enlazador comprende, consiste en, o consiste esencialmente en PEG10.
En ciertas realizaciones, el enlazador comprende, consiste en, o consiste esencialmente en PEG12.
En ciertas realizaciones, el enlazador comprende, consiste en, o consiste esencialmente en PEG15.
En ciertas realizaciones, el enlazador comprende, consiste en, o consiste esencialmente en PEG16.
[0276] En algunas realizaciones, el enlazador es hidrolizable. En otras, no hidrolizable. En
algunas, es un heteroalquilo opcionalmente sustituido. En algunas, es un heteroalquilo sustituido
que comprende al menos un sustituyente seleccionado del grupo que consiste en alquilo, hidroxilo,
oxo, PEG, carboxilato y halo. En algunas, el enlazador comprende un espaciador (p. €j., como se
describe en otras partes del presente documento).

[0277] En algunas realizaciones, el enlazador es un heteroalquilo sustituido con al menos un
enlace disulfuro en su esqueleto. En algunas, el enlazador es un péptido con al menos un enlace
disulfuro en su esqueleto.

[0278] En algunas realizaciones, el enlazador comprende-CONH-CH(COOH)-CH»-S-S-CH>-
CRaRp-O-CO-,  -CONH-CH(COOH)CR.Rp-O-CO-,  -C(O)NHCH(COOH)(CH2),-CONH-
CH(COOH)CR:Rb-O-CO- or -C(O)NHCH(COOH)(CH2)2-CONH-CH(COOH)-CH-S-S-CH>-
CRaRp-O-CO-, en donde Ra y Rb son, independientemente, H, alquilo o heteroalquilo (por
ejemplo, PEG).

[0279] En algunas realizaciones, el enlazador comprende una estructura de:

H O COOH O o 0
Choohy Chehy LTI T

(0] COOH O 8)1. S/S\H/\O)Se O COOH O S/SH/\OJ?\;
S GG Lo Lo

N COOH r;\N COOH N N~ ~COOH
H N H , H H n o H

S
0 0 LS
o W” COOH’
en donde n o m (segun corresponda) es de 0 a 10.

[0280] En algunas realizaciones, el enlazador comprende una estructura de:
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0
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H 2 3 0

L
%gJLV%“L/J\N COOH
nH

b

en donde n y m son, cada uno independientemente, de 0 a 10.

[0281] En algunas realizaciones, el enlazador comprende una estructura de:
H O\P/\ mn
ooy ofobfly R bty
NTN NTW HNJQO
0] N
O+//\O+:\/N:g}a *//\o%:\/ I

A

O

5

HN
COOH

%:o{v/\o%:\/n I géijA\/o+¢/\O%:\/ngﬁa

en donde n es de 1 a 32. En al menos una realizacion ejemplar,nesde 1 a30ywesdeOa5
(segln corresponda).

[0282] En algunas realizaciones, el enlazador comprende una estructura de:

R AL AL )
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[0283] En ciertas realizaciones, el enlazador puede comprender la estructura de:

govomwiu%

endondenesde la30ywesdeOas.

endondenesdel alé6.

[0284] Para una discusion adicional de enlazadores pertinentes a la presente divulgacion y, en
particular, relacionada con folato y adaptadores de fluoresceina—enlazador—folato, véase, por
ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional nim. WO 2020/033129, cuya
divulgacion se incorpora en el presente por referencia para sus ensefianzas al respecto.

[0285] Adaptadores biespecificos

[0286] 1 adaptador biespecifico, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo,
puede ser para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de un cancer que
expresa FAP (por ejemplo, que expresa FAPa) y puede comprender un ligando fluoresceina—
enlazador—FAP. El adaptador, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, puede
comprender un ligando fluoresceina—enlazador—-FAP (por ejemplo, fluoresceina = fluoresceina,

FITC o NHS-fluoresceina), en donde el ligando FAP es:

o
/ FF
fo) N
N O CN
FAP5

y el enlazador comprende (o consiste esencialmente en o consiste en) PEG. El enlazador puede
comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG4 a PEG16, tales como PEG4, PEGS,

PEG6, PEG7, PEGS8, PEGY, PEG—10, PEG11, PEG12, PEG13, PEG14, PEG15 o PEGI6. El
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enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG6. El enlazador
puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG16. El ligando FAP puede
tener una estructura representada por la formula I-B:

R9

10
R ¥

R11
4

N 6 p5R

(@) N T
(0] N R1 R2

H 0 (I-B)

en donde:

.._.g es el punto de union al enlazador del adaptador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),
-O-0-S-;

R1y R2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -CN,

-CHO, -B(OH)2, -C(0O)alquilo, -C(O)arilo-, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -
SO3H, -SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -OH,
F, Cl, Br, 1, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6 alquilo;

RS, R6, R7 y R8 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
H, alquilo y halo; y

R9, R10 y R11 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H,
-Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6 alquilo, F, Cl, Bre L.
[0287] En ciertas realizaciones, el ligando FAP (o radical del mismo) del adaptador biespecifico

puede tener una estructura representada por la formula I-C:

(0] N 2

N 6 o5 R*

»——’/? R8 R7 R\;QR?)

(0] T

N 'R
R

0 (I-C)

en donde:

.._.é es el punto de union al enlazador del adaptador;
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T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),
-0-0-S-;

R1y R2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -CN,
-CHO, -B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo-, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H,
-SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -OH,
F, Cl, Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y R8 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
H, alquilo y halo; y
R9, R10 y R11 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6 alquilo, F, Cl, Bre L.
[0288] En ciertas realizaciones, el adaptador biespecifico, o una sal o hidrato farmacéuticamente
aceptable del mismo, es para uso con células CAR-T anti-fluoresceina (por ejemplo, fluoresceina,
FITC o NHS-fluoresceina) en el tratamiento de un céncer que expresa FAP (por ejemplo, que
expresa FAPa), y dicho adaptador comprende un ligando fluoresceina—enlazador—FAP (por
ejemplo, fluoresceina = fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina), en donde el ligando FAP (o
radical del mismo) es un ligando FAPS y el enlazador comprende (o consiste esencialmente en o
consiste en) PEG. El enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en)
PEG3 a PEG15, tales como PEG3, PEG4, PEGS, PEG6, PEG7, PEGS, PEGY, PEG—10, PEG11,
PEG12, PEG13, PEG14 o PEGI15. El enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en
o consistir en) PEG15. El enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir
en) PEG16.
[0289] El ligando FAP (o radical del mismo) puede tener la estructura:

N representa un heterociclo funcionalizado que contiene N de 5 a 10
miembros, aromatico o no aromatico, mono- o biciclico, que opcionalmente comprende ademas
de 1 a 3 heterodtomos seleccionados de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -

Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;
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R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -CI, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;

R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -CI, -
Br,

-1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-
C1-6 alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, CI-CIO0 alquilo, C3-CI0 cicloalquilo,

Rar Rie RizRigd 1
AR A A
g R22
adamantilo, O , O Rgo™2t , arilo sustituido o no sustituido,

arilalquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

en donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, C1-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en H, D, halégeno, C1-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, haldgeno,
-OMe, CI-C3 alquilo, CI-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en -H, -D, halogeno, CI-C4 alquilo y CI-C3 alcoxi;

R17,R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente de -H y -CH3; y

R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo, dimetoxifenilo y
arilo.

[0290] El adaptador biespecifico puede tener una estructura de las formulas mostradas en la FIG.
25.

[0291] El adaptador biespecifico puede comprender un ligando fluoresceina—enlazador—-PSMA.
En ciertas realizaciones, el adaptador biespecifico es para uso con una célula CAR-T anti-

fluoresceina en el tratamiento de un cadncer que expresa PSMA. En ciertas realizaciones, el ligando
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PSMA (o radical del mismo) es o comprende DUPA. En ciertas realizaciones, la fluoresceina del
adaptador comprende FITC y el ligando PSMA (o radical del mismo) es o comprende DUPA tal
que el adaptador biespecifico comprende FITC-DUPA conjugado con un enlazador PEG, tal como
PEG3, PEG6, PEGS8 o PEG12. Dichos adaptadores fueron disefiados y sintetizados para controlar
la distancia entre una célula CAR-T de union a FITC (célula T con receptor de antigeno quimérico)
y una célula tumoral que expresa PSMA. En comparacion con un conjugado DUPA-FITC sin
ningun enlazador, la incorporacion de un enlazador y el aumento de la longitud del enlazador
pueden mejorar la funcion de las células CAR-T anti-FITC. En ciertas realizaciones, se puede
obtener una longitud 6ptima de enlazador con PEG6.

[0292] El adaptador biespecifico, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo,
puede comprender un ligando fluoresceina—enlazador—-PSMA (por ejemplo, fluoresceina =
fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina), en donde el ligando PSMA es PSMALL (es decir, radical
del mismo), y el enlazador comprende (o consiste esencialmente en o consiste en) PEG. El
enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG3 a PEG12, tales
como PEG3, PEG4, PEGS5, PEG6, PEG7, PEGS8, PEGY9, PEG—10, PEG11 o PEG12. El enlazador
puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG6. El adaptador biespecifico

puede tener la estructura:

AN
*f{
(@)

“ O*NH

HO\H/\ g

[0293] El adaptador biespecifico puede ser para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina en
el tratamiento de un cancer que expresa PSMA, y puede comprender un ligando fluoresceina—
enlazador—PSMA, en donde el ligando PSMA (o radical del mismo) es o comprende DUPA o un

derivado de DUPA vy el enlazador comprende (o consiste esencialmente en o consiste en) PEG3 a
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PEGI11, y en donde el adaptador puede ser una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del
mismo. El enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG3 a
PEG12, tales como PEG3, PEG4, PEGS5, PEG6, PEG7, PEGS, PEGY, PEG—10, PEG11 0 PEG12.
El enlazador puede comprender (o consistir esencialmente en o consistir en) PEG6. El adaptador
biespecifico puede tener una estructura de las formulas mostradas en la FIG. 28.

[0294] El adaptador biespecifico puede contener uno o mas centros quirales o, de otro modo, ser
capaz de existir como multiples estereoisdmeros. En consecuencia, diversas realizaciones del
adaptador biespecifico pueden incluir estereoisomeros puros, asi como mezclas de
estereoisomeros, tales como enantidmeros, diasteredmeros y mezclas enriquecidas enantio- o
diastereoméricamente. El adaptador biespecifico puede ser capaz de existir como isémeros
geométricos, tales como isdbmeros geométricos puros o mezclas de isomeros geométricos.

[0295] Los compuestos adaptadores biespecificos pueden sintetizarse conforme a métodos
conocidos en la técnica. En el presente documento se ejemplifican diversos métodos de sintesis.

[0296] Sales e hidratos

[0297] Los adaptadores biespecificos aqui descritos pueden presentarse como una sal
farmacéuticamente aceptable. Una “sal farmacéuticamente aceptable” de un adaptador
biespecifico se refiere a aquellas sales cuyos contraiones pueden utilizarse en productos
farmacéuticos. Tales sales incluyen (i) sales de adicion de acido, que pueden obtenerse por
reaccion de la base libre del compuesto progenitor con acidos inorgéanicos, tales como acido
clorhidrico, acido hidrobromhidrico, acido nitrico, acido fosforico, acido sulftrico, acido
perclorico y similares, o con acidos orgénicos, tales como 4cido acético, acido oxalico, acido (D)
o (L) madlico, 4cido maleico, 4cido metanosulfénico, &4cido etanosulfénico, &cido p-
toluenosulfonico, acido salicilico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico, acido malénico y
similares, y (ii) sales formadas cuando un proton &cido presente en el compuesto progenitor se
sustituye por un ion metélico, por ejemplo, un ion de metal alcalino, un ion de metal alcalinotérreo
o un ion de aluminio, o coordina con una base orgénica, tal como etanolamina, dietanolamina,
trietanolamina, trimetamina, N-metilglucamina y similares. Las sales farmacéuticamente
aceptables son bien conocidas por los expertos en la técnica, y cualquier sal farmacéuticamente
aceptable se contempla en el presente.

[0298] En varias realizaciones, sales basicas adecuadas se forman a partir de bases que forman
sales no toxicas. Ejemplos ilustrativos incluyen sales de arginina, benzatina, calcio, colina,
dietilamina, diolamina, glicina, lisina, magnesio, meglumina, olamina, potasio, sodio,
trometamina y zinc. También pueden formarse hemisales de acidos y bases, por ejemplo,

hemilsulfato y hemicalcio.
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[0299] Las sales farmacéuticamente aceptables pueden sintetizarse a partir del compuesto
adaptador biespecifico progenitor que contiene una porcidon basica o adcida mediante métodos
quimicos convencionales. En algunos casos, tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las
formas de acido o base libres de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o
acido apropiado en agua o en un disolvente orgédnico, o en una mezcla de ambos; generalmente,
se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo.
Listas de sales adecuadas se encuentran en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17.% ed., Mack
Publishing Company, Easton, Pa., 1985, cuya divulgacion se incorpora por referencia en el
presente.

[0300] El adaptador biespecifico, o su sal farmacéuticamente aceptable, puede existir en formas
no solvatadas asi como en formas solvatadas, incluidas formas hidratadas. Las formas solvatadas
pueden ser equivalentes a las formas no solvatadas. En cada realizacion del presente documento,
se entendera que las férmulas incluyen y representan no solo todas las sales farmacéuticamente
aceptables de los adaptadores biespecificos, sino que también incluyen cualesquiera y todos los
hidratos y/o solvatos de las formulas del compuesto o de sus sales. El término “solvato” significa
un compuesto, o una sal del mismo, que ademas incluye una cantidad estequiométrica o no
estequiométrica de disolvente unido por fuerzas intermoleculares no covalentes. Cuando el
disolvente es agua, el solvato es un hidrato.

[0301] Ciertos grupos funcionales, tales como los hidroxi, amino y similares, pueden formar
complejos y/o conjugados de coordinacion con agua y/o varios disolventes. En consecuencia, se
entenderd que las formulas incluyen y representan esos diversos hidratos y/o solvatos. También
se incluyen no hidratos y/o no solvatos de los adaptadores biespecificos.

[0302] Composiciones farmacéuticas

[0303] En vista de lo anterior, también se proporciona una composicion (por ejemplo, una
composicion farmacéutica) para el tratamiento del cancer que comprende al menos un adaptador
biespecifico y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. ‘“Vehiculo
farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera de los vehiculos farmacéuticos estandar, tales
como, sin limitarse a ello, un agente amortiguador, un agente conservante, un agente anestésico,
un agente solubilizante, un agente isotonico, un agente humectante y un estabilizador. El término
también abarca cualquiera de los agentes aprobados por una agencia reguladora, como la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), o listados en la
Farmacopea de los Estados Unidos (U.S. Pharmacopeia) para su uso en animales (por ejemplo,
mamiferos, como los seres humanos). El vehiculo puede ser una solucioén salina tamponada con

fosfato, agua, o una emulsion tal como una emulsion aceite/agua o agua/aceite.
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[0304] En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende una combinacion de dos
0 mas tipos de adaptadores biespecificos del presente documento. Por ejemplo, sin limitacion, la
composicion farmacéutica puede comprender (i) una combinacion de un primer conjunto de
adaptadores biespecificos que comprenden o consisten en fluoresceina—enlazador—FAP y un
segundo conjunto de adaptadores biespecificos que comprenden o consisten en fluoresceina—
enlazador—FR; y (i) un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En ciertas
realizaciones, la composicion farmacéutica puede comprender (i) una combinacion de un primer
conjunto de adaptadores biespecificos que comprenden o consisten en fluoresceina—enlazador—
FAP y un segundo conjunto de adaptadores biespecificos que comprenden o consisten en
fluoresceina—enlazador—PSMA; y (i1) un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.
[0305] Ademas, se proporciona una combinacidon de composiciones farmacéuticas separadas para
el tratamiento del cancer. La combinacién puede comprender (i) una composicion farmacéutica
que comprende un adaptador biespecifico que comprende fluoresceina—enlazador—folato y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable y (ii) una composicion farmacéutica que
comprende un adaptador biespecifico que comprende ligando FAP—enlazador—fluoresceina y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0306] Aun mas, se proporciona una combinacion de composiciones farmacéuticas separadas para
el tratamiento del cancer que comprende (i) una composicion farmacéutica que comprende un
adaptador biespecifico que comprende ligando PSMA—enlazador—fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable y (i1) una composicion farmacéutica que comprende un
adaptador biespecifico que comprende ligando FAP—enlazador—fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0307] También se proporciona una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de
cancer que expresa FAP que comprende un adaptador biespecifico que comprende fluoresceina—
enlazador—FAP y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones,
se proporciona una composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de un cancer que expresa
PSMA. En ese caso, la composicion farmacéutica puede comprender un adaptador biespecifico
que comprende fluoresceina—enlazador—PSMA y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable. En ciertas realizaciones, se proporciona una composicion farmacéutica para uso en el
tratamiento de un cancer que expresa FR (por ejemplo, FRa o FRf), cuya composicién comprende
un adaptador biespecifico que comprende fluoresceina—enlazador—FR y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

[0308] Los adaptadores biespecificos pueden formularse como composiciones farmacéuticas y
administrarse a un hospedador mamifero, como un paciente humano, en una variedad de formas

adaptadas a la via de administracion elegida. Por ejemplo, la composicion farmacéutica puede
66



70175-02

formularse para y administrarse por via oral o parenteral, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal,
intratecal, epidural, intracerebroventricular, intrauretral, inesternal, intracraneal, intratumoral,
intramuscular, topica, por inhalacién y/o subcutanea. De hecho, en al menos una realizacion, un
adaptador biespecifico y/o una composicion segun se describe en el presente puede administrarse
directamente al torrente sanguineo, al musculo o a un érgano interno.

[0309] Por ejemplo, en al menos una realizacion, los adaptadores biespecificos de la presente
pueden administrarse sistémicamente (por via oral, por ejemplo) en combinacion con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, tal como un diluyente inerte o un vehiculo comestible asimilable.
Para la administracion terapéutica oral, el adaptador biespecifico puede combinarse con uno o mas
excipientes y utilizarse en forma de tabletas ingeribles, tabletas bucales, trociscos, capsulas,
elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. El porcentaje de las composiciones y
preparaciones puede variar y puede estar entre aproximadamente 1 a aproximadamente 99% en
peso del(los) ingrediente(s) activo(s) y un aglutinante, excipientes, un agente desintegrante, un
lubricante y/o un edulcorante (como se conoce en la técnica). La cantidad de compuesto activo en
tales composiciones terapéuticamente utiles es tal que se obtendra un nivel de dosis eficaz.
[0310] Los adaptadores biespecificos y las composiciones farmacéuticas del presente documento
pueden formularse como formulaciones parenterales. Las formulaciones parenterales son
tipicamente soluciones acuosas, que pueden contener vehiculos o excipientes tales como sales,
carbohidratos y agentes amortiguadores (preferiblemente a un pH de 3 a 9), pero pueden
formularse mas adecuadamente como una solucion estéril no acuosa o como una forma seca para
ser utilizada junto con un vehiculo adecuado tal como agua estéril y apirdgena o solucién salina
estéril. La preparacion en condiciones estériles, por liofilizacion para producir un polvo estéril
liofilizado para una formulacion parenteral, puede lograrse utilizando métodos bien conocidos en
la técnica. La solubilidad del adaptador biespecifico, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para formulacion parenteral puede incrementarse mediante el uso de técnicas de
formulacion apropiadas, tales como la incorporacion de agentes que aumentan la solubilidad.
[0311] Los adaptadores/composiciones biespecificos también pueden administrarse por infusion
o inyeccion (por ejemplo, utilizando inyectores con aguja (incluidas microagujas) y/o inyectores
sin aguja). Las soluciones de la composicion pueden ser acuosas, opcionalmente mezcladas con
un tensioactivo no toxico y/o pueden contener vehiculos o excipientes tales como sales,
carbohidratos y agentes amortiguadores (preferiblemente a un pH de 3 a 9), pero, para algunas
aplicaciones, pueden formularse mas adecuadamente como una solucion estéril no acuosa o como
una forma seca para ser utilizada junto con un vehiculo adecuado tal como agua estéril y apirdgena
o solucidn salina tamponada con fosfato (PBS). Por ejemplo, pueden prepararse dispersiones en

glicerol, PEG liquidos, triacetina y sus mezclas y en aceites. En condiciones ordinarias de
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almacenamiento y uso, estas preparaciones pueden ademas contener un conservante para prevenir
el crecimiento de microorganismos.

[0312] Las formas farmacéuticas adecuadas para inyeccion o infusién pueden incluir soluciones
o dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden los ingredientes activos que
estan adaptados para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables o
infundibles estériles, opcionalmente encapsuladas en liposomas. En todos los casos, la forma de
dosificacion final debe ser estéril, fluida y estable bajo las condiciones de fabricacion y
almacenamiento. El vehiculo o medio de dispersion liquido puede ser un disolvente o medio de
dispersion liquido que comprende, por ejemplo y sin limitacion, agua, etanol, un poliol (por
ejemplo, glicerol, propilenglicol, PEG(s) liquidos y similares), aceites vegetales, ésteres glicéricos
no toxicos y/o mezclas adecuadas de los mismos. En al menos una realizacion, la fluidez apropiada
puede mantenerse mediante la formacion de liposomas, mediante el mantenimiento del tamafio de
particula requerido en el caso de dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La accion de los
microorganismos puede prevenirse mediante la adicion de varios agentes antibacterianos y
antifungicos tales como parabenos, clorobutanol, fenol, 4cido sorbico, timerosal y similares. En
ciertos casos, sera deseable incluir uno o mas agentes isotonicos tales como azucares, tampones o
cloruro de sodio. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse
mediante la incorporacion de agentes formulados para retardar la absorcion, por ejemplo,
monostearato de aluminio y gelatina.

[0313] Las soluciones inyectables estériles pueden prepararse incorporando el(los) adaptador(es)
biespecifico(s) y/o la composicion en la cantidad requerida del disolvente apropiado con uno o
mas de los otros ingredientes establecidos anteriormente, segun se requiera, seguido de
esterilizacion por filtracion. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones
inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son el secado al vacio y las técnicas
de liofilizacion, que rinden un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional
deseado presente en las soluciones previamente esterilizadas por filtracion.

[0314] Para la administracion topica, puede ser deseable administrar los adaptadores biespecificos
a la piel como composiciones o formulaciones en combinacion con un vehiculo
dermatologicamente aceptable, que puede ser solido o liquido. Por ejemplo, en ciertas
realizaciones, los vehiculos so6lidos pueden incluir solidos finamente divididos tales como talco,
arcilla, celulosa microcristalina, silice, alimina y similares. De modo similar, los vehiculos
liquidos ttiles pueden comprender agua, alcoholes o glicoles o mezclas agua—alcohol/glicol, en
las cuales los compuestos presentes pueden disolverse o dispersarse a niveles efectivos,
opcionalmente con la ayuda de tensioactivos no toxicos. Adicional y/o alternativamente, pueden

afnadirse coadyuvantes tales como fragancias y agentes antimicrobianos para optimizar las
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propiedades para un uso determinado. Las composiciones liquidas resultantes pueden aplicarse
desde almohadillas absorbentes, utilizarse para impregnar vendajes y/u otros apoOsitos,
pulverizarse sobre el area objetivo utilizando pulverizadores tipo bomba o aerosol, o simplemente
aplicarse directamente a un area deseada del sujeto.

[0315] Agentes espesantes tales como polimeros sintéticos, acidos grasos, sales y ésteres de
acidos grasos, alcoholes grasos, celulosas modificadas o materiales minerales modificados
también pueden emplearse con vehiculos liquidos para formar pastas, geles, ungiientos, jabones y
similares para su aplicacion directa sobre la piel del sujeto.

[0316] La cantidad del adaptador biespecifico (o sal farmacéuticamente aceptable del mismo) que
se va a administrar a un sujeto puede variar significativamente, dependiendo del cancer que se
esté tratando, la via de administracion y la distribucion tisular. Tal como se utiliza en el presente

99 ¢

documento, los términos “terapéuticamente eficaz”, “dosis terapéuticamente eficaz”, “cantidad
terapéuticamente eficaz”, “cantidad profilacticamente eficaz” o “dosis profilacticamente eficaz”
significan (a menos que se indique especificamente lo contrario) una cantidad de un adaptador
biespecifico que, cuando se administra una vez o durante el curso de un ciclo de tratamiento, afecta
la salud, el bienestar o la mortalidad de un sujeto (por ejemplo, y sin limitacion, retrasa el inicio
y/o reduce la gravedad de uno o mas de los sintomas asociados con un céncer). Las dosis utiles de
los adaptadores biespecificos pueden determinarse comparando su actividad in vitro y la actividad
in vivo en modelos animales. Los métodos de extrapolacion de dosis eficaces en ratones y otros
animales a sujetos humanos son conocidos en la técnica. De hecho, la dosis del adaptador
biespecifico puede variar significativamente dependiendo de la condicion del sujeto hospedador,
el cancer que se estd tratando, cuan avanzada esta la patologia, la via de administracion del
adaptador biespecifico y la distribucion tisular, y la posibilidad de co-uso de otros tratamientos
terapéuticos (tales como radioterapia u otros firmacos en terapias combinadas como, por ejemplo,
la terapia con células CAR-T). La cantidad de la composicion requerida para su uso en el
tratamiento (por ejemplo, la cantidad o dosis terapéutica o profilacticamente eficaz) variard no
solo con la aplicacion particular, sino también con la sal seleccionada (si procede) y las
caracteristicas del sujeto (tales como, por ejemplo, edad, condicidn, sexo, superficie corporal y/o
masa del sujeto, tolerancia a los fArmacos) y, en ultima instancia, estara a discrecion del médico,
clinico u otro responsable.

[0317] La cantidad que se administrara a un sujeto puede variar, por ejemplo, desde
aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 30 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta
aproximadamente 25 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 20 mg,
aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 15 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta

aproximadamente 10 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 9 mg,
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aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 8 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta
aproximadamente 7 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 6 mg,
aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 5 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta
aproximadamente 4 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 3 mg,
aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 2 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 0.5 mg,
aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 0.4 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta
aproximadamente 0.3 mg, aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 0.2 mg,
aproximadamente 0.05 mg hasta aproximadamente 0.1 mg, aproximadamente 0.01 mg hasta
aproximadamente 20 mg, aproximadamente 0.3 mg hasta aproximadamente 10 mg,
aproximadamente 0.1 mg hasta aproximadamente 20 mg, o aproximadamente 0.8 mg hasta
aproximadamente 3 mg. El experto habitual en la materia apreciara facilmente que la dosis puede
variar dentro de los diversos rangos proporcionados anteriormente en funcion de los factores
sefialados y puede quedar a discrecion del médico tratante.

[0318] Las cantidades o dosis terapéuticamente eficaces o profilacticamente eficaces pueden
variar, por ejemplo, desde aproximadamente 0.05 mg/kg de peso corporal del paciente hasta
aproximadamente 30.0 mg/kg de peso corporal del paciente, o desde aproximadamente 0.01
mg/kg de peso corporal del paciente hasta aproximadamente 5.0 mg/kg de peso corporal del
paciente, incluyendo, entre otros, 0.01 mg/kg, 0.02 mg/kg, 0.03 mg/kg, 0.04 mg/kg, 0.05 mg/kg,
0.1 mg/kg, 0.2 mg/kg, 0.3 mg/kg, 0.4 mg/kg, 0.5 mg/kg, 1.0 mg/kg, 1.5 mg/kg, 2.0 mg/kg, 2.5
mg/kg, 3.0 mg/kg, 3.5 mg/kg, 4.0 mg/kg, 4.5 mg/kg y 5.0 mg/kg, todos ellos en kg de peso
corporal del paciente. La cantidad total terapéuticamente o profilacticamente eficaz del adaptador
biespecifico puede administrarse en dosis unicas o divididas y puede, a discrecion del profesional,
quedar fuera del rango tipico dado en el presente.

[0319] En otra realizacion, el adaptador biespecifico puede administrarse en una cantidad
terapéuticamente o profilacticamente eficaz de desde aproximadamente 0.5 g/m2 hasta
aproximadamente 500 mg/m2, desde aproximadamente 0.5 g/m2 hasta aproximadamente 300
mg/m2, o desde aproximadamente 100 g/m2 hasta aproximadamente 200 mg/m2. En otras
realizaciones, las cantidades pueden ser desde aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta
aproximadamente 500 mg/m?2, desde aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta aproximadamente 300
mg/m2, desde aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta aproximadamente 200 mg/m2, desde
aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta aproximadamente 100 mg/m2, desde aproximadamente 0.5
mg/m2 hasta aproximadamente 50 mg/m2, desde aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta
aproximadamente 600 mg/m2, desde aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta aproximadamente 6.0

mg/m2, desde aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta aproximadamente 4.0 mg/m2, o desde
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aproximadamente 0.5 mg/m2 hasta aproximadamente 2.0 mg/m2. La cantidad total puede
administrarse en dosis unicas o divididas y puede, a discrecion del médico, quedar fuera del rango
tipico dado en el presente. Estas cantidades se basan en metros de superficie corporal. Todos los
rangos especificados en este parrafo son inclusivos de los limites indicados e incluyen todos los
incrementos de 0.5 g/m2 comprendidos en cada rango especificado.

[0320] En otras realizaciones, la cantidad del adaptador biespecifico (o sal o hidrato
farmacéuticamente aceptable del mismo) que se administrard a un sujeto puede variar, por
ejemplo, desde aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 3,000 nmol/kg de peso
corporal del sujeto, aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 2,000 nmol/kg,
aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 1,000 nmol/kg, aproximadamente 50
nmol/kg hasta aproximadamente 900 nmol/kg, aproximadamente 50 nmol/kg hasta
aproximadamente 800 nmol/kg, aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 700
nmol/kg, aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 600 nmol/kg, aproximadamente
50 nmol/kg hasta aproximadamente 500 nmol/kg, aproximadamente 50 nmol/kg hasta
aproximadamente 400 nmol/kg, aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 300
nmol/kg, aproximadamente 50 nmol/kg hasta aproximadamente 200 nmol/kg, aproximadamente
50 nmol/kg hasta aproximadamente 100 nmol/kg, aproximadamente 100 nmol’kg hasta
aproximadamente 300 nmol/kg, aproximadamente 100 nmol/kg hasta aproximadamente 500
nmol/kg, aproximadamente 100 nmol/kg hasta aproximadamente 1,000 nmol/kg, o
aproximadamente 100 nnmol/kg hasta aproximadamente 2,000 nmol/kg de peso corporal del
sujeto. En otras realizaciones, la dosis puede ser de aproximadamente 100 nmol/kg,
aproximadamente 150 nmol/kg, aproximadamente 200 nmol/kg, aproximadamente 250 nmol/kg,
aproximadamente 300 nmol/kg, aproximadamente 350 nmol/kg, aproximadamente 400 nmol/kg,
aproximadamente 450 nmol/kg, aproximadamente 500 nmol/kg, aproximadamente 600 nmol/kg,
aproximadamente 700 nmol/kg, aproximadamente 800 nmol/kg, aproximadamente 900 nmol/kg,
aproximadamente 1,000 nmol/kg, aproximadamente 2,000 nmol/kg o aproximadamente 3,000
nmol/kg de peso corporal del sujeto. En otras realizaciones, puede administrarse entre
aproximadamente 20 pg/kg hasta aproximadamente 3 mg/kg de peso corporal del sujeto. La
cantidad puede estar entre aproximadamente 0.2 mg/kg hasta aproximadamente 0.4 mg/kg de peso
corporal del sujeto o aproximadamente 50 pg/kg de peso corporal del sujeto. Todos los rangos
especificados en este parrafo son inclusivos de los limites indicados e incluyen todos los
incrementos de 1 nmol/kg o 10 pg/kg, segin corresponda, comprendidos en cada rango
especificado.

[0321] Usos v métodos
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[0322] Aun se proporciona un método de tratamiento del cancer en un sujeto, cuyo método
comprende administrar al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de (i) células
CAR-T anti-fluoresceina (por ejemplo, fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina) o una
composicion farmacéutica que las comprende y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable y (i1) un adaptador biespecifico o una composicion farmacéutica que lo comprende y un
vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, con lo cual el sujeto es tratado del cancer.
[0323] Los términos “tratar”, “tratando”, “tratado” y “tratamiento” se refieren al tratamiento
terapéutico. Tal tratamiento puede tener un efecto profilactico. El cancer se trata cuando los
sintomas o signos de cancer se ven atenuados, tales como una reduccién en el tamafo de un tumor,
la eliminacion completa o parcial de un tumor, la estabilizacién del cancer como, por ejemplo,
mediante la inhibicion de la progresion del cancer (por ejemplo, un aumento en el tamafio de un
tumor o un aumento en el nimero de tumores, como por metastasis), o cualquier otro efecto sobre
el cancer que un médico consideraria que constituye tratamiento terapéutico (o profilactico).
[0324] EI término “sujeto”, tal como se utiliza en el presente documento, significa un animal, tal
como un mamifero, y en particular un ser humano. En aplicaciones veterinarias, el sujeto puede
ser un animal de laboratorio, agricola, doméstico o salvaje. Ejemplos de tales animales incluyen,
entre otros, un roedor, un conejo, un mono, un chimpancé, un perro, un gato, una vaca, un caballo,
un cerdo, una oveja, una cabra, un 0so, un panda, un leon, un tigre, un leopardo, un elefante, una
cebra, una jirafa, un gorila, un delfin o una ballena.

[0325] Las células CAR-T anti-fluoresceina (por ejemplo, fluoresceina, FITC o NHS-
fluoresceina) son células T (alternativamente, pueden utilizarse células NK) disenadas para
expresar un CAR que reconoce y se une a la fluoresceina (por ejemplo, fluoresceina, FITC o NHS-
fluoresceina) en el adaptador biespecifico.

[0326] El CAR es una proteina de fusion que comprende al menos tres dominios, que incluyen (i)
una region de reconocimiento (por ejemplo, una region de fragmento variable de cadena sencilla
(scFv) de un anticuerpo), que reconoce y se une a la fluoresceina (por ejemplo, fluoresceina, FITC
o NHS-fluoresceina) con especificidad, (i1)) un dominio de coestimulacion, que mejora la
proliferacion y supervivencia de los linfocitos T, y (ii1) un dominio de sefializacion de activacion,
que genera una sefial de activacion de linfocitos T citotoxicos.

[0327] Se pueden utilizar y preparar regiones scFv de anticuerpos que se unen a la fluoresceina
(por ejemplo, en FITC) a partir de (i) un anticuerpo conocido en la técnica que se une a la
fluoresceina (por ejemplo, fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina), (i) un anticuerpo anti-
fluoresceina de nueva preparacion, o (iii) variantes de secuencia derivadas de las regiones scFv
de tales anticuerpos, por ejemplo, regiones scFv que tengan al menos aproximadamente 80%, al

menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos aproximadamente
9 9
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97%, al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99% o al menos
aproximadamente 99.5% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoécidos de la region
scFv de la cual se derivan. La porcién de union del CAR puede ser, por ejemplo, un scFv de un
anticuerpo, un fragmento Fab, Fv, Fc o (Fab’)2.

[0328] “La identidad de secuencia porcentual (%)” con respecto a una referencia a una secuencia
de polipéptido se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos o de acidos nucleicos,
respectivamente, en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos en la secuencia de
referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para lograr el
maximo porcentaje de identidad de secuencia y sin considerar sustituciones conservadoras como
parte de la identidad de secuencia. La alineacion para fines de determinar el porcentaje de
identidad de secuencia puede lograrse de diversas maneras que estan al alcance de la habilidad de
la técnica, por ejemplo, utilizando software informatico disponible publicamente. Por ejemplo, la
determinacion de identidad o similitud porcentual entre secuencias puede realizarse, por ejemplo,
utilizando el programa GAP (Genetics Computer Group, software; ahora disponible a través de
Accelrys en linea), y las alineaciones pueden realizarse utilizando, por ejemplo, el algoritmo
ClustalW (software VNTI, InforMax Inc.). Ademas, puede buscarse una base de datos de
secuencias utilizando la secuencia de acido nucleico o aminodcido de interés. Los algoritmos para
la busqueda en bases de datos se basan tipicamente en el software BLAST (Altschul et al., 1990),
pero los expertos en la técnica pueden determinar parametros apropiados para alinear secuencias,
incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr la alineacién maxima a lo largo de toda la
longitud de las secuencias que se comparan. En algunas realizaciones, el porcentaje de identidad
puede determinarse a lo largo de toda la longitud de la secuencia de acido nucleico o aminoacido.
[0329] En varias realizaciones, el CAR tiene una region de reconocimiento y la region de
reconocimiento es una region scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina, que puede unirse a
fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina (véanse, por ejemplo, el anticuerpo anti-fluoresceina E2
descrito en Vaughan et al., Nature Biotechnol 14(3): 309-314 (1996), y el constructo CAR
ejemplar, que expresa un CAR que comprende el anticuerpo anti-fluoresceina E2, mostrado en la
Fig. 1 y descrito en la pagina 66, linea 16, hasta la pagina 69, linea 12, de la Publicacion de
Solicitud de Patente Internacional nim. WO 2019/144091, ambos incorporados por referencia en
el presente para sus ensefianzas al respecto). El CAR tiene un dominio de coestimulacion y el
dominio de coestimulacion puede ser CD28 (antigeno de diferenciacion 28), CD2 (antigeno de
diferenciacion 2), CD137 (antigeno de diferenciacion 137; 4-1BB), un miembro de la familia del
factor de necrosis tumoral (TNF), CD134 (antigeno de diferenciacion 134; OX40), un miembro
de la superfamilia de receptores TNF (TNFR), CD27 (antigeno de diferenciacion 27), CD30

(antigeno de diferenciacion 30), CD150 (antigeno de diferenciacion 150), DAP10, NKG2D,
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CD278 (antigeno de diferenciacion 278; ICOS), una molécula coestimuladora de la superfamilia
CD28 expresada en células T activadas, la familia de receptores relacionados con la molécula de
activacion de linfocitos sefializadores (SLAM) (como 2B4), o cualquier combinacion de los
mismos. Variantes de secuencia de los dominios de coestimulacién antes mencionados, que tengan
la misma o similar actividad que el dominio en el cual se basan, también pueden utilizarse sin
afectar negativamente el método. El CAR tiene un dominio de sefializacion de activacion, y el
dominio de sefializacion de activacion puede ser una cadena CD3( de célula T, proteina receptora
delta CD3, proteina receptora mbl, proteina receptora B29 o un receptor Fc y. Variantes de
secuencia de los dominios de sefializacion de activacion antes mencionados, que tengan la misma
o similar actividad que el dominio en el cual se basan, también pueden utilizarse sin afectar
negativamente el método. Tales dominios de coestimulacion y variantes de tales dominios de
coestimulacion y dominios de sefializacion de activacion pueden tener al menos aproximadamente
80%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, al menos
aproximadamente 97%, al menos aproximadamente 98%, al menos aproximadamente 99% o al
menos aproximadamente 99.5% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del
dominio del cual se derivan.

[0330] En una realizacion de un CAR que comprende un fragmento de anticuerpo anti-
fluoresceina E2, el CAR comprende un dominio bisagra de I[gG4 y un dominio transmembrana de
CD28. El dominio de coestimulacion es CD137 (4-1BB) y el dominio de sefializacion de
activacion es CD3(.

[0331] En ciertas realizaciones, un CAR comprende un scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina
como region de reconocimiento, un dominio de coestimulacion CD137 (4-1BB) y CD3( como
dominio de sefalizacion de activacion.

[0332] Los constructos que codifican CAR se preparan utilizando técnicas de ingenieria genética.
Tales técnicas se describen, por ejemplo, en Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3.? ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001), que se incorpora por referencia en
el presente. A modo de ejemplo, puede prepararse un plasmido o vector de expresion viral (por
ejemplo, un vector lentiviral, un vector retroviral, sleeping beauty y piggyback (sistemas de
transposon/transposasa que incluyen un sistema de suministro del gen CAR no mediado por
virus)) para codificar una proteina de fusion que comprende una regioén de reconocimiento, uno o
mas dominios de coestimulacion y un dominio de sefializacion de activacién en marco de lectura
y enlazados en direccion 5' a 3'. Otras disposiciones pueden ser aceptables e incluir una regién de
reconocimiento, un dominio de sefializacion de activacion y uno o mas dominios de
coestimulacion. La ubicacion de la region de reconocimiento en la proteina de fusion serd

generalmente tal que se logre la exposicion de la region en el exterior de la célula. E1 CAR también
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puede incluir elementos adicionales, tales como un péptido sefal para asegurar la exportacion
adecuada de la proteina de fusion a la superficie celular, un dominio transmembrana para asegurar
que la proteina de fusién se mantenga como una proteina integral de membrana y un dominio
bisagra que confiera flexibilidad a la regién de reconocimiento y permita una unién fuerte al grupo
de direccionamiento del CAR.

[0333] Los linfocitos T (por ejemplo, linfocitos T citotoxicos) pueden disefiarse genéticamente
para expresar constructos CAR transfectando una poblacion de linfocitos T con un vector de
expresion que codifique el constructo CAR. Los métodos adecuados para preparar una poblacion
transducida de linfocitos T que expresan un constructo CAR seleccionado son bien conocidos por
el experto en la materia y se describen en Sambrook et al. (2001), supra.

[0334] Los linfocitos T pueden ser autdélogos, aunque pueden utilizarse células heterdlogas, como
cuando el paciente que se trata ha recibido quimioterapia o radioterapia a dosis altas para destruir
el sistema inmunitario del paciente. En varias realizaciones, pueden utilizarse células alogénicas.
[0335] Los linfocitos T pueden obtenerse de un paciente por medios bien conocidos en la técnica.
Por ejemplo, las células T pueden obtenerse recogiendo sangre periférica del paciente, sometiendo
la sangre a centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll y utilizando luego un kit de aislamiento
de células T negativas (tal como EasySep™ T Cell Isolation Kit) para aislar una poblacion de
células T citotoxicas de la sangre periférica. En varias realizaciones, la poblacion de linfocitos T
citotdxicos no necesita ser pura y puede contener otras células, tales como otras células T,
monocitos, macrofagos, c€lulas asesinas naturales y células B. La poblacion de células que se esta
recogiendo puede comprender al menos aproximadamente 90% del tipo de célula seleccionado,
tal como al menos aproximadamente 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
del tipo de célula seleccionado.

[0336] Después de obtener los linfocitos T, las células pueden cultivarse en condiciones que
promuevan la activacion de las células. Las condiciones de cultivo pueden ser tales que las células
puedan administrarse a un paciente sin preocupacion por la reactividad frente a componentes del
medio de cultivo. Por ejemplo, las condiciones de cultivo pueden no incluir productos de suero
bovino, tales como albiimina sérica bovina (BSA). La activacion puede lograrse introduciendo
activadores conocidos en el medio de cultivo, tales como anticuerpos anti-CD3 en el caso de
células T citotoxicas. Otros activadores adecuados incluyen anticuerpos anti-CD28. La poblacion
de linfocitos puede -cultivarse en condiciones que promuevan la activacion durante
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 dias. El nivel apropiado de activaciéon puede
determinarse por el tamano celular, la tasa de proliferacion o marcadores de activacion

determinados por citometria de flujo.
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[0337] Después de que la poblacion de linfocitos T citotoxicos se haya cultivado en condiciones
que promueven la activacion, las células pueden transfectarse con un vector de expresion que
codifique un CAR. Después de la transfeccion, las células pueden administrarse inmediatamente
al paciente o las células pueden cultivarse durante al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15, 16, 17, 18 o mas dias, o entre aproximadamente 5 y aproximadamente
12 dias, entre aproximadamente 6 y aproximadamente 13 dias, entre aproximadamente 7 y
aproximadamente 14 dias, o entre aproximadamente § y aproximadamente 15 dias, por ejemplo,
para permitir tiempo para que las células se recuperen de la transfeccion. Las condiciones de
cultivo adecuadas pueden ser similares a las condiciones bajo las cuales las células se cultivaron
para la activacion, con o sin el agente que se utilizd para promover la activacion.

[0338] Cuando las células han sido transfectadas y activadas, puede prepararse una composicion
que comprende las células CAR-T y administrarse al sujeto. Pueden utilizarse medios de cultivo
que carezcan de cualquier producto animal, tal como BSA. Pueden emplearse las condiciones de
cultivo tisular tipicamente utilizadas en la técnica para evitar la contaminacion con bacterias,
hongos y micoplasma. Las células pueden sedimentarse, lavarse y resuspenderse en un vehiculo,
diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0339] Las composiciones ejemplares que comprenden células CAR-T incluyen composiciones
que comprenden las células en solucion salina estéril de 290 mOsm, criomedios infundibles (que
contienen Plasma-Lyte A, dextrosa, cloruro de sodio, albumina sérica humana (HSA) y
dimetilsulféxido (DMSO)) en 0.9% de NaCl con 2% de HSA, o en cualquier otro material
infundible estéril de 290 mOsm. Dependiendo de la identidad del medio de cultivo, las células
CAR-T pueden administrarse en el medio de cultivo como la composicion o concentrarse y
resuspenderse en el medio de cultivo antes de la administracion.

[0340] La composicion de células CAR-T puede administrarse al sujeto por cualquier medio
adecuado, tal como administracion parenteral, por ejemplo, intradérmica, subcutinea,
intramuscular, intraperitoneal, intravenosa o intratecal.

[0341] El ntimero total de células CAR-T y la concentracion de las cé€lulas en la composicion
administrada al sujeto variardn en funcion de diversos factores, incluidos el tipo de células CAR-
T que se utilicen, la especificidad de unién del CAR, la identidad del grupo de direccionamiento
del CAR (en los ejemplos del presente documento, FITC), y la identidad del ligando de molécula
pequefia/ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico (p. ej., PSMALI1, DUPA, un
ligando de FR y/o un ligando de FAP), la identidad del cancer, la localizacion del cancer en el
sujeto, los medios utilizados para administrar las composiciones al sujeto y la salud, edad y peso
del sujeto que esta siendo tratado. Composiciones adecuadas que comprenden células CAR-T

transducidas incluyen aquellas que tienen un volumen de entre aproximadamente 5 ml y
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aproximadamente 200 ml, y que contienen de aproximadamente 1 x 105 a aproximadamente 1 x
1015 células CAR-T transducidas. Composiciones tipicas comprenden un volumen de entre
aproximadamente 10 ml y aproximadamente 125 ml y contienen de aproximadamente 1 x 107 a
aproximadamente 1 x 1010 células CAR-T. Una composicion ejemplar comprende
aproximadamente 1 x 109 células CAR-T en un volumen de aproximadamente 100 ml. Puede
administrarse al sujeto una dosis tnica o multiples dosis de las células CAR-T. Las composiciones
pueden comprender aproximadamente 1 millén (M), 2M, 3M, 4M, 5M, 6M, 7M, 8M, 9M, 10M,
11M, 12M, 12.5M, 13M, 14M o 15M células CAR-T, por ejemplo por kg de peso corporal del
paciente. Cuando la composicién de células CAR-T se administra mediante inyeccion en el
torrente sanguineo del sujeto, las células CAR-T en el torrente sanguineo del sujeto constituyen
al menos el 5 %, 7 %, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 % o 15 % del total de linfocitos T del sujeto
en el torrente sanguineo aproximadamente cuatro semanas después de la inyeccion; al menos el
20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 % o 50 % del total de linfocitos T del sujeto en el torrente sanguineo
aproximadamente dos semanas después de la inyeccion; o al menos el 85 %, 90 % o 95 % del total
de linfocitos T del sujeto aproximadamente una semana después de la inyeccion.

[0342] El adaptador biespecifico (o sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo) o la
composicion farmacéutica que lo comprende, o una combinacidon de los mismos, y las células
CAR-T anti-fluoresceina o la composicion farmacéutica que comprende las células CAR-T anti-
fluoresceina pueden administrarse al paciente utilizando cualquier método adecuado conocido en
la técnica. Los términos “administrar”, “administrando”, “administrado” y “administracion” se
refieren a métodos de introducir el adaptador biespecifico (o una sal o hidrato farmacéuticamente
aceptable del mismo) o una composicidon farmacéutica que comprende el adaptador biespecifico
(o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo) y métodos de introducir las células
CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende las células CAR-T anti-
fluoresceina. Ejemplos de vias de administracion adecuadas incluyen, sin limitarse a ello, oral,
intravenosa, intramuscular, subcutdnea y transdérmica. Los componentes pueden administrarse
directamente en el torrente sanguineo, en el misculo o en un organo interno. Las vias adecuadas
para la administracion parenteral incluyen, sin limitarse a ello, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intratecal, epidural, intracerebroventricular, intrauretral, inesternal, intracraneal,
intratumoral, intramuscular y subcutanea. Pueden utilizarse inyectores con aguja, incluidas
microagujas, inyectores sin aguja e infusiones. Los componentes antes mencionados pueden
administrarse en formas de dosificacion unitarias y/o formulaciones que contienen vehiculos o
excipientes no toxicos y farmacéuticamente aceptables (o vehiculos o adyuvantes).

[0343] En el método, las células CAR-T anti-fluoresceina (o una composicion farmacéutica que

comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
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aceptable) y el adaptador biespecifico, una composicion farmacéutica o una combinacion pueden
administrarse simultdnea o secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o por diferentes
vias. Cuando se administran simultdneamente por la misma via, las formulaciones pueden ser
iguales o diferentes. En varias realizaciones, el adaptador biespecifico puede administrarse al
sujeto después de las células CAR-T. El tiempo entre la administracion de las células CAR-T y la
administracion del adaptador biespecifico puede variar ampliamente en funcion de factores que
incluyen el tipo de células CAR-T que se utilicen, la especificidad de union del CAR, la identidad
del grupo de direccionamiento del CAR (en los ejemplos del presente documento, una
fluoresceina) y la del ligando de direccionamiento de molécula pequefia del adaptador biespecifico
(en los ejemplos del presente documento, un ligando de PSMA, un ligando de FAP, un ligando de
FR, o una combinacién de ligandos de PSMA y FAP, o una combinacion de ligandos de FAP y
FR), la identidad del cancer, la localizacion del cancer en el sujeto, los medios utilizados para
administrar al sujeto las células CAR-T y el adaptador biespecifico, asi como la salud, edad y peso
del paciente.

[0344] El(los) adaptador(es) biespecifico(s) puede(n) administrarse antes o después de las células
CAR-T, por ejemplo dentro de aproximadamente 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 o 24 horas, o dentro de
aproximadamente 0.5, 1, 1.5, 2,2.5,3,4,5,6,7, 8,9, 10 o mas dias. La tasa de lisis tumoral puede
regularse ajustando la tasa de administracion del adaptador biespecifico, por ejemplo (por
ejemplo, como funcion del calendario de dosificacion, tal como continua, una vez/dia, dos
veces/dia, tres veces/dia, una vez/semana, dos veces/semana o tres veces/semana). Por “continua”
se entiende durante al menos una hora, al menos cuatro horas, al menos seis horas, al menos ocho
horas, al menos 10 horas, al menos 12 horas o al menos 24 horas, o un régimen de administracion
diaria o semanal, tal como una vez/dia, dos veces/dia, tres veces/dia, dia por medio, una
vez/semana, dos veces/semana, tres veces/semana o cualquier otro régimen adecuado. En el
método, (1) y (i1) pueden administrarse por via intravenosa. El cancer puede ser cancer de ovario,
cancer de endometrio, cancer de mama, glioma (por ejemplo, glioma en estadio 3-4) o carcinoma
de células renales de células claras (por ejemplo, carcinoma de células renales de células claras en
estadio 3-4).

[0345] Tales métodos de terapia combinada pueden realizarse utilizando cualquier célula disenada
que sea adecuada para el tratamiento del cancer y pueden incluir el uso de més de uno de estos
tipos de agentes. En ciertas realizaciones, las células disefiadas utilizadas en esta terapia
combinada son células CAR T y también pueden (o alternativamente) comprender células madre
disefiadas y otras células.

[0346] Las células disefiadas utilizadas en combinacién con los adaptadores biespecificos o

composiciones de la invencion pueden ser cualesquiera células CAR T, células madre u otra célula
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disefiada o combinacion de las mismas. Varias terapias celulares adoptivas (también denominadas
inmunoterapia celular) son conocidas en la técnica para su uso en el tratamiento del cancer, y la
inmunoterapia con células T, en particular, ha recibido mucha atencion. Algunos ejemplos no
limitantes de tales terapias incluyen la terapia con receptor de célula T disefiado (TCR), la terapia
con células CAR T y la terapia con células asesinas naturales (NK).

[0347] En ciertos enfoques, la administracion tanto de los compuestos adaptadores biespecificos
como de la terapia celular disefiada da como resultado una inhibicion del crecimiento del cancer
mayor que aditiva.

[0348] Cuando se coadministran multiples terapéuticos y/o terapias, las dosis pueden ajustarse en
consecuencia, como se reconoce en la técnica pertinente. “Coadministracion” y terapia combinada
no se limitan a la administracion simultanea, sino que también incluyen regimenes de tratamiento
en los cuales un adaptador biespecifico dirigido se administra al menos una vez durante un curso
de tratamiento que implica administrar una terapia celular a un sujeto.

[0349] El sindrome de liberacion de citocinas (CRS) puede controlarse variando la dosis del
adaptador biespecifico. Véase, por ejemplo, la Publicacion de Solicitud de Patente Internacional
namero WO 2017/177149.

[0350] Los métodos de tratamiento del cancer del presente documento pueden comprender
administrar cualquiera de los adaptadores biespecificos al paciente y administrar cualquiera de las
composiciones de células disefiadas o terapias celulares disefiadas descritas anteriormente al
paciente.

[0351] En ciertas realizaciones, se proporciona un método de tratar el cancer en un sujeto. El
método comprende administrar al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de: (i)
células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T
anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii) cualquier
adaptador biespecifico, cualquier composicion farmacéutica que lo comprenda o cualquier
combinacion de adaptadores biespecificos. Los pasos (i) y (ii)) pueden administrarse
simultdneamente o secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias.

[0352] Las células CAR-T anti-fluoresceina pueden comprender cualesquiera células CAR T
descritas en el presente o adecuadas para utilizarse como se describe. En ciertas realizaciones, las
células CAR-T anti-fluoresceina comprenden una region de reconocimiento que comprende una
region scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina; un dominio de coestimulacion, y el dominio de
coestimulacion es CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278 (ICOS); y/o un dominio de
sefializacion de activacion que es una cadena CD3( de célula T o un receptor Fc y.

[0353] Cuando el método administra una combinacion, la combinacién puede comprender un

primer y un segundo adaptador biespecifico, que pueden administrarse al sujeto simultdneamente
79



70175-02

por la misma o diferentes vias. Alternativamente, el primer y el segundo adaptador biespecifico
pueden administrarse al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes
vias.

[0354] En ciertas realizaciones, ambos pasos (i) y (ii) del método se administran por via
intravenosa.

[0355] La fluoresceina del adaptador biespecifico puede unir con afinidad a la célula CAR-T anti-
fluoresceina al exponerse a la misma, y el ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico
puede enlazar la célula CAR-T anti-fluoresceina unida a una célula cancerosa dirigida o a un CAF
cuando el ligando dirigido del adaptador biespecifico se une con afinidad a un receptor en dicha
célula cancerosa dirigida o CAF. De este modo, los compuestos, composiciones y combinaciones
del presente documento facilitan una eficacia mejorada de la terapia con células CAR T.

[0356] En ciertas realizaciones, el receptor en la célula cancerosa dirigida o CAF es un FAP
sobreexpresado, un PSMA sobreexpresado y/o un FR (por ejemplo, un FR sobreexpresado). El
cancer puede ser un cancer que expresa FAP, y al menos un adaptador biespecifico de (ii) puede
comprender un radical de un ligando FAP. El cancer puede ser un cancer que expresa PSMA, y al
menos un adaptador biespecifico de (ii) puede comprender un radical de un ligando PSMA. En
ciertas realizaciones, por ejemplo, cuando el método administra una combinacidon del presente
documento, el cancer es un cancer que expresa FR y (i1) puede comprender una combinacion del
presente documento que comprende un folato.

[0357] También se proporcionan métodos para tratar cancer que expresa FAP en un sujeto. En
ciertas realizaciones, el método comprende administrar al sujeto cantidades eficaces para el
tratamiento del cancer de (i) células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica
que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable; y (i1) cualquier adaptador biespecifico o una composicion farmacéutica que comprende
un adaptador biespecifico y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. Como se
sefiald anteriormente, el CAR puede tener una region de reconocimiento, y la region de
reconocimiento puede ser una region scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina. En ciertas
realizaciones, el CAR comprende: un dominio de coestimulacion, y el dominio de coestimulacion
puede ser CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278 (ICOS); y/o un dominio de
sefializacion de activacion, y el dominio de sefializacion de activacion puede ser una cadena CD3(
de célula T o un receptor Fc vy.

[0358] En ciertas realizaciones, un método de tratar el cancer en un sujeto comprende administrar
al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de: (i) células T con receptor de
antigeno quimérico (CAR) anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende

células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii)
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cualquier combinacion de adaptadores biespecificos. Aqui, el CAR puede comprender: una regioén
de reconocimiento que comprende una region scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina; un dominio
de coestimulacion y el dominio de coestimulacion puede ser CD28, CD137 (4-1BB), CD134
(0X40) 0 CD278 (ICOS); y/o un dominio de sefnalizacion de activacion que es una cadena CD3(
de célula T o un receptor Fc y. Los pasos (i) y (ii) pueden administrarse simultaneamente o
secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias. En ciertas realizaciones, el
primer y el segundo adaptador biespecifico de la combinaciéon se administran al sujeto
simultaneamente por la misma o diferentes vias. En ciertas realizaciones, el primer y el segundo
adaptador biespecifico de la combinacidon se administran al sujeto secuencialmente, en cualquier
orden, por la misma o diferentes vias. (i) y (ii) pueden administrarse cada uno por via intravenosa.
[0359] Los métodos del presente documento pueden comprender ademds la obtencion de
imagenes del cancer en el sujeto. La obtencion de imagenes del cancer puede comprender
obtencion de imagenes Opticas, tomografia por emision de positrones (PET) o tomografia
computarizada por emision de foton tinico (SPECT), por ejemplo.

[0360] En los métodos, el cancer puede, adicionalmente, visualizarse antes de la administracion
al sujeto del adaptador biespecifico, o de las sales o hidratos farmacéuticamente aceptables del
mismo, o de la composicion de células disenadas (por ejemplo, una composicion de linfocitos
citotoxicos que expresan CAR o una composicion de células CAR-NK). El cancer, adicional o
alternativamente, puede visualizarse durante o después de la administracion para evaluar, por
ejemplo, la metastasis y la eficacia del tratamiento. Por ejemplo, la obtencion de imagenes puede
realizarse mediante PET, imagen por resonancia magnética (MRI) o SPECT/tomografia
computarizada (CT). El método de obtencién de imdgenes puede ser cualquier método de
obtencion de imagenes adecuado conocido en la técnica.

[0361] El cancer puede ser cualquier cancer. “Cancer” tiene su significado llano y ordinario
cuando se lee a la luz de la especificacion y puede incluir, sin limitarse a ello, un grupo de
enfermedades que implican crecimiento celular anormal con potencial para invadir o propagarse
(es decir, metastatizar) a otras partes del cuerpo. Ejemplos incluyen, sin limitarse a ello, un cancer
del cerebro, tiroides, pulmon, pancreas, rifion, estbmago, estroma gastrointestinal, endometrio,
mama, cuello uterino, ovario, colon, prostata, leucemias, linfomas, otros canceres relacionados
con la sangre o cancer de cabeza y cuello. En ciertas realizaciones, el cancer que se trata es un
tumor. En ciertas realizaciones, el cancer es maligno. En ciertas realizaciones, el cancer es cancer
de ovario, cancer de endometrio, cancer de mama, glioma como, opcionalmente, glioma en estadio
3-4, o carcinoma de células renales de células claras como, opcionalmente, carcinoma de células

renales de células claras en estadio 3-4.
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[0362] En algunos aspectos de estas realizaciones, el cancer es un cancer que expresa el receptor
de folato, por ejemplo y sin limitacioén, un cancer que expresa FR o. En otras realizaciones, el
cancer es un cancer que expresa FR B. En ciertas realizaciones, el cdncer es un cancer que expresa
FAP. En ciertas realizaciones, el cancer es un cancer que expresa PSMA.

[0363] En algunas realizaciones, el cancer se visualiza antes de la administracion de (i) y (ii) al
sujeto. La obtencion de imagenes puede realizarse mediante PET, MRI o SPECT/CT.

[0364] En ciertas realizaciones, se proporciona un uso de un adaptador biespecifico, una sal,
hidrato o solvato farmacéuticamente aceptable del adaptador biespecifico, o una composicion del
mismo en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del cancer en un sujeto. El
adaptador biespecifico puede ser cualquier compuesto o conjugado del presente documento. El
medicamento puede ser para su uso en combinacioén con la administracién de una terapia celular
disefiada al sujeto como, por ejemplo, la terapia con células CAR T, en la que las células CAR T
expresan anti-fluoresceina.

[0365] Aun mas, se proporciona un método para mejorar la activacion de células CAR T. El
método puede comprender proporcionar un adaptador biespecifico del presente documento, una
composicion farmacéutica del presente documento o una combinacion del presente documento
(por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de los anteriores); y exponer
células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T
anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable al(los) adaptador(es)
biespecifico(s), composicion farmacéutica o combinacion; en donde la célula CAR-T experimenta
una activacion mejorada tras la exposicion en comparacion con una célula CAR-T no expuesta al
adaptador biespecifico. Las células CAR-T anti-fluoresceina pueden estar en circulacion sistémica
en un sujeto cuando se exponen al adaptador biespecifico, composicion farmacéutica o
combinacion, por ejemplo. Alternativamente, las células CAR-T anti-fluoresceina pueden
exponerse in vitro al adaptador biespecifico, composicion farmacéutica o combinacion.

[0366] Kits

[0367] Aun mas, se proporciona un kit. El kit puede comprender (i) un adaptador biespecifico, o
una composicion farmacéutica que comprende el mismo y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, o una combinacion de los mismos, y (ii) células CAR-T anti-
fluoresceina (por ejemplo, células CAR-T anti-FITC) o una composicion farmacéutica que
comprende las mismas y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0368] En ciertas realizaciones, el(los) adaptador(es) biespecifico(s), la composicion
farmacéutica o la combinacién y las células CAR-T se almacenan en recipientes separados. En
ciertas realizaciones en las que el kit comprende una combinacion del presente documento, el

primer y el segundo adaptador biespecifico se almacenan en recipientes separados.
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[0369] General

[0370] Los expertos en la técnica reconoceran que pueden realizarse numerosas modificaciones a
las implementaciones especificas descritas anteriormente. Las implementaciones no deben
limitarse a las limitaciones particulares descritas. Pueden ser posibles otras implementaciones.
[0371] Si bien los adaptadores biespecificos y las composiciones farmacéuticas se ilustran y
describen en detalle en la descripcion anterior, lo mismo debe considerarse como ilustrativo y no
limitante en carécter, entendiéndose que solo se han mostrado y descrito ciertas realizaciones y
que se desea proteger todos los cambios y modificaciones que estén dentro del espiritu de la
invencion.

[0372] Se pretende que el alcance de los presentes adaptadores biespecificos, composiciones y
métodos esté definido por las siguientes reivindicaciones. Sin embargo, esta divulgacion puede
practicarse de otra manera distinta a la especificamente explicada e ilustrada sin apartarse de su
espiritu o alcance. Los expertos en la técnica entenderan que pueden emplearse diversas
alternativas a las realizaciones descritas en el presente al practicar las reivindicaciones sin
apartarse del espiritu y alcance tal como se define en las siguientes reivindicaciones.

[0373] Cualquier uso de encabezados de seccion estd destinado a facilitar la lectura del documento
y no debe interpretarse como limitante. Ademads, informaciéon que sea relevante para un
encabezado de seccidon puede aparecer dentro o fuera de esa seccion particular.

[0374] Todas las publicaciones, patentes, publicaciones de solicitudes de patente, articulos de
revistas, libros de texto y otras publicaciones a las que se hace referencia en este documento son
indicativas del nivel de habilidad de aquellos en la técnica a la cual pertenece la divulgacion.
Todas esas publicaciones se incorporan en el presente por referencia en la misma medida que si
cada publicacion individual fuera especificamente e individualmente indicada como incorporada
por referencia. En caso de usos inconsistentes entre este documento y aquellos documentos asi
incorporados por referencia, el uso en la referencia incorporada debe considerarse complementario
al de este documento; para inconsistencias irreconciliables, el uso en este documento controla.
[0375] Varias técnicas y mecanismos a veces describiran una conexion o enlace entre dos
componentes. Palabras tales como unido, enlazado, acoplado, conectado y términos similares con
sus morfemas flexivos se usan indistintamente, a menos que la diferencia se sefiale o se haga de
otro modo clara a partir del contexto. Estas palabras y expresiones no significan necesariamente
conexiones directas, sino que incluyen conexiones a través de componentes intermedios. Debe
observarse que una conexion entre dos componentes no significa necesariamente una conexion
directa, sin impedimentos, ya que una variedad de otros componentes pueden residir entre los dos
componentes de interés. En consecuencia, una conexion no significa necesariamente una conexion

directa, sin impedimentos, a menos que se indique lo contrario.
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[0376] Definiciones determinadas

[0377] Tal como se utiliza en el presente documento, los siguientes términos y frases tendran los
significados establecidos a continuacion. A menos que se definan de otro modo, todos los términos
técnicos y cientificos utilizados en el presente tienen el mismo significado que comtinmente
entienden los expertos en la técnica.

[0378] El término “aproximadamente” o “alrededor de” significa dentro de un rango aceptable
para el valor particular segin lo determine una persona con conocimientos ordinarios en la
materia, lo cual dependerd en parte de como se mida o determine el valor, por ejemplo, de las
limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, “aproximadamente” puede significar un rango
de hasta 20 %, preferiblemente hasta 10 %, mas preferiblemente hasta 5 %, y ain mas
preferiblemente hasta 1 % de un valor dado. A modo de ejemplo adicional, “aproximadamente” o
“alrededor de” puede significar dentro de 90 %, dentro de 95 %, 99 %, 99.5 %, 99.9 %, 99.99 %,
o al menos “aproximadamente” 99.999 % o mas de un valor establecido o del limite establecido
de un rango. Alternativamente, particularmente con respecto a sistemas o procesos biologicos, el
término puede significar dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces, y
mas preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor. A menos que se indique lo contrario, el
término ‘“‘aproximadamente” significa dentro de un rango de error aceptable para el valor
particular, tal como + 1-20 %, preferiblemente + 1-10 % y mas preferiblemente + 1-5 %.

[0379] Cuando se proporciona un rango de valores, se entiende que cada valor intermedio, entre
el limite superior e inferior de ese rango y cualquier otro valor indicado o intermedio en ese rango
indicado, estd comprendido. Los limites superior e inferior de esos rangos mas pequefios pueden
incluirse de manera independiente en los rangos mas pequefios, y también estdn comprendidos,
sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el rango indicado. Cuando el rango indicado
incluye uno o ambos limites, también se incluyen rangos que excluyen uno o ambos de esos
limites.

[0380] Una frase que se refiere a “al menos uno de” una lista de elementos se refiere a cualquier
combinacion de esos elementos, incluidos miembros individuales. Como ejemplo, “al menos uno
de a, b, o c” tiene la intencidn de abarcar: a, b, ¢, a-b, a-c, b-c y a-b-c.

2 <¢

[0381] Los términos “un”, “una” o “el” se utilizan para incluir uno o més de uno, a menos que el
contexto indique claramente lo contrario. El término “o0” se utiliza para referirse a una “0” no
exclusiva, salvo que se indique lo contrario. Ademas, debe entenderse que la fraseologia o
terminologia empleada en el presente documento, y no definida de otro modo, tiene Uinicamente

fines descriptivos y no de limitacion.
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[0382] El término “0” se utiliza para referirse a una “o” no exclusiva, salvo que se indique lo
contrario. Ademas, debe entenderse que la fraseologia o terminologia empleada en el presente
documento, y no definida de otro modo, tiene tinicamente fines descriptivos y no de limitacion.
[0383] Los términos y expresiones empleados se usan como términos de descripcion y no de
limitacion. Cuando ciertos términos estan definidos y, de otro modo, se describen o analizan en
otra parte de la “Descripcion Detallada™, todas esas definiciones, descripciones y analisis se
atribuyen a dichos términos. Ademas, no existe la intencion, en el uso de tales términos y
expresiones, de excluir ningun equivalente de las caracteristicas mostradas y descritas o partes de
las mismas. Asimismo, aunque pueden utilizarse subtitulos en la “Descripcion Detallada™, dicho
uso es unicamente para facilitar la lectura y no pretende limitar ninguna divulgacion realizada en
una seccidn a esa seccion en particular; por el contrario, cualquier divulgacion realizada bajo un
subtitulo se pretende que constituya una divulgacion bajo todos y cada uno de los demas
subtitulos.

[0384] Se reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del alcance de la invencion
reivindicada. Asi, aunque la presente invencion se ha divulgado especificamente en el contexto
de realizaciones preferidas y caracteristicas opcionales, quienes tengan conocimientos en la
materia pueden recurrir a modificaciones y variaciones de los conceptos aqui divulgados. Tales

modificaciones y variaciones se consideran dentro del alcance de la invencion tal como se

reivindica en el presente.

EJEMPLOS
[0385] Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente divulgacion. Los ejemplos no

pretenden limitar el alcance de la invencion reivindicada de ninguna manera.

Ejemplo 1
Sintesis del conjugado FAPS-PEG3-FITC

[0386] El conjugado FAP8-PEG3-FITC puede sintetizarse de acuerdo con el Esquema 1.
Esquema 1

85



70175-02

OHC
N
H

/\@EOME
OMe

1
Masa Exacta: 195.08954

POCI5/TEA
Masa Exacta: 235.10200 DCM, rt, 1h
F F Masa Exacta: 177.07898
\D—CHO c%) OMe i) DCM, rt, 4h
N SN i) TFA,rt, 1h
Boc + iii) DCM, TEA,
3 OMe rt 1h
—_—

Masa Exacta: 191.05824

H,/Pd-C
MeOH/AcOH

Ve rt, dh

5
Masa Exacta: 521.19736

Masa Exacta: 189.04259
CS2C03 (3.0eq)

O OH
/\n’ (3.0eq)
HO N \|<
N/ DMF, 55 OC 4h O
ii) KOH (3.0eq)
H-0, 55 °C, Toda la noche
RS o OMe
H e
H OH
>L o Q, N\/&O
O’U\/O SN TFA/DCM j\/o
N/ HO

86

o83

H2
Masa Exacta: 387.16058

Masa Exacta: 303.11067

H
PyBOP (1.2eq)
DIPEA(3.0 eq)

—_——
DCM,rt, 10 min

Luego amina 6

O

X

=
N

8

e SRS o

\/gOH

\Y

9a



70175-02
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OH isotiocianato de OMe

fluoresceina F | Q
(2 o oiPCAOT W’\@
O O S 0 ° N\AO 7
N J—LH A0 ,«V()\/\H Jk/o N
OH FAP8-PEG3-FITC (12) Nig
[0387] A una solucion agitada del compuesto 1 (1.0 g, 5.1 mmol) en diclorometano (DCM) seco
(3.0 mL) a 0 °C se anadi6 Et3N (5.0 eq), seguido de POCI3 (1.5 eq), y se permitié que la mezcla
de reaccion continuara a la misma temperatura durante 1 hora. El progreso de la reaccion se
monitorizo mediante cromatografia en capa fina (TLC). Tras la finalizacion de los materiales de
partida seglin lo indicado en placas de TLC, la mezcla de reaccion se diluyé adicionalmente con
DCM, luego se absorbid en un cartucho de gel de silice y se purificé utilizando acetato de etilo +
hexanos como fase movil para proporcionar el compuesto deseado 2 (750 mg, 81%) como un
liquido amarillo claro.
[0388] Sintesis de los compuestos (5 y 6): A una mezcla de N-Boc-L-prolinal (1 eq, 200 mg,
0.851 mmol), glicina N-protegida (1 eq, 161 mg, 0.851 mmol) e isocianuro (1 eq, 162 mg, 0.851
mmol) se disolvieron en DCM anhidro (10 mL) y se agitaron durante 4 horas. Tras la conversion
completa de los materiales de partida (segiin lo monitorizado por cromatografia liquida—
espectrometria de masas (LC-MS)), se afnadio acido trifluoroacético (3.0 mL) a la mezcla de
reaccion y se continud la agitacion a temperatura ambiente (de aqui en adelante en las figuras rt

por sus siglas en inglés) durante 1 hora. Los volatiles se evaporaron a presion reducida. El residuo
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aceitoso se redisolvio en DCM anhidro (10 mL) y se enfrié a 0 °C con un bafio de hielo. Se anadio
trietilamina (5.0 mL) gota a gota, y la agitacion continué hasta conversion completa (monitorizada
por LC-MS, diferente tiempo de retencion con la misma masa), lo que usualmente llevé menos de
2 horas. Los liquidos se evaporaron a presion reducida, la mezcla se redisolvié en DCM y se lavo
3 veces con agua. La fase organica se lavo con salmuera, se secd sobre sulfato de sodio y el
disolvente se evapord a presion reducida y el residuo crudo obtenido se purificoé utilizando
combiflash con hexanos + acetato de etilo como fase movil, proporcionando el a-hidroxi-amida 5
deseado como un sélido de color marron. El producto se utilizd luego en el siguiente paso
disolviéndolo en MeOH + AcOH (10 mL, 1:1) y se afiadi6 Pd-C al 10% (100 mg por 1 g de
material de partida), luego se agitd bajo atmosfera de hidrogeno durante 6 horas. La mezcla de
reaccion se filtrd a través de un lecho de celita y el filtrado se evapor6 a presion reducida para
obtener un residuo crudo. El residuo crudo se azeotrope6 con EtOH, el cual se purificé mediante
combiflash utilizando metanol (MeOH) + DCM para dar la amina 6 como un sé6lido de color
blanco.

[0389] Sintesis del compuesto (8): Se anadié Cs2CO3 (2.65 g, 7.93 mmol) seguido de
bromacetato de terc-butilo (7.93 mmol) a una solucién del compuesto 7 (500 mg, 2.64 mmol) en
DMF (10 mL). La mezcla de reaccion se agité a 55 °C durante 4 horas, luego se afiadieron (KOH
3 eq con respecto al producto dialquilado) + H20 (5.0 mL) a la misma mezcla de reaccion y la
agitacion continu¢ alli durante 12 horas adicionales. El progreso de la reaccion se monitorizo por
LC-MS y la mezcla de reaccion se neutralizoé cuidadosamente con HC1 1 N y se extrajo multiples
veces con EtOAc. Los extractos orgénicos combinados se evaporaron a presion reducida, y se
obtuvo el residuo crudo y se purific6 mediante combiflash utilizando un sistema de EtOAc +
hexanos para proporcionar el compuesto deseado 8 como so6lido blanco (650 mg, 81%).

[0390] Sintesis del compuesto (9): Se afiadieron PyBOP (411 mg, 0.792 mmol) y DIPEA (0.22
mL, 1.32 mmol) a una solucion agitada del compuesto 8 (200 mg, 0.66 mmol) en CH2CI2 anhidro
(10.0 mL) y se agit6 alli durante 10 minutos. Posteriormente, se afiadio la amina 6 (0.66 mmol) a
la mezcla de reaccion y la agitacion continud alli durante 2 horas adicionales. La mezcla de
reaccion se diluyd con agua y luego se extrajo en DCM (2 x 20 mL). Los extractos organicos
combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, se filtraron y el filtrado se evaporé a presion
reducida para obtener un residuo crudo. El residuo crudo se purific6 mediante combiflash
utilizando EtOAc + hexanos durante 15 minutos, seguido de MeOH + DCM como fase movil
durante 25 minutos para proporcionar el compuesto 9 como un sélido blanco.

[0391] Sintesis del compuesto (10): Se afiadié acido trifluoroacético (TFA) (2.0 mL) a una
solucion del compuesto 10 (200.0 mg, 0.297 mmol) en DCM (5 mL) y se agitd a temperatura

ambiente durante 2 horas. La mezcla de reaccion se evaporé luego a presion reducida y se seco al
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vacio, para dar un residuo crudo que se purifico mediante combiflash utilizando EtOAc + hexanos
durante 15 minutos, seguido de MeOH + DCM durante 25 minutos para proporcionar el
compuesto acido 9a como soélido blanco. El compuesto 4acido 9a (1.0 eq) se disolvio luego en
DCM, seguido de la adicion de PyBOP (1.2 eq) + N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) (2.0 eq).
Tras 10 minutos de agitacion, se anadid6 BocNH(PEG)3NH2 (1.2 eq) a la mezcla de reaccion y la
agitacion continu6 alli durante 2 horas adicionales. El trabajo y la purificacion siguieron el mismo
procedimiento descrito anteriormente para proporcionar el compuesto 10 como un sélido blanco.
Finalmente, se afiadi6 agua (10 eq) al compuesto 10 (1.0 eq) después de que se redisolvio en DCM
seguido de periodinano de Dess-Martin (DMP) (3.0 eq), y la solucion se agitdé a temperatura
ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion se diluy6 adicionalmente con agua y se extrajo
en DCM (2 x 30 mL).

[0392] Los extractos organicos combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se
filtraron. El filtrado se evaporo a presion reducida para obtener un residuo crudo, que se purifico
mediante combiflash utilizando MeOH + DCM como fase movil para proporcionar el compuesto
ceto deseado 11 como un so6lido blanco.

[0393] Sintesis del compuesto 12 (FAP8-PEG3-FITC): Se anadi6 TFA (0.5 mL) a una solucién
agitada del compuesto 11 (100 mg, 0.1126 mmol) en DCM (1.0 mL). La agitacion continu6 alli
durante 30 minutos. La mezcla de reaccion se evapord luego a presion reducida para proporcionar
la amina 12 como un so6lido gomoso de color marrdon, y esta amina se utilizo para los pasos
posteriores sin purificacion.

[0394] A una solucidon agitada de la amina 12 (20 mg, 0.0253 mmol) en DMF (500 ul), se
afiadieron DIPEA (0.11 mmol) seguida de isomero 1 de isotiocianato de fluoresceina (1.2 eq) y la
mezcla de reaccion se agitd continuamente a temperatura ambiente durante 2 horas adicionales.
La mezcla de reaccion se diluy6 con agua y se purificd mediante cromatografia liquida de ultra
alto rendimiento (U-HPLC) utilizando (A = acetato de amonio (10 mM, pH = 7.5), B =
acetonitrilo) durante 60 minutos utilizando el método 5-35 para obtener las fracciones deseadas.
Estas fracciones se congelaron rapidamente utilizando nitrogeno liquido y se liofilizaron durante
48 horas para proporcionar el compuesto deseado FAP8-PEG3-FITC (13) como un solido

amarillo.

Ejemplo 2
Sintesis del conjugado FAP5-PEGS-FITC

[0395] El conjugado FAP5-PEGS-FITC puede sintetizarse de acuerdo con el Esquema 2.
Esquema 2
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[0396] Se anadieron isotiocianato de fluoresceina (FITC) (13.65 mg, 0.035 mmol, 0.95 eq) y
DIPEA (13.0 uL, 0.074 mmol, 2 eq) a una solucion agitada del compuesto 3 (40 mg, 0.037 mmol,
1 eq) en DMF seco (1.0 mL) y la mezcla se agitd continuamente durante 1 hora a temperatura
ambiente bajo N2. Tras la finalizacién de la reaccion (confirmada por LC-MS), se elimind el
disolvente y el crudo se cargo sobre celita, que se purifico mediante combi flash (columna: 15.5
g HP C18 Aq, caudal: 40 mL/min, longitud de onda 254 nm, eluente: A = tampon de acetato de
amonio 20 mM (pH = 7), B = acetonitrilo), gradientes de disolvente 0% B a 100% en 60 minutos
para proporcionar FAP5-PEG8-FITC como un s6lido amarillo. LC-MS (m/z): [M+H] encontrado:
1458.4.

[0397] 'H NMR (500 MHz, DMSO) & 10.18 (s, 1H), 8.69 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 8.54 — 8.51 (m,
1H), 8.24 (s, 2H), 8.05 — 8.01 (m, 2H), 7.97 — 7.74 (m, 5H), 7.73 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.36 — 7.31
(m, 2H), 7.23 —7.11 (m, 2H), 6.60 (d, J = 9.0 Hz, 4H), 6.52 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.66 (d, J="7.0
Hz, 2H), 5.12 - 5.05 (m, 1H), 4.96 (s, 1H), 4.85 (d, J= 6.0 Hz, 1H), 4.65 (d, /= 8.0 Hz, 2H), 4.32
—4.28 (m, 1H), 4.19 —4.06 (m, 2H), 3.66 (s, 2H), 3.59 — 3.53 (m, 7H), 3.51 — 3.39 (m, 26H), 3.24
—3.16 (m, 3H), 3.00 — 2.60 (m, 5H), 2.46 — 2.42 (m, 1H), 2.38 — 2.27 (m, 3H), 2.14 — 2.04 (m,
1H).

[0398] '3C NMR (126 MHz, DMSO) § 181.96, 179.73, 178.88, 171.87, 170.87, 169.85, 169.80,
169.60, 168.99, 166.34, 152.75, 146.48, 146.43, 141.76, 138.30, 137.55, 136.78, 136.48, 135.85,
134.08, 133.56, 131.19, 130.94, 129.63, 12.10, 128.80, 128.69, 128.44, 128.34, 127.95, 127.75,
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127.11, 125.31, 123.64, 123.44, 122.83, 122.86, 118.10, 110.51, 102.73, 70.22, 70.10, 69.97,
68.89, 67.23,52.32,51.15,44.79, 44.14, 38.70, 36.65, 36.45, 35.47, 35.40, 31.78, 31.73.

Ejemplo 3
Sintesis del conjugado FAP5-PEG6-FITC

[0399] El conjugado FAP5-PEG6-FITC puede sintetizarse de acuerdo con el Esquema 3.
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[0400] Se afiadieron FITC (5.96 mg, 0.014 mmol, 0.95 eq) y DIPEA (5.32 puL, 0.03 mmol, 2 eq)
a una solucion agitada del compuesto 3 (15 mg, 0.015 mmol, 1 eq) en DMF seco (1.0 mL) y la

agitacion continud a temperatura ambiente durante 1 hora bajo gas N2. Tras la finalizacion de la

93



70175-02

reaccion (confirmada por LC-MS), se elimino el disolvente y el crudo se cargod sobre celita, y se
purificé mediante combi flash (columna: 15.5 g HP C18 Aq, caudal: 40 mL/min, longitud de onda:
254 nm, eluente: A = tampodn de acetato de amonio 20 mM (pH = 7), B = acetonitrilo), gradientes
de disolvente 0% B a 100% en 60 minutos para proporcionar FAP5-PEG6-FITC como un sélido
amarillo (Compuesto 4). LC-MS (m/z): [M+H] encontrado: 1370.4.

[0401] 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 10.14 (s, 1H), 8.72 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 8.55 — 8.51 (m,
1H), 8.26 (s, 2H), 8.06 — 8.02 (m, 2H), 7.94 — 7.90 (m, 5H), 7.76 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.36 — 7.33
(m, 2H), 7.25 —7.15 (m, 2H), 6.63 (d, J = 9.0 Hz, 4H), 6.55 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 5.68 (d, J="7.0
Hz, 2H), 5.15-5.07 (m, 1H), 4.98 (s, 1H), 4.88 (d, /= 6.0 Hz, 1H), 4.69 (d, /= 8.0 Hz, 2H), 4.34
—4.30 (m, 1H), 4.21 — 4.08 (m, 2H), 3.68 (br-s, 2H), 3.60 — 3.54 (m, 7H), 3.50 — 3.46 (m, 18H),
3.245-3.19 (m, 3H), 2.89 — 2.71 (m, 5H), 2.47 —2.41 (m, 1H), 2.37 — 2.27 (m, 3H), 2.15 - 2.07
(m, 1H).

[0402] 1*C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 180.99, 178.91, 178.85, 171.87, 170.86, 170.83,
169.85, 169.78, 168.98, 166.33, 152.72, 146.48, 146.41, 141.71, 138.30, 137.55, 136.49, 135.86,
134.08, 133.57, 133.15, 131.18, 130.93, 129.64, 128.79, 128.69, 128.58, 128.34, 128.25, 127.94,
127.75, 127.12, 125.34, 123.63, 123.43, 122.86, 122.62, 118.10, 110.48, 102.73, 70.22, 70.10,
69.96, 67.23, 52.31, 51.98, 51.42, 44.76, 44.14, 38.70, 36.84, 36.65, 36.45, 35.48, 35.31, 31.79,
31.67.

Ejemplo 4
Sintesis del conjugado FAP5-PEG4-FITC

[0403] El conjugado FAP5-PEG4-FITC puede sintetizarse segtn el Esquema 4.

Esquema 4
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FITC, DIPEA, DMF, 1h, rt Masa Exacta: 1281.44

[0404] Se afiadieron FITC (5,96 mg, 0,018 mmol, 0,95 eq) y DIPEA (6,6 puL, 0,038 mmol, 2 eq)
a una disolucion agitada del compuesto 3 (17 mg, 0,019 mmol, 1 eq) en DMF seca (1,0 mL) y se
continud la agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente bajo gas N2. Tras la finalizacion de
la reaccion (confirmada por LC-MS), se elimino el disolvente, el crudo se cargd sobre celita y se
purificé por CombiFlash (columna: 15,5 g HP C18 Aq, caudal: 40 mL/min, longitud de onda 254
nm, eluente: A = tampon de acetato de amonio 20 mM (pH = 7), B = acetonitrilo), con gradientes
de disolvente del 0 % de B al 100 % en 60 minutos para proporcionar FAP5-PEG4-FITC como
solido amarillo (Compuesto 4 arriba). LC-MS (m/z): [M+H] encontrado: 1282.4.

[0405] "H NMR (500 MHz, DMSO-de) & 10.18 9s, 1H), 8.69 (d, J= 9.5 Hz, 1H), 8.54 — 8.49 (m,
1H), 8.25 (s, 2H), 8.04 — 7.98 (m, 2H), 7.93 — 7.87 (m, 5H), 7.72 (d, /= 8.0 Hz, 1H), 7.34 — 7.30
(m, 2H), 7.22 - 7.13 (m, 2H), 6.62 — 6.59 (m, 4H), 6.53 (d, J= 8.5, 2H), 5.66 (d, /= 7.0 Hz, 2H),
5.10 - 5.07 (m, 1H), 4.97 (s, 1H), 4.85 (d, /= 6.5 Hz, 1H), 4.67 (d, J= 8.0 Hz, 2H), 4.32 — 4.29
(m, 1H), 4.20 — 4.04 (m, 2H), 3.66 (br-s, 2H), 3.59 — 3.51 (m, 8H), 3.49 — 3.42 (m, 9H), 3.23 —
3.17 (m, 3H), 2.88 — 2.70 (m, 5H), 2.46 — 2.38 (m, 1H), 2.31 — 2.24 (m, 1H), 2.11 —2.07 (m, 1H).
[0406] '*C NMR (126 MHz, DMSO-de) & 181.01, 178.91, 178.87, 171.88, 170.86, 169.85,
169.80, 169.01, 166.34, 152.69, 146.48, 146.43, 141.80, 138.30, 137.56, 136.49, 135.86, 134.09,
133.56, 133.11, 131.20, 130.94, 129.62, 128.80, 128.69, 128.57, 128.34, 128.21, 127.95, 127.76,
127.15, 125.32, 123.64, 123.45, 122.84, 122.61, 118.11, 110.45, 102.73, 70.22, 70.12, 69.97,
67.23,52.32,51.98, 51.43, 50.95, 44.76, 44.12, 38.71, 36.86, 36.65, 36.45, 35.48, 35.31, 31.67.
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Ejemplo 5
El conjugado 5 FAP-FITC tiene afinidad de union (KD) < 10 nM hacia FAP humano y FAP
murino
[0407] Para evaluar la afinidad de union, células MDA-MB-231 (aproximadamente 0,1 millones
de células/pocillo) que sobreexpresan la proteina activadora de fibroblastos humana (hFAP) o la
proteina activadora de fibroblastos murina (mFAP) se suspendieron en medio RPMI completo en
placas de 96 pocillos. EI RPMI completo se prepard suplementando RPMI 1640 (Gibco
#21870076) con 10 % de suero fetal bovino (FBS; bio-techne #SI11150H), 1 % de
estreptomicina/penicilina (Corning #30002CI) y 1 % de L-glutamina (ATCC #302214).
[0408] Los conjugados FAP-FITC se diluyeron con tampdn fosfato salino (PBS; Sigma #D8537).
Sus concentraciones se confirmaron midiendo la absorbancia a 495 nm con un espectrofotometro
NanoDrop. A continuacién, se afadi6 FAP-FITC a las células MDA-MB-231 a diferentes
concentraciones finales (por triplicado).
[0409] Las células se incubaron con FAP5-FITC a temperatura ambiente durante 40 minutos, se
lavaron tres veces con PBS que contenia 2 % de FBS y se sometieron a citometria de flujo para
medir la intensidad media de fluorescencia en el canal FITC. El KD de diferentes conjugados
FAP-FITC se calculé mediante Prism 8.
[0410] Los resultados se muestran en la FIG. 1. Como se muestra en la FIG. 1, FAP5-FITC se
une a hFAP y mFAP con un KD < 10 nM.

Ejemplo 6

6 FAP-FITC se retuvo en la superficie celular durante aproximadamente 24 horas
[0411] Se sembraron células MDA-MB231-hFAP (aproximadamente 0,1 millones de
células/pocillo) en RPMI completo en cdmaras confocales (Thermo Scientific #155382) durante
la noche. Se anadi6 FAP5-PEG4-FITC (25 nM) a las células y la mezcla se incubd durante una
hora en el incubador celular a 37 °C y 5 % de CO2. Las células se lavaron dos veces con PBS que
contenia 2 % de FBS para eliminar el FAP5-PEG4-FITC libre y se continud la incubacion en
RPMI completo durante 0 min, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 24 horas o 48 horas. A continuacion, se
examinaron las células en los distintos puntos temporales mediante microscopia confocal.

[0412] FAPS-FITC se retuvo en las superficies celulares durante aproximadamente 24 horas.

Ejemplo 7
Optimizacion de la longitud del polietilenglicol para conjugados FAP5-FITC

[0413] Se examino la estructura proteica de hFAP (PDB 1z68) utilizando Pymol. Se modeld

molecularmente FAP5-PEG4-FITC con proteinas hFAP para examinar la profundidad del bolsillo
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de union de FAP en relacion con FAP5-PEG4-FITC. El modelado molecular indic6 un bolsillo de
union profundo en hFAP, que normalmente requiere una longitud de PEG larga para una mejor
exposicion del FITC.

[0414] Células MDA-MB-231 (aproximadamente 100 000 células/pocillo) que sobreexpresan
hFAP se suspendieron en medio RPMI completo en placas de 96 pocillos. Las células se incubaron
con 100 nM de FAP5-PEG4-FITC, FAP5-PEG6-FITC, FAPS-PEG8-FITC, FAP5-PEG12-FITC
o FAP5-PEGI16-FITC a temperatura ambiente durante 40 minutos. Las células se lavaron dos
veces y se incubaron con anticuerpo anti-FITC (APC) a 4 °C durante 30 minutos (para exposicion
de FITC) antes de la citometria de flujo o se sometieron inmediatamente a citometria de flujo. Los
resultados se muestran en las FIGS. 2A y 2B. La FIG. 2A muestra que aumentar la longitud del
enlazador de PEG para FAPS-FITC permitié una mejor exposicion de FITC, mientras que la FIG.
2B muestra que aumentar la longitud del enlazador de PEG para FAPS-FITC no cambi6 el Bmax
de los adaptadores biespecificos.

[0415] También se examiné el efecto de la longitud del enlazador de PEG sobre la afinidad de
union. Células MDA-MB-231 (aproximadamente 100 000 células/pocillo) que sobreexpresan
hFAP o mFAP se suspendieron en medio RPMI completo en placas de 96 pocillos. Las
concentraciones de FAP5-PEG6-FITC, FAP5-PEG8-FITC, FAP5-PEG12-FITC o FAP5-PEG16-
FITC se confirmaron midiendo la absorbancia con un espectrofotometro NanoDrop. Los
adaptadores biespecificos se anadieron por separado a las células MDA-MB-231 a diferentes
concentraciones finales (por triplicado). Las células se incubaron con los adaptadores a
temperatura ambiente durante 40 minutos, se lavaron tres veces con PBS + 2 % de FBS, se
centrifugaron a 300 g durante 5 minutos y se sometieron a citometria de flujo para la medicion de
la intensidad media de fluorescencia. Los resultados se muestran en la FIG. 3. La FIG. 3 muestra
que FAPS-FITC con diferentes longitudes de enlazador de PEG no cambi6 el KD del compuesto
frente a hFAP.

[0416] También se examind la eficacia de muerte mediada por FAPS5-FITC con diferentes
longitudes de enlazador de PEG. Se sembraron células MDA-MB-231 (aproximadamente 7,000
células/pocillo) en placas de 96 pocillos durante la noche. En el dia 18, se anadieron células CAR-
T 4M5.3 a las células diana a una relacion efector:objetivo de 1:4. FAP5-PEGS8-FITC, FAPS-
PEGI12-FITC o FAP5-PEGI16-FITC se co-incubaron con las células durante 24 horas o se
aspiraron y lavaron con PBS tras una hora de incubacion (0 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM o
1 000 nM, todos por triplicado) a temperatura ambiente. Las células vivas se determinaron por
células positivas a mCherry. El porcentaje de muerte se determindé mediante (1 - (células
vivas)/(células vivas en el pocillo solo con células tumorales)) * 100 %. Los resultados se

muestran en las FIGS. 4A y 4B.
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[0417] Como se muestra en la FIG. 4A, un FAP5-FITC con un enlazador més largo (por ejemplo,
PEG16) fue mas eficaz en la eliminacion de células tumorales. Como se muestra en la FIG. 4B,
un FAPS5-FITC con un enlazador més largo (por ejemplo, PEG16) fue més eficaz en la activacion

de células CAR-T.

Ejemplo 8
FAPS-FITC es mejor que FAPS5-FITC con una longitud de PEG similar debido a una mejor

estabilidad en suero

[0418] Se inyectaron subcutaneamente células MDA-MB-231-hFAP en ratones NSG y se les
permitid crecer hasta 150 mm3. En ese momento, se inyectaron por via intravenosa células CAR-
T E2 (8 millones) y se inyectaron FAP8-PEG8-FITC, FAP8-PEG12-FITC, FAP8-PEG15-FITC o
FAPS5-PEG16-FITC tres veces por semana a 500 nmol/kg. Se utilizaron los seis grupos de ratones
siguientes:

Grupo 1 (n=6): grupo control de enfermedad (solo células tumorales),

Grupo 2 (n=6): grupo solo células CAR-T E2 (PBS tres veces/semana),

Grupo 3 (n=6): grupo FAPS-PEGS-FITC,

Grupo 4 (n=7): grupo FAP8-PEG12-FITC,

Grupo 5 (n=7): grupo FAP8-PEG15-FITC, y

Grupo 6 (n=6): grupo FAP5-PEG16-FITC.

[0419] Como se muestra en las FIGS. SA-5E, FAP5-PEG16-FITC y FAP8-PEG15-FITC
funcionan de manera similar in vitro; FAP§-PEG15-FITC tiene una mejor estabilidad en suero y
media una mejor interaccion con células CAR-T in vivo. Como se muestra en la FIG. SF, mas
células CAR-T infiltraron tumores cuando se trataron con FAP8-PEG15-FITC que con FAPS-
PEG16-FITC. Los tumores se extrajeron de los ratones en el punto final y se digirieron con un kit
de disociacion de tumores humanos (Miltenyi) con 50 % de enzima R para mejorar la recuperacion
de linfocitos. A continuacion, las células se tifieron con Zombie violeta y bloqueador Fc en hielo
durante 30 minutos, seguidas de dos lavados, tincidén con anticuerpo anti-hCD3 en hielo durante

30 minutos, tres lavados y citometria de flujo.

Ejemplo 9
FAPS-FITC con longitud optima de enlazador de PEG

[0420] Células MDA-MB-231 (aproximadamente 100 000 células/pocillo) que sobreexpresan
hFAP o mFAP se suspendieron en medio RPMI completo en placas de 96 pocillos. Los
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adaptadores FAPS-FITC con longitudes crecientes de enlazador de PEG se diluyeron con PBS.
Sus concentraciones se confirmaron midiendo la absorbancia con un espectrofotometro
NanoDrop. A continuacion, los adaptadores biespecificos FAP-FITC con diferentes longitudes de
enlazador de PEG se anadieron por separado a las células MDA-MB-231 a diferentes
concentraciones finales (por triplicado). Las células se incubaron con los adaptadores a
temperatura ambiente durante 40 minutos, se lavaron tres veces con PBS y 2 % de FBS, se
centrifugaron a 300 g durante cinco minutos y se sometieron a citometria de flujo para MFI. Los
resultados se muestran en las FIGS. 6A-6C. Como se muestra en las FIGS. 6A-6C, FAP8-FITC
se une a células FAP+ con alta especificidad. Se observé una disminuciéon en Kd con el incremento
de la longitud del enlazador.

[0421] Se suspendieron células MDA-MB231-FAP en tubos Eppendorf de 1,5 mL
(aproximadamente 0,1 millones de células/tubo). Las células se incubaron con 100 nM de FAPS-
PEGS-FITC, FAP8-PEG12-FITC o FAPS-PEGI15-FITC a temperatura ambiente durante 40
minutos. Luego, las células se lavaron dos veces, se incubaron con anticuerpo anti-FITC (APC) a
4 °C durante 30 minutos (para exposicion de FITC) y seguidamente se sometieron a citometria de
flujo. Los resultados se muestran en las FIGS. 7A-7B. Como se muestra en las FIGS. 7A-7B,
aumentar la longitud del enlazador de PEG permiti6 una mejor exposicion, mostrando FAPS8-
PEG15-FITC la mejor exposicion de FITC. Como se muestra en las FIGS. 7C-7D, aumentar la
longitud del enlazador de PEG permite una mejor interaccion con células CAR-T, mejorando asi

la eliminacidon tumoral.

[0422] Se sembraron células MDA-MB-231-FAP-mCh en 96 pocillos durante la noche
(aproximadamente 5,000 células/pocillo). FAP8-PEG3-FITC, FAPS-PEGS-FITC, FAPS-PEG12-
FITC y FAPS-PEGIS-FITC se afadieron por separado a las células diana a diferentes
concentraciones (0 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM o 1 000 nM, todos por triplicado). FAP5-
PEGS-FITC se co-incubd con las células o se aspird y se lavdo con RPMI completo tras 1 hora de
incubacion a temperatura ambiente. En el dia 19, se afiadieron células CAR-T 4M5.3 a las células
diana a una relacion efector:objetivo de 1:3 y luego se co-incubaron durante 68 horas. Se tomaron
imagenes con Incucyte cada dos horas para medir el area total positiva a mCherry+. Los resultados
se muestran en las FIGS. 8A-8F. Como se muestra en las FIGS. 8 A-8F, aumentar la longitud del
enlazador de PEG en FAPS-FITC incrementé la eficacia de muerte, mostrando FAP8-PEG15-

FITC la mejor eficacia de muerte y activacion de células CAR-T in vitro.

Ejemplo 10
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FAPS-PEGI15-FITC es comparable a FAP5-PEG16-FITC en eficacia de muerte pero

proporciona una exposicion de FITC significativamente mejor in vitro

[0423] Células MDA-MB-231 que sobreexpresan hFAP o mFAP se suspendieron en placas de 96
pocillos con RPMI completo (aproximadamente 100 000 células/pocillo). Las concentraciones de
FAP8-PEG15-FITC y FAP5-PEG16-FITC se confirmaron midiendo la absorbancia con un
espectrofotometro NanoDrop. Los adaptadores se afiadieron a las células MDA-MB-231 a
diferentes concentraciones finales (por triplicado). Las células se incubaron con los compuestos a
temperatura ambiente durante 40 minutos, se lavaron tres veces con PBS y 2 % de FBS, se
centrifugaron a 300 g durante cinco minutos y se sometieron a citometria de flujo para la medicién
de MFI. Los resultados se muestran en las FIGS. 9A y 9B. Como se muestra en las FIGS. 9A y
9B, la afinidad de union de FAP8-PEG15-FITC es comparable, pero no tan buena, como la
afinidad de unién de FAP5-PEG16-FITC en células MDA-MB-231 que sobreexpresan hFAP y
mFAP.
[0424] Células MDA-MB-231 que sobreexpresan FAP se suspendieron en tubos Eppendorf de
1,5 mL (aproximadamente 0,1 millones de células/tubo). Las células se incubaron con 100 nM de
FAP5-PEG16-FITC o FAP8-PEGI15-FITC a temperatura ambiente durante 40 minutos. Las
células se lavaron dos veces, se incubaron con anticuerpo anti-FITC (APC) a 4 °C durante 30
minutos y se sometieron a citometria de flujo. Los resultados se muestran en las FIGS. 10A y
10B. Como se muestra en las FIGS. 10A y 10B, FAP8-PEG15-FITC media mas exposicion de
FITC que FAP5-PEG16-FITC.
[0425] Células MDA-MB-231 que sobreexpresan FAP se suspendieron en tubos Eppendorf de
1,5 mL (aproximadamente 0,2 millones de células/tubo). Las células se incubaron con 100 nM de
FAPS8-PEG8-FITC, FAP8-PEGI2-FITC, FAP8-PEGI5-FITC o FAP5-PEGI6-FITC a
temperatura ambiente durante 40 minutos. A continuacion, las células se lavaron dos veces, se
incubaron a 37 °C durante cero minutos o una hora, luego se incubaron con anticuerpo anti-FITC
(APC) a4 °C durante 30 minutos y se sometieron a citometria de flujo. Los resultados se muestran
en la FIG. 11. Como se muestra en la FIG. 11, el adaptador FAPS-PEG15-FITC presentd6 menos
disociacion (es decir, internalizacion) de la proteina FAP en comparaciéon con FAP5-PEG16-
FITC, lo que resulté en una mejor exposicion de FITC.
[0426] Se sembraron células MDA-MB-23a-FAP-mCh en placas de 96 pocillos
(aproximadamente 5,000 células/pocillo) durante la noche. Se afiadieron adaptadores FAP8-
PEGIS5-FITC y FAP5-PEGI16-FITC a las células diana a diferentes concentraciones (0 nM, 0,1
nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM o 1 000 nM, todos por triplicado). FAP5-PEG16-FITC y FAP§-PEG15-
FITC se co-incubaron con las células o se aspiraron y se lavaron con RPMI completo tras una

hora de incubacion a temperatura ambiente. Se afiadieron células CAR-T 4M5.3 en D19 a las
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c€lulas diana a una relacion E:T de 1:3 y luego se co-incubaron durante 68 horas. Se tomaron
imagenes con Incucyte cada dos horas para medir el area total positiva a mCherry+. Los resultados
se muestran en las FIGS. 12A-12B. Como se muestra en las FIGS. 12A-12B, FAP8-PEG15-FITC
fue similar a FAP5-PEG16-FITC en eficacia in vitro en condiciones de co-cultivo con adaptador
y en condiciones con adaptador lavado.

Ejemplo 11
Proliferacion y activacion de células CAR-T en sangre

[0427] Se extrajeron muestras de sangre de los corazones de ratones en el punto final del
tratamiento. Parte de la sangre se incubd con tampoén de lisis de eritrocitos durante 30 minutos en
hielo y se lavo tres veces. El resto de la sangre se centrifugé a 1 000 g durante 10 minutos para
recoger el suero para analisis ELISA de IFNy humano. Posteriormente, las células se tifieron con
Zombie violeta y bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos, se lavaron dos veces, se tifieron para
anti-hCD3 en hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a analisis por
citometria de flujo. Los resultados se muestran en las FIGS. 13A-13B. Como se muestra en las
FIGS. 13A-13B, los adaptadores FAP8-FITC con enlazadores de PEG mas largos dan lugar a una

mejor proliferacion y activacion de células CAR-T.

Ejemplo 12
El tratamiento con FAPS-PEG15-FITC no causo toxicidad en ratones

[0428] Ratones control de enfermedad se inyectaron con 500 nmol/kg de FAP8-PEGI15-FITC o
tampon fosfato salino 24 horas antes de la obtencion de imagenes utilizando el Sistema de Imagen
Optica Spectral Ami. Se diseccionaron tumores y todos los 6rganos principales para la obtencién
de imégenes de la sefial FITC.

[0429] Se midieron los pesos corporales de los ratones dos veces por semana y se compararon
con el peso corporal inicial antes de cualquier tratamiento o implantacion tumoral. Los datos
indican que FAP8-PEG15-FITC se localiza especificamente en los sitios tumorales y no se une a
células en 6rganos principales. Como se muestra en la FIG. 14, el analisis del peso corporal indica

que el tratamiento con FAP8-PEG15-FITC no produjo toxicidad en ratones.

Ejemplo 13
Bmax y exposicion de FITC del adaptador FAPS-FITC con longitudes de enlazador PEGS-

PEG23
[0430] Se suspendieron células MDA-MB231-FAP en tubos Eppendorf de 1,5 mL
(aproximadamente 0,1 millones de células/tubo). Las células se incubaron con 100 nM de

adaptadores FAPS-FITC con longitudes de enlazador PEGS-PEG23 (n = 3) a temperatura
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ambiente durante 1 hora. A continuacion, las células se lavaron dos veces y se incubaron con
anticuerpo anti-FITC (APC) a 4 °C durante 30 minutos (para exposicion de FITC) o se sometieron
a citometria de flujo (para Bmax).

[0431] Los resultados se muestran en las FIGS. 15A-15B. Como se muestra en la FIG. 15A, la
exposicion de FITC desde el bolsillo de union de FAP aument6 con el incremento de la longitud
del enlazador de PEG. Como se muestra en la FIG. 15B, Bmax disminuy6 gradualmente con el

aumento de la longitud del enlazador de PEG.

Ejemplo 14
Comparacion de FAPS-FITC con longitudes de enlazador PEGS8-PEG23 en un ensayo de

muerte por co-cultivo in vitro con 4M5.3 CAR-T

[0432] Se sembraron células MDA-MB231-FAP-mCh (aproximadamente 7,000 células/pocillo)
en placas de 96 pocillos durante la noche. Se afiadi6 FAP8-FITC con longitudes de enlazador
PEGS8-PEG23 a las células diana a diferentes concentraciones (0 nM a 1 000 nM; n = 3). Los
adaptadores se co-incubaron con las células o se aspiraron y se reemplazaron por RPMI completo
tras 1 hora de incubacion a temperatura ambiente. Se afiadieron células CAR-T 4M5.3 a las células
diana a una relacion E:T de 1:3 alrededor del dia 20 y luego se permitio co-incubar durante 48
horas. Las células vivas se midieron mediante células positivas a mCherry por citometria de flujo.
Los resultados se muestran en las FIGS. 16A-16B.

[0433] Como se muestra en las FIGS. 16A-16B, se observd una mejor eliminacion y activacion
de células T con 4M5.3 CAR-T y FAP8-PEG23-FITC. Se observaron los mismos resultados con
la condicion de adaptador lavado en el ensayo de muerte in vitro como se muestra en las FIGS.

17A-17B.

Ejemplo 15
Comparacion de FAPS-FITC con longitudes de enlazador PEGS8-PEG23 en un ensayo de

muerte por co-cultivo in vitro con E2 CAR-T
[0434] Se sembraron células MDA-hFAP o Hs894 CAFs en placas de 96 pocillos durante la
noche. Se anadié6 FAPS-FITC con longitudes de enlazador PEG8-PEG23 a las células diana a
diferentes concentraciones (0 nM a 1 000 nM; n=3). Se afiadié E2 CAR-T a las células diana a
una relacion E:T de 1:3 para MDA-hFAP y de 2:1 para CAFs y luego se permitidé co-incubar
durante 48 horas. Las células vivas se midieron mediante células positivas a CellTrace por
citometria de flujo. Los resultados se muestran en las FIGS. 18A-18B.
[0435] Como se muestra en las FIGS. 18A-18B, la eficacia de muerte in vitro aumentd con el

aumento de la longitud del enlazador de PEG, aunque con diferencias menores.
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Example 16
El efecto de FAPS-FITC con longitudes de enlazador PEGS-PEG23 en combinacion con EC17

sobre el tumor KB in vivo

[0436] El tumor KB es FAP-y FR+, y los CAFs son FAP+. Se implantaron tumores KB en ratones
NSG y se permitidé que los tumores crecieran hasta aproximadamente 50 mm3. Los grupos de
ratones fueron los siguientes:

Grupo 1 (n=5) (solo adaptador FAP-FITC): solo FAPS-FITC (sin CAR-T)

Grupo 2 (n=6) (solo CAR-T): E2 CAR-T y PBS

Grupo 3 (n=6) (solo FAP-FITC): E2 CAR-T y FAP-FITC

Grupo 4 (n=6) (solo EC17): E2 CAR-T y EC17

Grupos 5, 6, 7y 8 (n=6) (FAP-FITC y EC17): E2 CAR-T, FAP8-PEGS8-23-FITC y EC17.
[0437] Se inyectaron por via intravenosa 10x106 células CAR-T E2 (VPN404) con FAPS-FITC
y/o EC17. Los tumores se extrajeron cuando el tumor control de enfermedad alcanz6 1 500 mm3
o cuando los tumores se eliminaron en los grupos de tratamiento. Los resultados se muestran en
las FIGS. 19A-19F.
[0438] Como se muestra en las FIGS. 19A-19F, FAPS-FITC con un enlazador PEG18 medi6 una

mejor regresion en tumores KB.

Ejemplo 17
FAPS-PEGI15-FITC y FAPS-PEGI18-FITC mostraron una liberacion de citocinas y un recuento

de CAR-T similares en el punto medio del estudio

[0439] Se extrajo sangre de las venas de la cola de los ratones en el punto medio del estudio. Parte
de la sangre se incub6 con tampodn de lisis de eritrocitos (RBC) durante 30 minutos en hielo y se
lavo tres veces. El resto de la sangre se centrifugd a 1 000 g durante 10 minutos para recoger el
suero para analisis ELISA de IFNy humano. Posteriormente, las células se tifieron con Zombie
violeta y bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos, se lavaron dos veces, se tifieron para anti-
hCD3 en hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a analisis por citometria
de flujo. Los resultados se muestran en las FIGS. 20A-20B.

[0440] Como se muestra en las FIGS. 20A-20B, se obtuvieron una liberacion de citocinas y un
recuento de células CAR-T similares en el punto medio del estudio con FAP8-PEG15-FITC y
FAPS-PEG18-FITC.

Ejemplo 18
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APS-PEG18-FITC mostro una liberacion de citocinas y un recuento de CAR-T ligeramente
mejores que FAPS-PEG15-FITC en el punto final del estudio

[0441] Se extrajo sangre de las venas de la cola de los ratones en el punto final del estudio. Parte
de la sangre se incub6 con tampdn de lisis de RBC durante 30 minutos en hielo y se lavo tres
veces. El resto de la sangre se centrifugd a 1 000 g durante 10 minutos para recoger el suero para
analisis ELISA de IFNy humano. Posteriormente, las células se tifieron con Zombie violeta y
bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos, se lavaron dos veces, se tifieron para anti-hCD3 en
hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a analisis por citometria de flujo.
Los resultados se muestran en las FIGS. 21A-21B.

[0442] Como se muestra en las FIGS. 21A-21B, FAP8-PEG18-FITC mostr6é una liberacion de
citocinas y un recuento de CAR-T ligeramente mejores que FAP8-PEG15-FITC en el punto final

del estudio..

Ejemplo 19

La terapia combinada produce una mejor proliferacion y activacion de CAR-T en el punto
medio del estudio
[0443] Se extrajo sangre de las venas de la cola de los ratones en el punto medio del estudio. Parte
de la sangre se incubd con tampén de lisis de RBC durante 30 minutos en hielo y se lavo tres
veces. El resto de la sangre se centrifugé a 1 000 g durante 10 minutos para recoger el suero para
analisis ELISA de IFNy humano. Posteriormente, las células se tifieron con Zombie violeta y
bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos, se lavaron dos veces, se tifieron para anti-hCD3 en
hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a analisis por citometria de flujo.
Los resultados se muestran en las FIGS. 22A-22B.
[0444] Como se muestra en las FIGS. 22A-22B, FAPS-PEG15-FITC y FAPS-PEGI8-FITC
mostraron una liberacion de citocinas y un recuento de CAR-T similares en el punto medio del
estudio.
Ejemplo 20
La terapia combinada produce una mejor proliferacion y activacion de CAR-T en el punto final
del estudio
[0445] Se extrajo sangre de las venas de la cola de los ratones en el punto final del estudio. Parte
de la sangre se incub6 con tampon de lisis de RBC durante 30 minutos en hielo y se lavo tres
veces. El resto de la sangre se centrifugd a 1 000 g durante 10 minutos para recoger el suero para
analisis ELISA de IFNy humano. Posteriormente, las células se tifieron con Zombie violeta y

bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos, se lavaron dos veces, se tifieron para anti-hCD3 en

105



70175-02

hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a analisis por citometria de flujo.
Los resultados se muestran en las FIGS. 23A-23B.

[0446] Como se muestra en las FIGS. 23A-23B, FAP8-PEG18-FITC con EC17 mostré una mejor
liberacion de citocinas y un mayor recuento de CAR-T que EC17 sin FAP8-PEG18-FITC en el
punto final del estudio.

Ejemplo 21

La terapia combinada produce una mejor infiltracion de CAR-T en el tumor KB en el punto
final del estudio

[0447] Los tumores se extrajeron de los ratones en el punto final y se digirieron con un kit de
disociacion de tumores humanos (Miltenyi) con 50 % de enzima R para mejorar la recuperacion
de linfocitos. Posteriormente, las células se tifieron con Zombie violeta y bloqueador Fc en hielo
durante 30 minutos, se lavaron dos veces, se tifieron con anticuerpo anti-E2 CAR en hielo durante
30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a andlisis por citometria de flujo. Los resultados
se muestran en la FIG. 24.

[0448] Como se muestra en la FIG. 24, se observd una mayor infiltracion de células CAR-T con
la terapia combinada de FAPS-FITC y EC17.

[0449] Cuando se inyecté FAPS-FITC (500 nmol/kg) 24 horas antes de la obtencion de imagenes
en ratones control de enfermedad (tumor KB), FAP8-PEG23-FITC mostrd una retenciéon mas

débil que FAPS-PEG15-FITC y FAP8-PEG18-FITC.

Ejemplo 22
inmunohistoquimica del tumor KB y del tumor MDA-MB231

[0450] Para caracterizar y comparar los CAFs FAP+ infiltrantes en tumores KB “frios” e
inmunologicamente en tumores MDA-MB-231 “calientes”, se implantaron tumores KB o tumores
MDA-MB-231 en ratones NOD scid gamma (NSG) y se trataron los ratones con el CAR-T anti-
FITC universal y EC17 (folato-fluoresceina). Ambos tumores se extrajeron de los ratones, se
fijaron con formalina al 10 % durante la noche y se enjuagaron con etanol al 70 % para la fijacién
tumoral. Luego, las células tumorales se enviaron para tincion IHQ con anticuerpo anti-CD3
humano para detectar células CAR-T humanas o con anticuerpo anti-FAP de raton para detectar
CAFs FAP+ de raton.

[0451] Los resultados de la tincion inmunohistoquimica (IHQ) demostraron una falta de
infiltracion de células CAR-T en el tumor KB inmunologicamente “frio”, pero no en el tumor
MDA-MB-231 “caliente”. Se encontr6 una infiltracion elevada de CAFs FAP+ en el tumor KB

“frio”, formando una barrera fisica alrededor del tumor, pero los CAFs infiltrantes fueron
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significativamente menores en el tumor MDA-MB-231 “caliente”. Se planteo la hipotesis de que

estos fibroblastos infiltrantes son una de las razones de un tumor sélido inmunolégicamente “frio”.

Ejemplo 23
Microscopia confocal de la union especifica de FAPS-FITC

[0452] Para confirmar la especificidad del adaptador FAPS-FITC en células que expresan FAP,
se sembraron MDA-MB231-hFAP (FAP humano), MDA-MB231-mFAP (FAP murino) y células
parentales MDA-MB231 (sin expresion de FAP) en camaras confocales durante la noche
(aproximadamente 0,1 millones de células/pocillo). Se afiadi6 FAP8-PEG18-FITC (50 nM) a las
células y la mezcla se incub6 durante una hora a temperatura ambiente. Las células se lavaron dos
veces con PBS + 2 % de FBS y se examinaron inmediatamente mediante microscopia confocal.

FAPS-FITC se uni6 especificamente a hFAP y mFAP.

Ejemplo 24

Estudio in vivo para determinar el enlazador 6ptimo de FAPS-FITC en ratones
[0453] Se probaron FAP8-FITC con diferentes enlazadores de PEG en ratones para determinar el
enlazador 6ptimo. También se compard la eficacia de FAP8-PEGS, 12, 15-FITC y FAP5-PEG16-
FITC. Se inyectaron MDA-MB231-hFAP (5 millones de células) por raton NSG por via
subcutanea. Se inyectaron células CAR-T E2 (8 millones) en cada raton cuando el tamafio tumoral
alcanz6 aproximadamente 100 mm3. FAPS-FITC se inyect6 por vena de la cola tres veces por
semana a 500 nmol/kg. Los grupos de ratones fueron los siguientes:

e Grupo 1 (n=6) (control de enfermedad); solo se inyectaron células tumorales
e Grupo 2 (n=6) (solo CAR-T); se inyectaron células CAR-T (8x10° células); FAP-

FITC se inyecto tres veces por semana
e Grupo 3 (n=6) (tratamiento FAP8-PEGS8-FITC); se inyectaron células CAR-T
(8x10° células); FAP-FITC se inyectd tres veces por semana
e Grupo 4 (n=7) (tratamiento FAP8-PEG12-FITC); se inyectaron células CAR-T
(8x10° células); FAP-FITC se inyecto tres veces por semana
e Grupo 5 (n=7) (tratamiento FAP8-PEG15-FITC); se inyectaron células CAR-T
(8x10° células); FAP-FITC se inyecto tres veces por semana
e Grupo 6 (n=6) (tratamiento FAP5-PEG16-FITC); se inyectaron células CAR-T
(8x10° células); FAP-FITC se inyecto tres veces por semana.
[0454] Aunque FAPS-FITC funciona de manera similar a FAP8-FITC in vitro, FAP8-FITC, que
tenia una mejor estabilidad en suero, parecido mediar una mejor interaccion con células CAR-T in

vivo. Véanse las FIGS. 26A-26E.
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Ejemplo 25
Infiltracion tumoral de células CAR-T

[0455] Los tumores se extrajeron de los ratones en el punto final, se digirieron con un kit de
disociacion de tumores humanos (Miltenyi) con 50 % de enzima R para mejorar la recuperacion
de linfocitos. Posteriormente, las células se tifieron con Zombie violeta y bloqueador Fc en hielo
durante 30 minutos y luego se lavaron dos veces. Las células se tifieron con anticuerpo anti-hCD3
en hielo durante 30 minutos y luego se lavaron tres veces. Posteriormente, las células se
sometieron a citometria de flujo. Se observo una mayor infiltracion de células CAR-T con el

tratamiento con FAP8-FITC que con el tratamiento con FAPS-FITC. Véase la FIG. 27.

Ejemplo 26

Analisis de retencion tumoral de FAPS-FITC mediante obtencion de imagenes
[0456] Se inyecté FAPS-FITC (500 nmol/kg) 24 horas antes de la obtencion de imagenes en
ratones control de enfermedad (tumor KB). FAPS-FITC con enlazador PEG23 mostré una
retencion mas débil en el tumor, mientras que FAP8-FITC con enlazador PEG15 o PEG18 mostré
buena retencion.
Ejemplo 27
Sintesis de DUPA-PEG6-FITC
[0457] 2-[3-(3-Beniloxicarbonilo-1-tert-butoxicarbonil-propil)-ureido]pentanodioato de
acido di tert-butil éster (2). Se anadié TEA (1,0 mL, 8,19 mmol) a una disolucion de L-glutamato
di-tert-butil éster hidrocloruro (1,0 g, 3,39 mmol) y trifosgeno (329,8 mg, 1,12 mmol) en
diclorometano (DCM) (25,0 mL) a =65 °C (Esquema 5). Tras agitar la mezcla durante 2 horas a
—65 °C bajo argon, se afiadi6 una disolucion de L-Glu(OBn)-OtBu (1,2 g, 3,72 mmol) y TEA (600
pL, 4,91 mmol) en DCM (5,0 mL). La mezcla de reaccion se dejo subir a temperatura ambiente
durante un periodo de 1 hora y se agitd a temperatura ambiente durante la noche.
[0458] La reaccion se apagd con HC1 1 My la capa orgénica se lavo con salmuera y se seco sobre
Na2S04. El producto crudo se purifico mediante cromatografia flash (hexano:EtOAc; 1:1) para
dar 2 (1,76 g, 90,2 %) como un aceite incoloro. LCMS (m/z): (M + H)+ calc. para C30H47N209
= 579,33; encontrado = 579,30.
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Esquema 5
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[0459] 2-[3-(1,3-Bis-tert-butoxicarbonil-propil)-ureido]pentanodioato de acido 1-tert-Butil
éster (3). Se aniadié Pd/C al 10 % a una disolucién de 2 (1,00 g, 432) en DCM. La mezcla de
reaccion se hidrogeno a 1 atm durante 24 horas a temperatura ambiente. El Pd/C se filtr6 a través
de una capa de celita y se lavo con DCM. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia
flash (hexano: EtOAc; 40:60) para dar 3 (80,2 %) como un aceite incoloro. LCMS (m/z): (M +
H)+ calc. para C23H41N209 = 489,28; encontrado = 489,28.

[0460] Sintesis en fase solida del conjugado 2-[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico
(DUPA). El conjugado DUPA se sintetizé por metodologia de fase solida como sigue (véase
Esquema 5). La resina tritilo de etilendiamina 1,2, unida al polimero de 200—400 malla (500 mg,
0,400 mM), se hinch6 con DCM (8 mL) haciendo burbujear argon durante 10 minutos, se drenod
el DCM, se hizo burbujear dimetilformamida (DMF, 8 mL) durante 10 minutos y se drend. La
resina se lavo con DMF (3 x 8 mL). Tras hinchar la resina en DMF, se afiadi6 una disolucion de
Fmoc-Phen-OH (2,0 equiv), PyBOP (2,0 equiv) y DIPEA (5,0 equiv) en DMF (8,0 mL)
(Esquema 6). Se hizo burbujear argon durante 5 horas y la resina se lavé con DMF (3 x 8 mL).
Se afadi6 a la resina una disolucion de piperidina al 20 % en DMF (3 x 8 mL), se hizo burbujear
argén durante 15 minutos para cada adicion y la resina se lavd con DMF (3 x 8 mL). La secuencia
anterior se repitid para tres pasos de acoplamiento mas con Fmoc-Phen-OH (2,0), acido 8-

aminooctanoico (1,5 eq) y DUPA(OtBu)-OH 3 (1,5 eq), como se muestra en el Esquema 7. El
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compuesto final se escindio de la resina utilizando un coctel de acido trifluoroacético
(TFA):H2O:trietilsilano (95:2,5:2,5) y se concentr6 al vacio. El producto concentrado se precipitd
en éter dietilico y se seco al vacio. El producto crudo se disolvié en una cantidad minima de DMF
y se purificé utilizando una columna C-18 (fase inversa) [gradiente de disolvente: 0 % B a 80 %
B en una corrida de 55 min; A = agua milli Q (TFA) pH = 3; B = acetonitrilo (ACN)]. La fraccion
pura se recogid, se congeld a —80 °C durante tres horas y se liofiliz6 para dar el conjugado 4.

HRMS (ESI) (m/z): (M + H)+ calc. para C39H56N7011 = 798,40; encontrado, 798,40.

Esquema 6
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[0461] DUPA-PEG6 NHFmoc (6). A una disolucion agitada del conjugado DUPA 4 (0,100 g, 1
equivalente) y el éster PEG6 NH 5 (0,092 g, 1,1 equivalentes) en DMF (1,5 mL) se anadio DIPEA
(0,044 mL, 2,0 equivalentes) a temperatura ambiente bajo argén, y la disolucion se agitd durante
3 horas como se menciona en el Esquema 7. La reaccién se monitored por LCMS y se purifico
por columna C-18 de fase inversa (fase movil: A = agua milli Q (TFA) pH =3, B = ACN; método:
0 % B a 90 % B en 50 min). Las fracciones puras se agruparon y se liofilizaron, proporcionando

DUPA-PEG6 NHFmoc 6.
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Esquema 7
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[0462] DUPA-PEG6 NH2 (7). DUPA-PEG6 NHFmoc (6) se disolvid en piperidina al 20 % en
DMF (1,0 mL) a temperatura ambiente y se agité durante 2 horas bajo argon (Esquema 7). La
reaccion se monitored por LCMS vy se purificd por columna C-18 de fase inversa (fase movil: A
= agua milli Q (TFA) pH = 3, B = ACN; método: 0 % B a 90 % B en 50 min). Las fracciones
puras se agruparon y se liofilizaron, proporcionando DUPA-PEG6 NH2 7.
[0463] DUPA-PEG6-FITC (8). DUPA-PEG6 NH2 7 (20 mg, 1,0 equiv) se disolvio en DMF (1,0
mL) bajo atmoésfera de argon, tras lo cual se afadio FITC (1,2 equivalentes) en condiciones de
oscuridad (Esquema 7). Tras agitar durante 5 minutos, se afiadi6 DIPEA (4,0 equivalentes) a la
disolucion y la reaccion se monitored6 con LCMS (la reaccion se completd en 2,0 horas). El
producto crudo se purificd por columna C-18 de fase inversa (fase movil: A = agua milli Q (TFA)
pH =3, B=ACN; método: 0 % B a 90 % B en 60 min). La fraccion pura se recogio, se congelo
a —80 °C durante tres horas y se liofiliz6 para dar el conjugado DUPA-PEG6-FITC 8. LCMS
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(ESI) (m/z): (M + H)+ calc. para C75H95N9025S + H = 1522,6; encontrado (m/2): (M + H)+
762,4 y (m/3): (M + H)+ 508,4.
Ejemplo 28

Sintesis de PSMAL1-PEG6-FITC
[0464] El conjugado PSMALI1-PEG6-FITC se sintetizd por metodologia de fase solida como
sigue (véanse los Esquemas a continuacion):
[0465] Se anadi6 DIPEA (1,3 mL, 10 equivalentes, 7,5 mmol) a una disolucion de L-glutamato
di-tert-butil éster hidrocloruro (1,33 g, 6,00 equivalentes, 4,50 mmol) y trifosgeno (0,445 g, 2,00
equivalentes, 1,5 mmol) en DCM (15,0 mL) a —65 °C (Esquema 8). Tras agitar durante 1 hora a
—65 °C bajo argén, la disolucion se templo a temperatura ambiente y se agitd durante 1 hora a
temperatura ambiente para producir in situ el intermedio isocianato correspondiente.
[0466] La resina H-L-LYS(ALLOC)-2-Cl-tritilo (1,0 g, 1,0 equivalente, 0,75 mM) se hinch6 con
DCM seco (8 mL) haciendo burbujear argéon durante 10 minutos en un recipiente para péptidos.
A continuacion se drend el DCM, y la resina se lavo dos veces con DCM seco y luego se drend.
Inmediatamente después de hinchar la resina en DCM, el isocianato generado in situ se transfirid
a un recipiente para péptidos bajo atmosfera de argon. Se hizo burbujear argon durante la noche
(16 horas) a temperatura ambiente y se lavo el isocianato con DCM. La finalizacion de la reaccion
se confirm6 mediante el Test de Kaiser.
[0467] Posteriormente, tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (100 mg) y 0,800 mL de morfolina se
disolvieron en 8 mL de DCM seco en un matraz de fondo redondo bajo atmosfera de argén, se
transfirieron a un recipiente para péptidos y se hizo burbujear argén durante 3 horas a temperatura
ambiente para eliminar el grupo protector alilooxi. Tras la desproteccion, la resina se lavo tres
veces con DCM seco. De nuevo, la finalizacion de la reaccion se confirmo mediante Test de
Kaiser. Ademas, la resina se lavo dos veces con DMF y tres veces con morfolin para eliminar el

catalizador de Pd residual. Finalmente, la resina se lavo tres veces con DMF y DCM.
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Esquema 8
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[0468] Inmediatamente, se hincho6 la resina en DMF para un acoplamiento posterior y se anadid
una disolucion de Fmoc-3(2-naftil)-L-alanina (2,0 equivalentes), PyBOP (2,0 equivalentes) y
DIPEA (5,0 equivalentes) en DMF (8,0 mL) (Esquema 8). Se hizo burbujear argdén durante 5
horas y la resina se lavo con DMF (3 x 8 mL). Se afiadi6 a la resina una disolucion de piperidina
al 20 % en DMF (3 x 8 mL), se hizo burbujear argon durante 15 minutos para cada adicion y la
resina se lavo con DMF (3 x 8 mL). La secuencia anterior se repiti6 para dos pasos de
acoplamiento més con acido N-Fmoc-tranexdmico (2,0), acido Fmoc-N-amido-PEG6 (2,0 eq),
como se muestra en el Esquema 9. El compuesto final se escindid de la resina utilizando un coctel
de TFA:H2O:trietilsilano (95:2,5:2,5) y se concentrd al vacio. El producto concentrado se
precipito en éter dietilico y se seco al vacio. El producto crudo se disolvid en una cantidad minima
de DMF y se purifico utilizando una columna C-18 (fase inversa) [gradiente de disolvente: 0 % B
a 80 % B en corrida de 55 min; A = agua milli Q (TFA pH = 3); B = acetonitrilo (ACN)]. La
fraccion pura se recogid, se congeld a —80 °C durante tres horas y se liofiliz6 para dar el intermedio
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conjugado PSMALI1-PEG6-NH2. HRMS (ESI) (m/z): (M + H)+ calc. para C48H75N6016 =
991,52; encontrado, 991,5.

Esquema 9
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[0469] Sintesis del conjugado PSMAL1-PEG6-FITC. PSMAL1-PEG6-NH2 (10 mg, 1,0 equiv)
se disolvi6 en DMF (1,0 mL) bajo atmdsfera de argén, tras lo cual se afiadio FITC (1,2
equivalentes) en condiciones de oscuridad (Esquema 10). Tras agitar durante 5 minutos, se afadio
DIPEA (4,0 equivalentes) a la disolucion y la reaccion se monitored con LCMS (reaccion
completada dentro de 1,0 a 2 horas). El producto crudo se purificé por columna C-18 de fase
inversa (fase movil: A = agua milli Q (TFA, pH = 3), B= ACN; método: 0 % B a 90 % B en 60
minutos). La fraccion pura se recogio, se congeld a —80 °C durante tres horas y se liofiliz6 para
dar el conjugado 8 PSMALI-PEG6-FITC. LCMS (ESI) (m/z): (M + H)+ calc. para
C69H86N7021S + H = 1380,56; encontrado (m/2): (M + H)+ 690,9 y (m/3): (M + H)+ 461,0

Esquema 10
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Ejemplo 29

Efecto de la longitud del enlazador en la afinidad de union a PSMA
[0470] Células MDA-PSMA (0,2 millones) se incubaron con adaptadores en dilucion seriada 2-
pliegues comenzando en 500 nM en medio RPMI completo (RPMI + 10 % FBS) durante 1 hora

a temperatura ambiente. Las células se lavaron dos veces con 2 % FBS en PBS y se resuspendieron
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en el mismo tampoén. La intensidad de fluorescencia de la isotiocianato de fluoresceina (FITC) se
analiz6 por citometria de flujo. Los resultados se muestran en la FIG. 29.

[0471] Como se muestra en la FIG. 29, a medida que aumentd la longitud del enlazador entre
DUPA y FITC, la afinidad de uniéon y la unidon total de los adaptadores DUPA-FITC

disminuyeron..

Ejemplo 30

Niveles de expresion de PSMA en varias lineas celulares utilizadas
[0472] Las células (0,2 millones) se tifieron con anticuerpo APC-anti-PSMA en hielo durante 30
minutos y se lavaron dos veces con 2 % FBS en PBS. La intensidad de fluorescencia de APC-
anti-PSMA se analizé por citometria de flujo. Los resultados se muestran en la FIG. 30, que

muestra el nivel de expresion de PSMA en las lineas celulares indicadas.

Ejemplo 31

La longitud del enlazador de PEG afecta la union y la exposicion superficial de la porcion de
FITC en las células diana

[0473] Células MDA-PSMA (0,2 millones) se incubaron con 1 pM de conjugados DUPA-FITC
con diferentes enlazadores de PEG en medio RPMI completo (RPMI + 10 % FBS) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Se eliminaron los compuestos libres y la intensidad de fluorescencia de
FITC se analizo6 por citometria de flujo. Para analizar la exposicion superficial de la porcion de
FITC, las células tefiidas se incubaron con APC-anti-FITC en hielo durante 30 minutos. Luego se
lavaron las cé€lulas y la intensidad de fluorescencia de APC se analiz6 por citometria de flujo. Los
resultados se muestran en las FIGS. 31A-31B.

[0474] Como se muestra en la FIG. 31A, la unién total de DUPA-FITC disminuye a medida que
aumenta la longitud del enlazador. Como se muestra en la FIG. 31B, la exposicion superficial de

FITC aumenta a medida que aumenta la longitud del enlazador.

Ejemplo 32

Aumentar la longitud del enlazador hasta PEG6 incrementa la activacion de células CAR-T
anti-FITC
[0475] Células CAR-T anti-FITC se incubaron con un nimero igual de células diana en presencia
de FITC-PEG-DUPA a diferentes concentraciones. El nimero de células diana se determin6 al
final del co-cultivo y la citotoxicidad se calculé mediante la féormula: [(nimero de células no
tratadas — namero de células tratadas)/ntimero de células no tratadas] * 100 %. La secrecion de

IFNy por células CAR-T en el medio de co-cultivo se analizé por ELISA utilizando un kit ELISA
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de IFNy humano (Biolegend). Los resultados se muestran en las FIGS. 32A-32F. Como se
muestra en las figuras, aumentar la longitud del enlazador en el adaptador biespecifico incrementd
la activacion de células CAR-T anti-FITC. Cuando la longitud del enlazador alcanzé PEG6, la
célula CAR-T alcanzé el nivel més alto de activacion. Longitudes de enlazador mayores no

mejoraron de manera drastica la activacion de las células CAR-T.

Ejemplo 33
Curso temporal de la acumulacion de DUPA-FITC en tumores KB-PSMA

[0476] Ratones portadores de tumores KB-PSMA se inyectaron con las dosis indicadas de DUPA-
PEG6-FITC o DUPA-PEGI2-FITC. Los ratones se sacrificaron en los puntos temporales
deseados y se disecaron los tumores. Se tomaron imagenes fluorescentes de los tumores en el
sistema de imagen Spectral Ami y los rads medios de las imagenes se analizaron con el software
Aura. Los resultados se muestran en la FIG. 33B. Como se muestra en la FIG. 33B, la
acumulacion méaxima de DUPA-PEG6-FITC y DUPA-PEGI12-FITC en tumores KB-PSMA
ocurrio aproximadamente dos horas después de la inyeccion y se produjo una depuracion casi

completa aproximadamente a las 96 horas.

Ejemplo 34
DUPA-FITC con diferentes enlazadores de PEG media la erradicacion de tumores MDA-PSMA

en ratones sin provocar pérdida de peso corporal
[0477] Se implantaron células MDA-PSMA (alto nivel de PSMA; 5 millones de células) en cada
ratbn NSG por inyeccion subcutdnea. Cuando los volimenes tumorales alcanzaron
aproximadamente 100 mm3, los grupos de tratamiento se inyectaron con 10 millones de células
CAR-T anti-FITC y adaptadores biespecificos (sin enlazador, PEG3, PEG6 o PEG12), como se
muestra en la FIG. 34A. Se monitorizaron regularmente el volumen tumoral y el peso corporal.
El volumen tumoral se calculé mediante la formula: (longitud * anchura2)/2. Los resultados se
muestran en las FIGS. 34B y 34C. Como se muestra en la FIG. 34B, todos los adaptadores
DUPA-FITC con diferentes enlazadores de PEG lograron mediar la erradicacion de los tumores.
Como se muestra en la FIG. 34C, ninguno de los adaptadores DUPA-FITC probados causd

pérdida de peso corporal durante el tratamiento.

Ejemplo 35

PSMALI-PEGO6-FITC tiene mayor afinidad de union y mayor union total gue DUPA-PEG6-
FITC
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[0478] Células MDA-PSMA (0,2 millones) se incubaron con adaptadores en dilucion seriada 2-
pliegues comenzando en 500 nM en medio RPMI completo (RPMI + 10 % FBS) durante 1 hora
a temperatura ambiente. Las células se lavaron dos veces con 2 % FBS en PBS y se resuspendieron
en el mismo tampoén. La intensidad de fluorescencia de FITC se analizo por citometria de flujo.
Los resultados se muestran en la FIG. 35.

[0479] Como se muestra en la FIG. 35, la afinidad de unién de PSMAL1-PEG6-FITC es cinco
veces mayor que la afinidad de uniéon de DUPA-PEG6-FITC a células MDA-PSMA.

Ejemplo 36
PSMALI1-PEGG6-FITC tiene mejor retencion en células PSMA+ que DUPA-PEG6-FITC

[0480] Células MDA-PSMA o 22Rv1 se incubaron con 1 uM de DUPA-PEG6-FITC o PSMAL1-
PEG6-FITC durante una hora a temperatura ambiente. Se eliminaron los compuestos no unidos y
las células se cultivaron en RPMI que contenia 10 % de FBS a 37 °C con 5 % de CO2. En los
puntos temporales indicados, las células se observaron bajo un microscopio confocal para analizar
la intensidad y la localizacion de FITC. Para cuantificar la intensidad de FITC y la FITC unida a
la superficie, las células tefiidas con DUPA-PEG6-FITC y PSMAL1-PEG6-FITC se analizaron
por citometria de flujo en los puntos temporales indicados para analizar la intensidad de
fluorescencia de FITC. Para analizar la FITC unida a la superficie, las células se tifieron con
anticuerpo APC-anti-FITC durante 30 minutos en hielo en diferentes puntos temporales. La
intensidad de fluorescencia de APC se analizé por citometria de flujo. Los resultados se muestran
en las FIGS. 36A-36C. Como se muestra en la FIG. 36 A, PSMAL1-PEG6-FITC permanecié mas
tiempo en células MDA-MB-231-PSMA que DUPA-PEG6-FITC. La FIG. 36B muestra que
PSMALI1-PEG6-FITC permanecio mas tiempo en células MDA-PSMA que expresan diferentes
niveles de PSMA que DUPA-PEG6-FITC. Como se muestra en la FIG. 36C, PSMAL1-PEG6-
FITC permanecié mas tiempo en células 22Rv1, que expresan naturalmente niveles bajos de

PSMA, que DUPA-PEG6-FITC.

Ejemplo 37
La eficacia de células CAR-T anti-FITC mediada por PSMALI-PEGG6-FITC es mayor que la de

DUPA-PEGG6-FITC a bajas concentraciones
[0481] Se co-cultivaron numeros iguales de 22Rv1 y células CAR-T anti-FITC en placas de 96
pocillos con DUPA-PEG6-FITC o PSMAL1-PEG6-FITC a diferentes concentraciones durante 48
horas. El nimero de células 22Rv1 se contd al final del co-cultivo. La citotoxicidad de las células
CAR-T anti-FITC se calcul6 mediante la férmula: (nimero de células 22Rv1 no tratadas — nimero

de células 22Rv1 tratadas)/ntimero de células 22Rv1 no tratadas * 100 %. Las concentraciones de
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IFNy en el medio de co-cultivo se analizaron por ELISA utilizando el kit ELISA de IFNy humano
(Biolegend). Los resultados se muestran en las FIGS. 37A-37B. Como se muestra en la FIG. 37A,
la lisis de células 22Rv1 por células CAR-T anti-FITC mediada por PSMAL1-PEG6-FITC fue
mucho mayor que con DUPA-PEG6-FITC a baja concentracion. Como se muestra en la FIG.
37B, el IFNYy secretado por células CAR-T anti-FITC cuando se co-cultivaron con células 22Rv1
en presencia de PSMALI-PEG6-FITC fue mayor que con DUPA-PEG6-FITC a bajas

concentraciones.

Ejemplo 38

PSMALI1-PEGG6-FITC tiene mejor retencion en tumores MDA-MB-231-PSMA que DUPA-
PEGG6-FITC y DUPA-FITC
[0482] Ratones portadores de tumores MDA-PSMA se inyectaron por via intravenosa con los

adaptadores indicados a 500 nmol/kg. Se tomaron imagenes fluorescentes de los ratones en el
sistema de imagen Spectral Ami en los puntos temporales indicados tras la inyeccion. Los

resultados se muestran en la FIG. 38.

Ejemplo 39
PSMALI-PEGO-FITC tiene una retencion mas prolongada en las superficies de células

tumorales MDA-MB-231-PSMA in vivo

[0483] Ratones portadores de tumores MDA-PSMA se inyectaron con DUPA-PEG6-FITC,
PSMALTI-PEG6-FITC o folato-FITC como control. Los ratones se sacrificaron en los puntos
temporales indicados tras la inyeccion. Se disecaron los tumores y se disociaron en células
individuales. La intensidad de fluorescencia de FITC que indica la retencion total de los
adaptadores en las células tumorales se analizé por citometria de flujo. Para analizar la retencion
en la superficie de los adaptadores en la superficie de las células tumorales, las células tumorales
disociadas se tifieron con anticuerpo APC-anti-FITC y la intensidad de fluorescencia de APC se
analiz6 por citometria de flujo. Los resultados se muestran en la FIG. 39. Tras la inyeccion (48
horas post-inyeccion), el 77 % de las células tumorales atin tenian PSMAL1-PEG6-FITC en las
células y el 65 % de las células retuvieron PSMAL1-PEG6-FITC en la superficie. En contraste,
solo el 13 % de las células tumorales tenian DUPA-PEG6-FITC y el 9 % de las células retuvieron
DUPA-PEG6-FITC en la superficie. A las 144 horas post-inyeccion, el 45 % de las células
tumorales retuvieron PSMAL1-PEG6-FITC y el 34 % de las células retuvieron PSMAL1-PEG6-
FITC en la superficie.

Ejemplo 40

120



70175-02
PSMALI1-PEG6-FITC y DUPA-PEG6-FITC pueden mediar la erradicacion de tumores MDA-
PSMA que expresan niveles altos de PSMA

[0484] Se implantaron células MDA-PSMA (5 millones) en cada raton NSG mediante inyeccion
subcutanea. Cuando los volimenes tumorales alcanzaron aproximadamente 100 mm3, los ratones
se inyectaron con 10 millones de células CAR-T anti-FITC y los adaptadores correspondientes.
Los volumenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se monitorizaron
regularmente. El volumen tumoral se calcul6 mediante la férmula: (longitud * anchura2)/2. Los
resultados se muestran en las FIGS. 40A-40C. Tanto DUPA-PEG6-FITC como PSMAL1-PEG6-
FITC presentan buena eficacia en la eliminacion de tumores MDA-PSMA que expresan niveles

altos de PSMA y no se observo pérdida de peso corporal en los ratones durante el tratamiento.

Ejemplo 41
PSMALI-PEG6-FITC inhibio significativamente el crecimiento del tumor 22Rv1

[0485] Se implantaron células 22Rvl (3 millones) en ratones NSG mediante inyeccion
subcutanea. Cuando los volumenes tumorales alcanzaron aproximadamente 50 mm3, los ratones
se inyectaron con 10 millones de células CAR-T anti-FITC y los adaptadores indicados. Los
volumenes de los tumores y los pesos corporales de los ratones se monitorizaron regularmente. El
volumen tumoral se calculé mediante la formula: (longitud * anchura2)/2. Los resultados se
muestran en las FIGS. 41A-41C. PSMALI1-PEG6-FITC y las células CAR-T anti-FITC
inhibieron significativamente el crecimiento del tumor 22Rv1, mientras que DUPA-PEG6-FITC
no mostré mucha eficacia. No se observé pérdida obvia de peso corporal en ninguno de los grupos

de tratamiento durante el tratamiento.

Ejemplo 42
Eficacia de la union de PSMALI-PEG6-FITC a células TagCAR T generadas utilizando un

vector lentiviral

[0486] Este estudio se realizo para evaluar la eficacia de una combinacion de PSMAL1-PEG6-
FITC administrado con células T disefiadas in vivo con vectores lentivirales que codifican un CAR
anti-fluoresceina universal (TagCAR). Tales métodos pueden ser ventajosos frente a otros
métodos autdlogos costosos o tdxicos.

[0487] Generacion selectiva de células T TagCAR universales anti-fluoresceina
(TagCAR) utilizando un vector lentiviral. Se utilizé un vector lentiviral TagCAR ejemplar
(FIG. 42A) para facilitar la transduccién y la expresion de carga util de TagCAR en células T.
Las particulas lentivirales TagCAR se pseudotiparon con la glucoproteina cocal y se disefiaron en

superficie para expresar una proteina de fusion multidominio (MDF) compuesta por un scFv anti-
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CD3 intercalado entre dos ligandos coestimuladores de células T. El vector también contenia la
carga util TagCAR como un polinucledtido que codifica el TagCAR con los siguientes
componentes en orden N-terminal a C-terminal: un scFv (por ejemplo, anti-FITC E2), una bisagra
(espaciador), un dominio transmembrana y un endodominio con un dominio de sefializacién
coestimulador y un dominio de sefalizacion CD3zeta (Z).

[0488] Para evaluar la union, activacion y transduccion selectivas de células T por las
particulas lentivirales TagCAR, se transdujeron PBMCs con particulas lentivirales TagCAR que
contenian la carga util TagCAR o, como controles negativos, sin vector lentiviral TagCAR o con
un vector lentiviral TagCAR que no contenia la MDF. Los graficos de flujo representativos una
hora después de la incubacion de PBMCs con un anticuerpo anti-cocal utilizado para detectar la
unidn del vector lentiviral se muestran en la FIG. 42B. Ademas, el porcentaje de subconjuntos de
células inmunes circulantes en funcion de la cantidad de particulas lentivirales TagCAR
administradas se muestra en la FIG. 42C. Asimismo, se midieron la activacion de células T y la
transduccion, respectivamente, como porcentaje de CD25+ a los 3 dias post-transduccion y
TagCAR+ a los 7 dias post-transfeccion (FIG. 42D). En conjunto, estos datos sugieren que las
particulas lentivirales TagCAR generan selectivamente células T TagCAR tras el tratamiento de
PBMCs.

[0489] PSMAL1-PEG6-FITC se une firmemente a células TagCAR T generadas
utilizando particulas lentivirales TagCAR. Para demostrar que las células TagCAR T generadas
utilizando particulas lentivirales TagCAR pueden unirse firmemente a PSMALI1-PEG6-FITC, se
utilizd6 un ensayo competitivo representado graficamente en la FIG. 43A para definir la
interaccion entre el TagCAR y PSMALI-PEG6-FITC. Debido a que la fluorescencia de la
fluoresceina se apaga cuando esta unida por TagCAR, las células TagCAR T se incubaron en su
lugar con niveles saturantes de FL-AF647, que luego fue desplazado por concentraciones
crecientes de PSMAL1-PEG6-FITC. Los resultados del ensayo competitivo se muestran en las
FIGS. 43B-43C. En comparacion con el control de solo antigeno, fluoresceina sodica (NaFL), se
necesitaron concentraciones mas bajas de PSMAL1-PEG6-FITC para competir con FL-AF647,
segun lo detectado por la intensidad media de fluorescencia (MFI) de FL-AF647. Ademas, la
constante media calculada del inhibidor (Ki), o concentracion a la mitad de la inhibicion méxima,
a partir de triplicados compuestos por células TagCAR T derivadas de diferentes donantes, se
calcul6 para PSMALI1-PEG6-FITC y NaFL utilizando la ecuacion: Ki = IC50/(1+[S]/Km), donde
[S]=[FL-AF647] =100 nM y el Km de FL-AF647 es 9,9 nM. PSMAL1-PEG6-FITC tuvo un Ki
mas bajo de 9,9 nM en comparacion con NaFL, lo que sugiere que PSMAL1-PEG6-FITC se une

fuertemente a células TagCAR T generadas utilizando particulas lentivirales TagCAR.
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Ejemplo 43
Eficacia de células TagCAR T generadas utilizando particulas lentivirales TagCAR mediada

por PSMALI-PEG6-FITC en tumores MDA-PSMA in vitro
[0490] Este estudio se realizd para evaluar si la combinacion de PSMAL1-PEG6-FITC
administrado con células TagCAR T generadas como se describe en el Ejemplo 42 fue eficaz en
el tratamiento de células tumorales PSMA-positivas in vitro.
[0491] PSMALI1-PEG6-FITC se localiza fuertemente en la superficie de células
tumorales PSMA-positivas. Para caracterizar la afinidad de unién en célula de PSMAL1-PEG6-
FITC a células tumorales que expresan PSMA, se incubaron diferentes concentraciones de
PSMALI-PEG6-FITC con células tumorales MDA-MB-321 que sobreexpresaban PSMA
(PSMA+) o que eran de tipo salvaje (PSMA-). Los niveles de antigeno de fluoresceina en la
superficie de células tumorales MDA-MB-321 se detectaron utilizando un anticuerpo anti-
fluoresceina (FIG. 44A). Como se muestra en la FIG. 44B, en comparacion con el control
PSMA—-, PSMALI-PEG6-FITC se detectd en la superficie de células tumorales PSMA+ a
concentraciones crecientes de ligando. Su afinidad, o Kd, se calculé en 1,292 nM, y su cantidad
total de antigeno, o Bmax, en células tumorales PSMA+ fue de 2,6x106 MFI. Estos datos sugieren
que PSMALI1-PEG6-FITC se localiza especificamente en la superficie de tumores que expresan
PSMA.
[0492] PSMALI1-PEG6-FITC provoca funcion dependiente de dosis de células TagCAR
T in vitro. Se investigd la eficacia de células TagCAR T generadas como se describe en el
Ejemplo 42 mediada por PSMALI1-PEG6-FITC en células tumorales PSMA-positivas in vitro. El
crecimiento tumoral normalizado (en pliegues) de células tumorales MDA-MB-231 PSMA+ se
midid cada cuatro horas durante un co-cultivo de 88 horas de células tumorales MDA-MB-231
PSMA+ y diferentes concentraciones de PSMAL1-PEG6-FITC en presencia de células TagCAR
T generadas como se describe en el Ejemplo 42. Como se muestra en la FIG. 45A, el tamafio del
tumor disminuy6 en presencia de PSMAL1-PEG6-FITC, en comparacion con un control negativo
sin la presencia de PSMAL1-PEG6-FITC.
[0493] Ademas, se midieron los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivo 24 horas
después de la adicion de células TagCAR T generadas como se describe en el Ejemplo 42 y
diferentes concentraciones de PSMAL1-PEG6-FITC a células tumorales MDA-MB-231 PSMA+.
Como se muestra en la Fig. 45B, los niveles tanto de interferon gamma (IFNy) como de
interleucina 2 (IL-2) aumentaron con dosis crecientes de PSMAL1-PEG6-FITC.
[0494] La presencia de células TagCAR+ (FIG. 45C) y la presencia de CD25+ (FIG. 45D)
en células T CD3+ también se midieron tras 88 horas de co-cultivo con células tumorales MDA -

MB-231 PSMA+ con diferentes concentraciones de PSMAL1-PEG6-FITC. Las células T CD3+
123



70175-02

con TagCAR presentaron porcentajes mas altos de CD25+ en comparacion con las células T CD3+
sin TagCAR.

[0495] En conjunto, estos datos sugieren que las células TagCAR T pueden mediar actividad
citolitica dependiente de dosis y liberacion de citocinas frente a células tumorales PSMA-

positivas, asi como inhibir el crecimiento de tumores PSMA-positivos.

Ejemplo 44
AP-FITC media la eliminacion de células tumorales hFAP+ por células CAR-T anti-FITC

[0496] Se sembraron células MDA-MB-231-hFAP-mCh en placas de 96 pocillos
(aproximadamente 7,000 células/pocillo) durante la noche. Se afiadieron células CAR-T 4M5.3 a
las células diana en el dia 18 a una relacion efector:objetivo de 1:1. Se afiadié FAPS-PEG16-FITC
a las células diana y a las células CAR-T a diferentes concentraciones (0 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10
nM, 100 nM o 1 000 nM, todas por triplicado) y se incub6d durante 24 horas. Las células vivas se
determinaron mediante células positivas a mCherry por citometria de flujo o mediante el area
superficial positiva a mCherry medida por Incucyte, tomando imagenes cada dos horas. El
porcentaje de muerte se determind mediante (1 — (células vivas)/(células vivas en el pocillo solo
con células tumorales)) * 100 %. Los resultados se muestran en las FIGS. 47A y 47B.
[0497] Como se muestra en las FIGS. 47A-47B, FAP5-FITC medi6é una buena eliminacion de
células hFAP+. La eliminacion fue maxima a 1 nM-10 nM de FAPS5-FITC.
[0498] El experimento anterior se repitio con células de fibrosarcoma humano que sobreexpresan
hFAP. Se obtuvieron resultados similares.
Ejemplo 45
FAP5-FITC media la eliminacion de tumores FAP+ mediante células CAR-T 4M5.3 o E2 sin
toxicidad

[0499] Se inyectaron subcutineamente células MDA-MB-231-hFAP en ratones NSG y se
permitid que crecieran hasta 150 mm3. Luego, se inyectaron por via intravenosa células CAR-T
4MS5.3 o E2 (8 millones) y se inyectdé FAPS-PEG8-FITC tres veces por semana a 400 nmol/kg. Se
utilizaron los cinco grupos de ratones (n = 6) siguientes:

e Grupo control de enfermedad (solo células tumorales),

e Grupo solo células CAR-T 4M5.3 (células CAR-T 4M5.3 y PBS),

e Grupo células CAR-T 4M5.3 y FAP5-PEGS-FITC (dosificacion tres veces/semana),

e Grupo solo células CAR-T E2 (células CAR-T E2 y PBS), y

e Grupo cé¢lulas CAR-T E2 y FAP5-PEGS-FITC (dosificacion tres veces/semana).
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[0500] Las células CAR-T E2 se dirigen y atacan células cancerosas que expresan el receptor de
estrogeno alfa (ERa), también conocido como E2, y estan disefiadas para reconocer y unirse a
células cancerosas que sobreexpresan ERa, lo que a menudo se encuentra en cancer de mama
positivo para receptor hormonal y otros canceres dependientes de hormonas.

[0501] Los resultados se muestran en las FIGS. 46A-46C. Como se muestra en la FIG. 46A,
FAPS-PEGS-FITC fue capaz de mediar la eliminacion de tumores FAP+ mediante células CAR-
T 4MS5.3. Como se muestra en la FIG. 46B, FAP5-PEGS-FITC fue capaz de mediar la eliminacioén
de tumores FAP+ mediante células CAR-T E2. Como se muestra en la FIG. 46C, el tratamiento
con FAPS5-PEG8-FITC no medié ninguna toxicidad en ratones con cé¢lulas CAR-T 4M5.3 o
células CAR-T E2.

Ejemplo 46

El tratamiento con FAP-FITC aumento la activacion y proliferacion de células CAR-T y redujo
la proliferacion de células tumorales al eliminar CAFs FAP+ en el TME

[0502] Se obtuvieron muestras de sangre de los ratones en el punto final del estudio in vivo
mediante puncion cardiaca. A continuacion, las muestras de sangre de raton se centrifugaron a
aproximadamente 1 000 g durante 10 minutos, tras lo cual se obtuvo suero para la deteccion de
hIFNy mediante ensayo ELISA (FIG. 48C). Despué¢s, las muestras de sangre se incubaron en
tampon de lisis de eritrocitos (RBC) segtn el protocolo del fabricante, se lavaron, se tifieron con
zombie violeta (es decir, una tincion de vivo/muerto) y con anticuerpo anti-CD3 humano (es decir,
para detectar células CAR-T humanas) (FIG. 48C). La terapia combinada de FAP-FITC + EC17
suprimio el crecimiento del tumor KB sin toxicidad perceptible (FIGS. 48A-48B).

[0503] Los tumores de los ratones se extrajeron en el punto final del estudio tras la eutanasia de
los animales. Se cortd un pequefio fragmento de cada muestra tumoral y se fij6 en formalina al 10
% para la preparacion de portaobjetos de IHQ, y el resto del tumor se digiri6 utilizando el kit de
disociacion de tumores humanos de Miltenyi Biotec segtn el protocolo del fabricante (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Para los portaobjetos de IHQ, los CAFs se tifieron con
anti-o-actina de musculo liso de raton (un marcador de CAFs), y las células cancerosas se tifieron
con anti-Ki67 de raton como marcador de proliferacion de células cancerosas. Las células
tumorales procedentes de la disociacion tumoral se tifieron luego con anticuerpo anti-CD3 humano
para la deteccion de células CAR-T humanas. Los resultados se muestran en las FIGS. 48A-49D.
[0504] Como se muestra en las FIGS. 48C-48D, los ratones tratados con terapia combinada
presentaron mayor proliferacion de células CAR-T y niveles mas altos de hIFNy en sangre. La
infiltracion de CAR-T en tumores KB fue similar entre el grupo tratado con EC17 y el grupo

tratado con EC17 + FAP5-FITC; estos resultados podrian deberse a la recoleccion del tumor en
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fase tardia y a que la mayoria de las células CAR-T ya no funcionaban o no eran viables. La
tincion de IHQ con a-actina de musculo liso mostrd una disminucion de CAFs en los bordes y en
el centro de los tumores tras el tratamiento con FAP-FITC y una disminuciéon de la tasa de
proliferacion tumoral (FIG. 48F). La disminucién de la tasa de proliferacion tumoral se debi6 a
la eliminacion de CAFs, lo que elimina la liberacion de multiples factores de crecimiento desde
los CAFs que estimulan el crecimiento de células tumorales. Como se muestra en la FIG. 48E, la
terapia combinada con células CAR-T anti-FITC 4M5.3 mostr6 resultados similares.

[0505] Como se muestra en las FIGS. 49A-49D, la terapia combinada con FAP5-PEGS-FITC y
DUPA-PEG6-FITC también mejord la eliminacion tumoral. Los ratones tratados con terapia
combinada mostraron mayor proliferacion de células CAR-T en sangre y en el tumor. Se
obtuvieron resultados similares en un modelo diferente de tumor “frio” PSMA+ (KB-PSMA)

(véase la FIG. 50).

Ejemplo 47

Eficacia in vivo de Aza-PEG6-FITC y orthoCAL-PEGO6-FITC en combinacion con EC17 (folato-
FITC)

[0506] Se implantaron células KB (1 milléon) en cada raton NSG por inyeccion subcutdnea.
Cuando los volimenes tumorales alcanzaron aproximadamente 50 mm3, los grupos de tratamiento
se inyectaron con 10 millones de células CAR-T anti-FITC y los adaptadores biespecificos
indicados como se muestra en la FIG. 51A. Se monitorizaron regularmente el volumen tumoral y
el peso corporal. El volumen tumoral se calculé mediante la formula: (longitud * anchura2)/2. Los
resultados se muestran en las FIGS. 51A-51C.

[0507] La FIG. 51B es una grafica de dias post-inyeccion de células CAR-T frente a volumen
tumoral (mm3), que muestra las curvas de crecimiento tumoral de los distintos grupos de
tratamiento. Aza-PEG6-FITC en combinacion con ECI17 inhibi6é significativamente el
crecimiento de tumores KB. OrthoCAL-PEG6-FITC en combinacion con EC17 también mostrd
una inhibicion ligeramente mejor del crecimiento de tumores KB. La FIG. 51C es una grafica de
dias post-inyeccion de células CAR-T frente a cambio de peso corporal (%), que muestra los
cambios de peso de los ratones en los distintos grupos de tratamiento. Aza-PEG6-FITC y EC17
indujeron pérdida de peso corporal en los ratones. La pérdida de peso corporal podria deberse a
liberacion de citocinas por expansion de células CAR-T. La toxicidad puede minimizarse
optimizando la dosificacion del adaptador.

Ejemplo 48
Eficacia in vivo de Aza-PEG6-FITC en combinacion con FAPS-PEG18-FITC
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[0508] Se implantaron células KB (1 millon) en cada raton NSG por inyeccion subcutanea.
Cuando los volumenes tumorales alcanzaron aproximadamente 50 mm3, los grupos de tratamiento
se inyectaron con 10 millones de células CAR-T anti-FITC y los adaptadores biespecificos
indicados como se muestra en la FIG. 52A. Se monitorizaron regularmente el volumen tumoral y
el peso corporal. El volumen tumoral se calculd mediante la formula: (longitud * anchura2)/2. Los
resultados se muestran en las FIGS. 52B-52C.

[0509] La FIG. 52B es una grafica de dias post-inyeccion de células CAR-T frente a volumen
tumoral (mm3), que muestra las curvas de crecimiento tumoral de los distintos grupos de
tratamiento. Aza-PEG6-FITC en combinacién con FAPS8-PEGI18-FITC inhibi6 ligeramente el
crecimiento de tumores KB. La eficacia fue similar a la de la combinacion de EC17 y FAP8-
PEGI18-FITC. OrthoCAL-PEG6-FITC en combinacion con FAPS-PEG18-FITC mostré mejor
eficacia para inhibir el crecimiento de tumores KB. La FIG. 52C es una grafica de dias post-
inyeccion de células CAR-T frente a cambio de peso corporal (%), que muestra los cambios de
peso de los ratones en los distintos grupos de tratamiento. Ninguna de las combinaciones indujo

una pérdida de peso corporal significativa en los ratones tratados.

Ejemplo 49
Eficacia in vivo de Aza-PEGO6-FITC en combinacion con EC17 (folato-FITC) y FAPS-PEGIS-

FITC

[0510] Se implantaron células KB (1 millén) en cada raton NSG por inyeccion subcutanea.
Cuando los volumenes tumorales alcanzaron aproximadamente 50 mm3, los grupos de tratamiento
se inyectaron con 10 millones de células CAR-T anti-FITC y los adaptadores biespecificos
indicados como se muestra en la FIG. 53A. Se monitorizaron regularmente el volumen tumoral y
el peso corporal. El volumen tumoral se calculé mediante la formula: (longitud * anchura2)/2. Los
resultados se muestran en las FIGS. 53B-53C.

[0511] La FIG. 53B es una grafica de dias post-inyeccion de células CAR-T frente a volumen
tumoral (mm3), que muestra las curvas de crecimiento de los distintos grupos de tratamiento. Aza-
PEG6-FITC en combinacion con FAP8-PEGI18-FITC y ECI17 tiene una eficacia similar a
orthoCAL-PEG6-FITC en combinacion con FAPS-PEG18-FITC y EC17. Ambas mostraron una
eficacia ligeramente mejor que la combinacion de EC17 y FAP8-PEGI18-FITC para inhibir el
crecimiento de tumores KB. La FIG. 53C es una grafica de dias post-inyeccion de células CAR-
T frente a cambio de peso corporal (%), que muestra los cambios de peso de los ratones en los
distintos grupos de tratamiento. Los ratones inyectados con la combinacién de Aza-PEG6-FITC,

EC17 y FAP8-PEG18-FITC mostraron pérdida de peso corporal durante el tratamiento. La
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pérdida de peso corporal podria deberse a liberacion de citocinas por expansion de células CAR-

T. La toxicidad puede minimizarse optimizando la dosificacion del adaptador.

Ejemplo 50
IHQ del tumor KB y del tumor MDA-MB231

[0512] Para caracterizar y comparar los CAFs FAP+ infiltrantes en tumores KB “frios” e
inmunoldgicamente y en tumores MDA-MB-231 “calientes”, se implantaron tumores KB o MDA -
MB-231 en ratones NOD scid gamma (NSG), y se trataron los ratones con el CAR-T anti-FITC
universal y EC17 (folato-fluoresceina). Ambos tumores se extrajeron de los ratones, se fijaron con
formalina al 10 % durante la noche y se enjuagaron con etanol al 70 % para la fijacion tumoral. A
continuacion, las células tumorales se enviaron para tincion de IHQ con anticuerpo anti-CD3
humano para detectar células CAR-T humanas o con anticuerpo anti-FAP de raton para detectar
CAFs FAP+ de raton.

[0513] Como se muestra en la FIG. 54C, los resultados de la tinciéon de IHQ demostraron una
falta de infiltracion de células CAR-T en el tumor KB inmunologicamente “frio”, pero no en el
tumor MDA-MB-231 “caliente”. Se encontr6 una infiltracion elevada de CAFs FAP+ en el tumor
KB “frio”, formando una barrera fisica alrededor del tumor, pero los CAFs infiltrantes fueron
significativamente menores en el tumor MDA-MB-231 “caliente”. Se plante6 la hipodtesis de que

estos fibroblastos infiltrantes son una de las razones de un tumor sélido inmunoldgicamente “frio”.

Ejemplo 51
Afinidad de union de FAPS-FITC

[0514] Para determinar la afinidad de union de FAPS-FITC sobre FAP humano (hFAP) y FAP
murino (mFAP), las células MDA-MB231-FAP (aproximadamente 0,1 millones de células) se
suspendieron e incubaron con concentraciones crecientes de FAP8-FITC a temperatura ambiente
durante una hora. Las células se lavaron dos veces y se sometieron a citometria de flujo para
Bmax.

[0515] Como se muestra en las FIGS. S4A-54B, FAPS-FITC se une a hFAP y mFAP con alta
afinidad y especificidad. Se observé una disminucion de Kd con el aumento de la longitud del

enlazador.

Ejemplo 52
Eficacia de FAPS-FITC en la eliminacion de células FAP+ in vitro

[0516] Para determinar la eficacia de FAP8-FITC en la eliminacion de células FAP+ in vitro, se

sembraron por separado células MDA-hFAP (aproximadamente 7 000 células/pocillo) y Hs894
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CAFs (aproximadamente 4 000 células/pocillo) en placas de 96 pocillos durante la noche. Se
anadido FAP8-FITC a las c¢lulas diana a diversas concentraciones (0 nM, 0,001 nM, 0,01 nM, 0,1
nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 000 nM; n=3). Se aniadi6 E2 CAR-T a las células diana a una
relacion E:T de 1:3 para MDA-hFAP y de 2:1 para CAFs y se co-incub6 durante 48 horas. Las
células vivas se midieron mediante células CellTrace+ por citometria de flujo. FAP-FITC medi6

la eliminacion de células que expresan FAP. Véanse las FIGS. 55A-55B.

Ejemplo 53
Efecto de FAPS-FITC y EC17 sobre el tumor KB

[0517] Para comparar FAPS-FITC con diferentes longitudes de PEG in vivo, se implantaron
tumores KB (tumor FAP—, FR+; CAF FAP+) en ratones NSG y se permitié que crecieran hasta
aproximadamente 50 mm3. Se inyectaron por via intravenosa 10 x 106 E2 CAR-T (VPN 404) con
FAPS-FITC y/o EC17. Los tumores se extrajeron cuando el control de enfermedad alcanzo6 1 500
mm3 o cuando los tumores se eliminaron en el grupo de tratamiento. Los grupos de ratones fueron
los siguientes:

e Grupo 1 (n=5) (solo adaptador FAP-FITC): solo FAP8-FITC (sin CAR-T)
e Grupo 2 (n=6) (solo CAR-T): E2 CAR-T + PBS

e Grupo 3 (n=6) (solo FAP-FITC): E2 CAR-T + FAP-FITC

e Grupo 4 (n=6) (solo EC17): E2 CAR-T + EC17

e Grupo 5 (n=6) (FAP-FITC + EC17): E2 CAR-T + FAPS-FITC + EC17

[0518] Los resultados muestran que FAPS-FITC media un efecto terapéutico combinado en

tumores KB. Véanse las FIGS. S6A-56E.

Ejemplo 54

La terapia combinada produce mejor proliferacion y activacion de CAR-T en el punto medio del
estudio

[0519] Se extrajo sangre de las venas de la cola de los ratones en el punto medio del estudio. Parte
de la sangre se incubd con tampdn de lisis de RBC durante 30 minutos en hielo y se lavo tres
veces. El resto de la sangre se centrifugé a 1 000 g durante 10 minutos para recoger suero para
analisis ELISA de IFNy humano. A continuacion, las células se tifieron con Zombie violeta y
bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos y se lavaron dos veces. Después, las células se tifieron
con anti-hCD3 durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a citometria de flujo.
[0520] FAPS-FITC con PEG15/PEG18 mostr6 una liberacion de citocinas y un recuento de CAR-
T similares en el punto medio del estudio. Véanse las FIGS. 57A-57B.

129



70175-02

Ejemplo 55
La terapia combinada produce mejor proliferacion y activacion de CAR-T en el punto final del

estudio

[0521] Se extrajo sangre de las venas de la cola de los ratones en el punto medio del estudio. Parte
de la sangre se incub6 con tampon de lisis de RBC durante 30 minutos en hielo y se lavo tres
veces. El resto de la sangre se centrifug6 a 1 000 g durante 10 minutos para recoger suero para
andlisis ELISA de IFNy humano. A continuacion, las células se tifieron con Zombie violeta y
bloqueador Fc en hielo durante 30 minutos y se lavaron dos veces. Después, las células se tifieron
con anti-hCD3 durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a citometria de flujo.
[0522] FAPS-PEG18-FITC mostré mejor liberacion de citocinas y mayor recuento de CAR-T en
el punto final del estudio. Véanse las FIGS. 58A-58B.

Ejemplo 56
La terapia combinada produce mejor infiltracion de CAR-T en el tumor KB en el punto final del

estudio
[0523] Los tumores se extrajeron de los ratones en el punto final y se digirieron con un kit de
disociacion de tumores humanos (Miltenyi) con 50 % de enzima R para mejorar la recuperacion
de linfocitos. A continuacion, las células se tifieron con Zombie violeta y bloqueador Fc en hielo
durante 30 minutos y se lavaron dos veces. Después, las células se tifieron con anticuerpo anti-E2
CAR en hielo durante 30 minutos, se lavaron tres veces y se sometieron a citometria de flujo.
[0524] Se observo una mayor infiltracion de células CAR-T con la terapia combinada de FAPS-

FITC y EC17. Véase la FIG. 59.

Ejemplo 57
Tincion de IHQ
[0525] Las muestras tumorales del estudio en ratones (CAR-T + EC17; CAR-T + FAP-FITC; y
CAR-T + EC17 + FAP-FITC) se fijaron con formalina al 10 %, se parafinaron y se cortaron para
la tincion de IHQ del marcador de proliferacion tumoral Ki67. Se observo una disminucion de la
proliferacion tumoral tras el tratamiento con FAP-FITC, posiblemente debido a la eliminacion de
CAFs conocidos por secretar diversos factores de crecimiento (FIG. 60).
[0526] La tincion del marcador de células T humanas CD3 indico un aumento de la infiltracion
de células T tras el tratamiento con FAP-FITC, posiblemente debido a la eliminacion de CAFs

conocidos por formar una barrera fisica que bloquea la funcion de las células inmunes (FIG. 60).
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REALIZACIONES ENUMERADAS DE LA INVENCION REIVINDICADA
[0527] Clausula 1. Un adaptador biespecifico que comprende la estructura siguiente:

F—L—TL,

o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

F comprende una fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o N-
hidroxisuccinimida (NHS)-fluoresceina,

L comprende un enlazador, y

TL comprende un ligando de direccionamiento que comprende un radical de un ligando
de proteina activadora de fibroblastos (FAP) o un radical de un ligando del antigeno prostatico

especifico de membrana (PSMA).

[0528] Clausula 2. El adaptador biespecifico de la clausula 1, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando de FAP que comprende un ligando FAPS o

un ligando que comprende una estructura de:
N~
H
N
/°  Fg
O:(jw N
N ¥ N

FAPS

en donde _—.g es el punto de unién al enlazador.
[0529] Clausula 3. El adaptador biespecifico de la clausula 2, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando FAP5 que comprende una estructura

representada por la formula I-B:
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RS
R1O f
R1‘1
N 6 o5 R
},_,/ RS RTR\%RS
O N T
@] N jéRZ
R
H 0 (I-B)

en donde:

..._.g es el punto de unién al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),
-O-, 0 -S-;

R1y R2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -CN,
-CHO, -B(OH)2, -C(0O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -OH,
F, Cl, Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y R8 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
H, alquilo y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H,
-Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre I.
[0530] Clausula 4. El adaptador biespecifico de la clausula 2, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando FAPS5 que comprende una estructura

representada por la formula I-C:

en donde:

_.__g es el punto de unién al enlazador;
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T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),
-O-, 0 -S-;

R1y R2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -CN,
-CHO, -B(OH)2, -C(0O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -OH,
F, Cl, Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y R8 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en
H, alquilo y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H,
-Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre I.
[0531] Clausula 5. El adaptador biespecifico de la clausula 2, en donde el ligando de

direccionamiento comprende un radical de un ligando FAP8 que comprende una estructura::

R
Re 8 | °Rs
O R
N A N <R
W H RCT)
R R

10 Rg "8 O G {

"R

En donde:

epresenta un heterociclo funcionalizado aromatico o no aromatico,
monociclico o biciclico, que contiene N, de 5 a 10 miembros, que opcionalmente comprende
ademads de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -
Cl, -Br, -1, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -CI, -
Br, -1, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;
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R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -I, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-
6alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, C1-C10 alquilo, C3-C10 cicloalquilo,

Riz. Ris RiyRisH
,f\/\’_rRm ) N%-L
. R2z
O

. 0 RyRe : . . o
adamantilo, , » arilo sustituido o no sustituido, arilalquilo

C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

En donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, C1-C3 alquilo, C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona
del grupo que consiste en H, D, halégeno, C1-C4 alquilo y C1-C3 alcoxi;

R13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, -OMe, C1-C3 alquilo, C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se
selecciona del grupo que consiste en -H, -D, halégeno, C1-C4 alquilo y C1-C3 alcoxi;
R17,R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y
R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo, dimetoxifenilo y
arilo.
[0532] Clausula 6. El adaptador biespecifico de la clausula 1, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando de PSMA y es ((S)-5-amino-1-
carboxipentil)carbamoil)-L-glutamico (PSMALT1) 0 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico (DUPA).
[0533] Clausula 7. El adaptador biespecifico de cualquiera de las cldusulas 1-6, en donde el
enlazador comprende o consiste esencialmente en polietilenglicol (PEG) o un derivado de PEG,
tal como, opcionalmente: PEG3 a PEG16 y, opcionalmente, PEG4 a PEG15 o PEG3 a PEG12;
PEGI12, PEG15, PEG16 o PEG18; PEG4 a PEG16; PEG16; PEG3 a PEG15; PEGI15; PEG3 a
PEG12; PEG6; PEG3 a PEGS; o PEG6.
[0534] Clausula 8. El adaptador biespecifico de cualquiera de las clausulas 1-6 para uso con una

célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento del cancer.
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[0535] Clausula 9. El adaptador biespecifico de cualquiera de las cldusulas 1-5, para uso con una
célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa FAP, en donde
opcionalmente el enlazador comprende o consiste esencialmente en PEG3 a PEGIS v,
opcionalmente, PEG1S5.
[0536] Clausula 10. El adaptador biespecifico de la clausula 1 o la clausula 6 para uso con una
célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de céncer que expresa PSMA, en donde
opcionalmente el enlazador comprende o consiste esencialmente en PEG3 a PEGI2 v,
opcionalmente, PEG6, o PEG3 a PEGS y, opcionalmente, PEG6.
[0537] Clausula 11. Una composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer que comprende
el adaptador biespecifico de cualquiera de las clausulas 1-10 y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable.
[0538] Clausula 12. Una combinacion de adaptadores biespecificos para uso con células CAR-T
(receptor de antigeno quimérico) anti-fluoresceina en el tratamiento del cdncer, cuya combinacion
comprende:

(1) un primer adaptador biespecifico que comprende el adaptador biespecifico de la
reivindicacion 1 o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el ligando
de direccionamiento del primer adaptador biespecifico comprende un radical de un ligando FAPS8

o un ligando FAP que tiene una féormula de:

N2
H

N
/° Ff
O:(TWQ
N D CN
FAPS

3

En donde ___g en donde es el punto de unién al enlazador; y
(i1) un segundo adaptador biespecifico que comprende la estructura siguiente:
F—L—TL,
o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:
F comprende una fluoresceina, FITC, o NHS-fluoresceina,
L comprende un enlazador, y
TL comprende un ligando de direccionamiento que comprende un radical de un

ligando del receptor de folato (FR) o un ligando de PSMA.
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[0539] Clausula 13. La combinacion de la clausula 12, en donde el radical del ligando de FAP del

primer adaptador biespecifico tiene una estructura representada por la formula I-B:

RS
R1O éf
R1‘1
N 5R4
},_,//’ RS RTR R R3
O / T

Irz
o

(I-B)

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),

-O-, 0 -S-;

R1y R2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -CN,

-CHO, -B(OH)2, -C(0O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -SO3H,
-SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I,

-Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5,R6,R7 y RS se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, CI, Bre I; o

una estructura representada por la féormula I-C:

RE O

R’IO sf)

R‘]‘I
N 5 o5 R*
y— R® R7RYE§R3
O T
— N\ﬁRz

R
0 (1-0),

En donde:

.._.é es el punto de unién al enlazador;
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T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-), -O-, o -
S-;

R1 y R2 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO,
-B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5,R6, R7 y R8 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en H, -C1-6
alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre I; o

una estructura representada que comprende la formula siguiente:

R
Rs 36 19R,
@) R~ R,
H}\WN RCT)
R R
10 Rg 8 @) 5
HNmR

En donde:
O

(Y

representa un heterociclo funcionalizado aromatico o no aromatico, monociclico o

en donde:

biciclico, que contiene N, de 5 a 10 miembros, que opcionalmente comprende ademas de
1 a 3 heteroadtomos seleccionados de O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -
OH, -F, -Cl, -Br, -1, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -
F, -Cl, -Br, -1, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -
F, -Cl,

-Br, -1, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;
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R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -
F, -Cl, -Br,
-1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6alquilo, -O-C1-6alquilo
y -S-Cl1-6alquilo; y
R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, C1-C10 alquilo, C3-C10

Riz, Rie RiRieH
/\STRTQ . N%
- R

. . : O R,oR21 . .
cicloalquilo, adamantilo, ) O 20 » arilo sustituido o no

sustituido, arilalquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

en donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, C1-C3 alquilo, C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona
del grupo que consiste en H, D, halégeno, C1-C4 alquilo y C1-C3 alcoxi;

R13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, -OMe, C1-C3 alquilo, C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se
selecciona del grupo que consiste en -H, -D, halégeno, C1-C4 alquilo y C1-C3 alcoxi;
R17,R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y
R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo,
dimetoxifenilo y arilo.
[0540] Clausula 14. La combinacién de la clausula 12, en donde el ligando de direccionamiento
del segundo adaptador biespecifico, o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo,
comprende un radical de un ligando de PSMA.
[0541] Clausula 15. La combinacion de la cldusula 12, en donde el enlazador del primer adaptador
biespecifico comprende o consiste esencialmente en PEG.
[0542] Clausula 16. La combinacién de la clausula 14, en donde el ligando de direccionamiento
es o comprende PSMAL1 o DUPA.
[0543] Clausula 17. La combinacién de la clausula 12, en donde el ligando de direccionamiento
del segundo adaptador biespecifico es un radical de un folato o un fragmento funcional o anélogo

del mismo.
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[0544] Clausula 18. La combinacion de la clausula 17, en donde el folato es folato, dihidrofolato,
tetrahidrofolato, 5,10-metileno tetrahidrofolato (5,10-MTHF), 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF)
o raltitrexed.

[0545] Cléausula 19. La combinacion de la clausula 16, en donde el ligando de PSMA es DUPA y
el enlazador comprende o consiste esencialmente en PEG o un derivado de PEG, tal como,
opcionalmente: PEG3 a PEG12 y, opcionalmente, PEG6; PEG3 a PEG16 y, opcionalmente, PEG4
a PEG15 o PEG3 a PEG12; PEG12, PEG15, PEG16 o PEG18; PEG4 a PEG16 y, opcionalmente,
PEGI16; PEG3 a PEGI5 y, opcionalmente, PEG15; PEG3 a PEGS y, opcionalmente, PEG6.
[0546] Clausula 20. La combinacion de cualquiera de las clausulas 12-19 para uso con una célula
CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento del cancer.

[0547] Clausula 21. La combinacion de cualquiera de las clausulas 12-19 para uso con una célula
CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa FAP.

[0548] Clausula 22. La combinacion de cualquiera de las clausulas 12-16 y 19 para uso con una
célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cdncer que expresa PSMA.

[0549] Clausula 23. La combinacion de cualquiera de las clausulas 12-15, 17 y 18 para uso con
una célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa folato.

[0550] Clausula 24. La combinacion de cualquiera de las clausulas 12-19, en donde el primer y el
segundo adaptador biespecifico se formulan en composiciones farmacéuticas separadas.

[0551] Clausula 25. Un adaptador biespecifico para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina
en el tratamiento de un cancer que expresa FAP, cuyo adaptador tiene o comprende una de las

estructuras siguientes:

H
N/\/N
H

FAPS-PEG4-FITC

Férmula Quimica C64H65F2N11014S8
Peso Molecular: 1282,34

N
) %
o E?
N
°’(nj\(
H o CN
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f}“wzrv

°\/\o/\/°\/\°/\/°\/\o/\/ "Y

H
S

o

FAPS-PEG6-FITC

Férmula Quimica C68H73F2N11016S

Peso Molecular: 1370,45

)
o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/“\/‘

/‘ -
FAP5-PEGS-FITC °

A

Férmula Quimica C72H81F2N11018S
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L WP S T T e 0/\/:\/' {"
/ \ = o L NP /

. — ‘ \\"\o
'.':5 o)l e v’}
P FAPS-PEG12-FITC bt "o

]\/\ Férmula Quimica C8OH97F2N110128
Lw . Peso Molecular: 1634,77
¢ ( >
WY W
L W P W L PN N NN 2 s o=
/-'\ " l = ) N /_ D,
<3 7° ~
< FAPS-PEG16-FITC b &
/ Férmula Quimica C88H113F2N11026S
j, " Peso Molecular: 1810,98
o~ x '6" \'

b

o que comprende una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las estructuras

anteriores.

[0552] Clausula 26. Un adaptador biespecifico para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina

en el tratamiento de un cancer que expresa FAP, cuyo adaptador tiene o comprende una de las

estructuras siguientes:

(o)
= o K
(o)
N u/\/ \/\o/\/o\/\
N /t‘l
FAP8-PEG3-FITC bR

Férmula Quimica C58H57F2N7016S
Peso Molecular: 1178,18
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MeO. [e] i F
|
v W LS

© J\/: o N
o e o o A~N
/l. : ,Q\)LN/\/O\/\O/\/O\/\ONO\/\O/\/ ~"o
H
SN
FAP8-PEGS-FITC

Férmula Quimica C68H77F2N70215
Peso Molecular: 1398,45

MeO F
P e Uad
ueo I N ,-'{:S
° 04\,: °
N 0\/L~/\,0\/\0/\,0\/\oz\,o\ﬁomo\/\of\,o\/\oz\lo\/\or\," VS MO,
N Ay m‘\/% ”}
FAPS-PEG12-FITC
Férmula Quinica C76H93F2N70255
Peso IVblecular: 1574,66
(]
W'\J N&‘Cf r-o /ﬁ:-{
o 9’“\1“
VL‘\’/O\}(\/O\/\{\/O\/\G’ B A g Amg A o,\,o\/\o,-\,owo,-\,o\/\,. ,,/\ov ()
LA
FAPS-PEG15-FITC
Férula Quintca C82H105F2N 70288

Peso Molecular: 170682

eat Vey roo
Sle'

H

S Mo 3
o
o o
g:@'o\)k fvomofw°x/*g/\/°~/“gfv°\/‘o’\f°“/“o’"“’o\/“0"" g */“N N

FAPB-PEG15-FITC

Fonmla Quimice C8ZH105FINTO2ES
Pesp malecular:1706,82

Hos wo
\J‘l\ ’“\/‘J\/‘\;’\/ﬂ\/‘o/\/ﬂ\/‘\)f\wn%ofvox/‘-oﬂvox/\gf\fox/\owox/‘uﬂzﬂx/\ow ,:f

FAPB-PEGISFITC

Femmula Quimica CE8SH117TFINTO31S
Paco malecular:1232,08
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FAPE-FPEG23-FITC

Fdminla Qruimica: CORH13TFINTOI65
Peag molecular:2059,24

, 0 que comprende una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las estructuras
anteriores.

[0553] Clausula 27. Un adaptador biespecifico para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina
en el tratamiento de un cancer PSMA, cuyo adaptador tiene o comprende una de las estructuras

siguientes:

Ph\g o , DUPAFITC o TR
Y\HJTNYW\/\H%NTNW‘S\LDH
© Ph o Q or?

0~ "OH

DUPA-PEG3-FITC

H o HPh\:f' o H Q HH HH o
SYN\/‘\GA\/O\/\O/\)J\N”\/N\H/\HJj/N\H/\/\/\/\H*/iNTN\§OH
H o} o]
Ph 0o’
0 "OH

(o] OHO

/ Ph._
‘ O i O O O /\).i* H .l H i i H H i i
o NN T 0 N N T g N> N N % OH
€0, AR H H
: ; © Ph °
O~ "OH

2

DUPA-PEGS-FITC
S

Ph..
PIN o ) o 0 /\)OL ot ALK TSR HET
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H H H 4 H J H
Ph
07 "OH
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DUPA-PEG12-FITC
Ph.

o . 0o o
Hol H HH HH
/\/O\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/o\/\o/\/O\/\O/\/O\/\O/\)LN/\/N\[(\H)&NWN NTNﬁoH
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o

OH
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A

=0

DJ\NH
0. OH

o]

no. i L OH
T

I=

0

9

o que comprende una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las anteriores.
[0554] Clausula 28. Un adaptador biespecifico para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina

en el tratamiento de cancer que expresa PSMA, cuyo adaptador tiene la estructura:
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OH
\/\o/\/ \\g \ O
ad
/\/o\/\
H o0 S
HO
\nﬂ g
0 €S

una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0555] Clausula 29. Un adaptador biespecifico para uso con una célula CAR-T anti-fluoresceina

en el tratamiento de cancer que expresa PSMA, cuyo adaptador tiene la estructura::

OH

(@) I
OBOW 4
o N%‘SN/\/O\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\A /\/N N
002 H*H
OH

o es una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0556] Clausula 30. Un kit que comprende: (i) al menos una dosis unitaria de un adaptador
biespecifico de cualquiera de las clausulas 1-10 o 25-29, una composicion farmacéutica que
comprende un adaptador biespecifico de cualquiera de las cldusulas 1-10 o 25-29 y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable, o una combinacion de cualquiera de las clausulas 12-24;
y (ii) al menos una dosis unitaria de células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion
farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable; en donde (i) y (ii) estan opcionalmente en recipientes separados.
[0557] Clausula 31. Un método de tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar
al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de: (i) células CAR-T anti-fluoresceina
0 una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; y (i1) un adaptador biespecifico de cualquiera de las
clausulas 1-10 y 25-29, una composicion farmacéutica de la cldusula 11, o una combinacion de

cualquiera de las clausulas 12-24; tras lo cual el sujeto es tratado contra el cancer.
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[0558] Clausula 32. El método de la cldusula 31, en donde el CAR comprende: una region de
reconocimiento que comprende una region de fragmento de cadena unica variable (scFv) de un
anticuerpo anti-fluoresceina; un dominio coestimulador y el dominio coestimulador es CD28,
CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278 (ICOS); y/o un dominio de sefializacion de activacion
que es una cadena CD3({ de célula T o un receptor Fc .

[0559] Clausula 33. El método de la clausula 31, en donde la fluoresceina del adaptador
biespecifico se une a la célula CAR-T anti-fluoresceina con afinidad al exponerse a ella, y el
ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico enlaza la célula CAR-T anti-fluoresceina
unida a una célula cancerosa o CAF diana cuando el ligando de direccionamiento del adaptador
biespecifico se une con afinidad a un receptor en dicha célula cancerosa o CAF diana.

[0560] Clausula 34. El método de la clausula 33, en donde el receptor en la célula cancerosa o
CAF diana es un FAP sobreexpresado, un PSMA sobreexpresado y/o un FR.

[0561] Clausula 35. El método de la clausula 31, en donde (i) y (ii) se administran
simultdneamente o secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias.

[0562] Clausula 36. El método de la cldusula 31, en donde (ii) comprende la combinacion de
cualquiera de las clausulas 25-29 y el primer y segundo adaptadores biespecificos se administran
al sujeto simultdneamente por la misma o diferentes vias.

[0563] Clausula 37. El método de la clausula 31, en donde (ii) comprende la combinacion de
cualquiera de las clausulas 25-29 y el primer y segundo adaptadores biespecificos se administran
al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias.

[0564] Clausula 38. El método de cualquiera de las cldusulas 31-37, en donde (i) y (ii) se
administran por via intravenosa.

[0565] Clausula 39. El método de la clausula 31, en donde el cancer es un cancer que expresa
FAP y al menos un adaptador biespecifico de (i1) comprende un radical de un ligando de FAP.
[0566] Clausula 40. El método de la clausula 31, en donde el cancer es un cancer que expresa
PSMA y al menos un adaptador biespecifico de (i1) comprende un radical de un ligando de PSMA.
[0567] [Clausula 41. El método de la clausula 31, en donde el cancer es un cancer que expresa
receptor de folato y (ii) comprende una combinacion de cualquiera de las cldusulas 12-15, 17 y
18.

[0568] Clausula 42. Un método para tratar cancer que expresa FAP en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de (1) células CAR-T anti-
fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y
un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii) el adaptador biespecifico de

cualquiera de las clausulas 1-5 o una composicion farmacéutica que comprende el mismo y un
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vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable, tras lo cual el sujeto es tratado contra el
cancer.

[0569] Clausula 43. El método de la cldusula 42, en donde el CAR tiene una regién de
reconocimiento y la regién de reconocimiento es una region scFv de un anticuerpo anti-
fluoresceina.

[0570] Clausula 44. El método de la clausula 42 o0 43, en donde el CAR comprende: un dominio
coestimulador y el dominio coestimulador es CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278
(ICOS); y/o un dominio de sefializacion de activacion y el dominio de sefializacion de activacion
es una cadena CD3( de célula T o un receptor Fc .

[0571] Clausula 45. Un método de tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar
al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de: (i) células CAR-T anti-fluoresceina
o una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; y (ii) una combinacion de cualquiera de las clausulas 12-
24; tras lo cual el sujeto es tratado contra el cancer.

[0572] Clausula 46. El método de la clausula 45, en donde el CAR comprende: una regién de
reconocimiento que comprende una region scFv de un anticuerpo anti-fluoresceina; un dominio
coestimulador y el dominio coestimulador es CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (0X40) o CD278
(ICOS); y/o un dominio de sefalizacion de activacion que es una cadena CD3{ de célula T o un
receptor Fc .

[0573] Clausula 47. El método de la clausula 45, en donde (1) y (i1) se administran simultanea o
secuencialmente, en cualquier orden, por la misma o diferentes vias.

[0574] Clausula 48. El método de la clausula 45, en donde el primer y el segundo adaptadores
biespecificos de la combinacién se administran al sujeto simultdneamente por la misma o
diferentes vias.

[0575] Cléausula 49. El método de la clausula 45, en donde el primer y el segundo adaptadores
biespecificos de la combinacion se administran al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por
la misma o diferentes vias.

[0576] Clausula 50. El método de cualquiera de las clausulas 45-49, en donde (i) y (ii) se
administran por via intravenosa.

[0577] Clausula 51. El método de cualquiera de las clausulas 31-49 que ademés comprende
obtener imagenes del cancer en el sujeto.

[0578] Clausula 52. El método de la clausula 51, en donde la obtencion de imagenes del cancer
comprende imagen Optica, tomografia por emision de positrones (PET) o tomografia

computarizada por emision de foton tinico (SPECT).

147



70175-02

[0579] Clausula 53. El método de cualquiera de las clausulas 31-49, en donde el cancer es cancer
de ovario, cancer endometrial, cancer de mama, glioma (opcionalmente, glioma estadio 3-4), o
carcinoma de células renales de células claras (opcionalmente, estadio 3-4).

[0580] Clausula 54. Un método para mejorar la activacion de células CAR-T que comprende:
proporcionar un adaptador biespecifico de cualquiera de las cldusulas 1-10 y 25-29, una
composicion farmacéutica de la clausula 11, o una combinacion de cualquiera de las clausulas 12-
24; y exponer células CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que comprende
células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable al
adaptador biespecifico, la composicion farmacéutica o la combinacion; en donde la célula CAR-
T experimenta una activacion mejorada tras la exposicion en comparacion con una célula CAR-T
no expuesta al adaptador biespecifico.

[0581] Clausula 55. El método de la clausula 54, en donde las células CAR-T anti-fluoresceina

estan en la circulacion sistémica en un sujeto cuando se exponen al adaptador biespecifico.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS DE ACUERDO CON EL ARTICULO 34

DEL PCT
1. Un adaptador biespecifico que comprende la siguiente estructura:
F—L—TL,

o una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

F comprende una fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina (FITC) o N-
hidroxisuccinimida (NHS)-fluoresceina;

L comprende un enlazador (linker); y

TL comprende un ligando de direccionamiento que comprende un radical de un ligando
de la proteina de activacion de fibroblastos (FAP) o un radical de un ligando del antigeno

prostatico especifico de membrana (PSMA).

2. El adaptador biespecifico de la reivindicacion 1, en donde el ligando de

direccionamiento comprende un radical de un ligando FAPS o un radical de un ligando FAPS.

3. El adaptador biespecifico de la reivindicacion 2, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando FAPS que comprende una estructura

representada por la férmula I-B:

en donde:

_.__g es el punto de unién al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),
-O-, 0 -S-;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo-, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;
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R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -Cl1-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halogeno; y

R9, R10y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-

6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, CI, Bre I.

4. El adaptador biespecifico de la reivindicacion 2, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando FAPS que comprende una estructura

representada por la férmula I-C:

en donde:

._.g es el punto de unién al enlazador;

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-),
-O-,0-S-;

R1y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo-, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI,
Br, I, -Cl-6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

RS, R6, R7 y R8 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo
y halégeno; y

R9, R10y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre L.

5. El adaptador biespecifico de la reivindicacion 2, en donde el ligando de

direccionamiento comprende un radical de un ligando FAP8 que comprende una estructura:
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R
Re 35 4R
/_\/(lDL N N <R
Ny X H}\W hi
R R
10 Rg 8 O 5
HN -

en donde:
O

(>

miembros, aromatico o no aromatico, mono- o biciclico, que opcionalmente comprende

representa un heterociclo funcionalizado N-containing de 5 a 10

adicionalmente 1-3 heteroadtomos seleccionados entre O, Ny S;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -OH, -F, -
Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R5 y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;

R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -F, -Cl, -
Br, -1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-
6 alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, alquilo C1-C10, cicloalquilo C3-

Riz Rie RiRigH O
ANt AN
g Roo

. O R,oR21 ) L .
C10, adamantilo, > O 20 s arilo sustituido o no sustituido,

arilalquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:

en donde:
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R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halogeno, -C1-C3 alquilo, -C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en H, D, halégeno, -C1-C4 alquilo y -C1-C3 alcoxi;

R13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
haloégeno, -OMe, -C1-C3 alquilo, -C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se
selecciona del grupo que consiste en -H, -D, haldégeno, -C1-C4 alquilo y -C1-C3 alcoxi;

R17, R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y

R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo,

dimetoxifenilo y arilo.

6. El adaptador biespecifico de la reivindicacion 1, en donde el ligando de
direccionamiento comprende un radical de un ligando de PSMA y es acido (((S)-5-amino-1-
carboxipentilo)carbamoil)-L-glutdmico (PSMALT) o 4cido 2-[3-(1,3-
dicarboxipropil)ureido]pentanodioico (DUPA).

7. El adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el
enlazador comprende o consiste esencialmente en polietilenglicol (PEG) o un derivado de PEG,
tal como, opcionalmente:

PEG3 a PEG16 y, opcionalmente, PEG4 a PEG15 o PEG3 a PEG12;

PEGI12, PEG15, PEG16 o PEGI1S;

PEG4 a PEG16;

PEGI16;

PEG3 a PEGIS;

PEGIS;

PEG3 a PEG12;

PEG6;

PEG3 a PEGS; o

PEG®6..

8. El adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para uso con
una célula T con receptor de antigeno quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento del

cancer.

0. El adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, para uso con

una cé¢lula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa FAP, en donde
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opcionalmente el enlazador comprende o consiste esencialmente en PEG3 a PEG15 y,

opcionalmente, PEG15.

10.  El adaptador biespecifico de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 6 para uso
con una c¢lula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa PSMA, en
donde opcionalmente el enlazador comprende o consiste esencialmente en PEG3 a PEGI12 vy,

opcionalmente, PEG6, o PEG3 a PEGS y, opcionalmente, PEG6.

11. Una composicion farmacéutica para el tratamiento del cancer que comprende el
adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y un vehiculo o excipiente

farmacéuticamente aceptable.

12. Una combinacion de adaptadores biespecificos para uso con células T con
receptor de antigeno quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento del cancer, que
comprende:

(1) un primer adaptador biespecifico que comprende el adaptador biespecifico de la
reivindicacion 1 o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el ligando
de direccionamiento del primer adaptador biespecifico comprende un radical de un ligando
FAPS o un radical de un ligando FAPS; y

(i1) un segundo adaptador biespecifico que comprende la siguiente estructura::

F—L_—TL,
o una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:
F comprende una fluoresceina, FITC o NHS-fluoresceina,
L comprende un enlazador, y
TL comprende un ligando de direccionamiento que comprende un radical de un

ligando del receptor de folato (FR) o un radical de un ligando de PSMA.

13.  Lacombinacion de la reivindicacion 12, en donde el radical del ligando de FAP

del primer adaptador biespecifico tiene una estructura representada por la férmula I-B:
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H 0O (I-B)

T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-), -O-, o -S-;

R1 y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -B(OH)2, -
C(O)alquilo, -C(O)arilo-, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0)2arilo, -CO2H, -SO3H, -SO2NH2, -PO3H?2, -
SO2F y 5-tetrazolilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, Cl, Br, I, -C1-6alquilo,
-O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;

R5, R6, R7 y RS se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo y haldégeno; y
R9, R10 y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-6alquilo, -O-C1-
6alquilo, -S-Cl-6alquilo, F, Cl, Bre [; o

una estructura representada por la formula I-C:

R? O

En donde:

._.g es el punto de unién al enlazador;
T es metileno sustituido o no sustituido (-CH2-), amino sustituido o no sustituido (-NH-), -O-, o
-S-:
R1y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -CN, -CHO, -
B(OH)2, -C(O)alquilo, -C(O)arilo-, -C=C-C(O)arilo, -C=C-S(0O)2arilo, -CO2H, -SO3H, -
SO2NH2, -PO3H2, -SO2F y 5-tetrazolilo;
R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, F, CI, Br, I, -C1-
6alquilo, -O-C1-6alquilo y -S-C1-6alquilo;
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R5, R6, R7 y RS se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, alquilo y
halogeno; y

R9, R10 y R11 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en H, -C1-6 alquilo, -
O-Cl-6alquilo, -S-C1-6alquilo, F, Cl, Bre [; o

una estructura que comprende la siguiente férmula:

R
Rs 36 1 9R,
@) R
S\ N <R
N, N ™
R R
10 Rg 8 @] 5 (
H "Ry

representa un heterociclo funcionalizado N-containing de 5 a 10
miembros, aromatico o no aromatico, mono- o biciclico, que opcionalmente comprende
adicionalmente 1-3 heteroatomos seleccionados entre O, Ny S;

R1y R2 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, -
OH, -F, -Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R3 y R4 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -
F, -Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

RS y R6 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -
F, -Cl, -Br, -1, -C1-6 alquilo, -O-C1-6 alquilo y -S-C1-6 alquilo;

R7 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, OH, CH2=, -CH3, CH3CH2-,
(CH3)2CH-, (CH3)3C-, -CH2Ph y -CH2Ph sustituido;

R8-R10 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -OH, -
F, -Cl, -Br, -1, -NO2, -SO3H, -SO2NH2, -NH2, -N3, -NH=NH, -C1-6 alquilo, -O-C1-6
alquilo y -S-C1-6 alquilo; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en -H, -D, alquilo C1-C10, cicloalquilo

Riz Rie RiRieH O
/\STRw ) N%L
- R
O

R,-R
C3-C10, adamantilo, > O 20 21 s arilo sustituido o no

sustituido, arilalquilo C7-C20 sustituido o no sustituido, en donde el arilo es:
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En donde:

R12 y R16 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D,
halégeno, -C1-C3 alquilo, -C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en H, D, halégeno, -C1-C4 alquilo y -C1-C3 alcoxi;

R13, R14 y R15 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -D, halégeno,
-OMe, -C1-C3 alquilo, -C1-C3 alcoxi, -CF3 y -C(=0)-OR23, en donde R23 se selecciona del
grupo que consiste en -H, -D, halégeno, -C1-C4 alquilo y -C1-C3 alcoxi;

R17,R18, R20 y R21 se seleccionan independientemente entre -H y -CH3; y

R19 y R22 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en fenilo, dimetoxifenilo y

arilo..

14.  Lacombinacion de la reivindicacion 12, en donde el ligando de direccionamiento
del segundo adaptador biespecifico, o su sal o hidrato farmacéuticamente aceptable, comprende

un radical de un ligando de PSMA.

15.  Lacombinacion de la reivindicacion 12, en donde el enlazador del primer

adaptador biespecifico comprende o consiste esencialmente en polietilenglicol (PEG).

16. La combinacion de la reivindicacion 14, en donde el ligando de direccionamiento
es o comprende ((((S)-5-amino-1-carboxipentilo)carbamoil)-L-glutamico) (PSMALL1) o 4cido 2-

[3-(1,3-dicarboxipropil)ureido]pentanodioico (DUPA).

17. La combinacion de la reivindicacion 12, en donde el ligando de direccionamiento
del segundo adaptador biespecifico es un radical de un folato o un fragmento o andlogo

funcional del mismo.
18. La combinacion de la reivindicacion 17, en donde el folato es folato,

dihidrofolato, tetrahidrofolato, 5,10-metilentetrahidrofolato (5,10-MTHF), 5-
metiltetrahidrofolato (5-MTHF) o raltitrexed.
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19. a combinacion de la reivindicacion 16, en donde el ligando de PSMA es DUPA y
el enlazador comprende o consiste esencialmente en PEG o un derivado de PEG, tal como,
opcionalmente:

PEG3 a PEGI12 y, opcionalmente, PEG6;

PEG3 a PEG16 y, opcionalmente, PEG4 a PEG15 o PEG3 a PEG12;

PEGI12, PEG15, PEG16 o PEGI1S;

PEG4 a PEG16 y, opcionalmente, PEG16;

PEG3 a PEGIS5 y, opcionalmente, PEG1S5;

PEG3 a PEGS y, opcionalmente, PEG6.

20.  Lacombinacion de cualquiera de las reivindicaciones 12-19 para uso con una

célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento del cancer.

21. La combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 12-19 para uso con una

célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa FAP.

22. La combinacién de cualquiera de las reivindicaciones 12-16 y 19 para uso con

una célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa PSMA.

23. La combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 12-15, 17 y 18 para uso
con una célula CAR-T anti-fluoresceina en el tratamiento de cancer que expresa el receptor de

folato.

24.  Lacombinacion de cualquiera de las reivindicaciones 12-19, en donde el primer y

el segundo adaptador biespecifico estan formulados en composiciones farmacéuticas separadas.

25. Un adaptador biespecifico para uso con una célula T con receptor de antigeno
quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento de un cancer que expresa la proteina de
activacion de fibroblastos (FAP), cuyo adaptador tiene o comprende una de las siguientes

estructuras:
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/ Férmula Quimica C88H113F2N11026S
j, " Peso Molecular: 1810,98
o~ . '°- W
o que comprende una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las
estructuras anteriores.
26. Un adaptador biespecifico para uso con una célula T con receptor de antigeno

quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento de un cancer que expresa FAP, cuyo

adaptador tiene o comprende una de las siguientes estructuras:
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, 0 que comprende una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las

estructuras anteriores.

27.  Un adaptador biespecifico para uso con una célula T con receptor de antigeno
quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento de un cancer de antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), cuyo adaptador tiene o comprende una de las siguientes

estructuras:
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o que comprende una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable de cualquiera de las

anteriores.

28.  Un adaptador biespecifico para uso con una célula T con receptor de antigeno
quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento de cancer que expresa PSMA, cuyo

adaptador tiene la estructura:
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es una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.
29. Un adaptador biespecifico para uso con una célula T con receptor de

antigeno quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) en el tratamiento de cancer que expresa PSMA,

cuyo adaptador tiene la estructura:

OH

O
— Ph._
o co; N'% NN O OO N T(\N YV\A/\N * T oH
HOH H JLO it H it
Ph (o] OH
o] (6]

H

o es una sal o un hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.

30. Un kit que comprende:

(1) al menos una unidad de dosis de un adaptador biespecifico de cualquiera de las
reivindicaciones 1-10 o 25-29, una composicion farmacéutica que comprende un adaptador
biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 o 25-29 y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, o una combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 12-24; y

(i1) al menos una unidad de dosis de células T con receptor de antigeno quimérico anti-
fluoresceina (CAR-T) o una composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-
fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable;

en donde (1) y (i1) estan opcionalmente en recipientes separados.
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31. Un método de tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar al
sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de:

(1) células T con receptor de antigeno quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) o una
composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; y

(i1) un adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y 25-29, una
composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, o una combinacion de cualquiera de las
reivindicaciones 12-24;

tras lo cual el sujeto es tratado contra el cancer.

32. El método de la reivindicacion 31, en donde la CAR comprende:

una region de reconocimiento que comprende una region de fragmento de anticuerpo de
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-fluoresceina;

un dominio de coestimulacion y el dominio de coestimulacion es CD28, CD137 (4-
1BB), CD134 (0X40) o CD278 (ICOS); y/o

un dominio de sefializacion de activacion que es una cadena CD3( de células T o un

receptor Fc y.

33.  El método de la reivindicacion 31, en donde la fluoresceina del adaptador
biespecifico se une con afinidad a la célula CAR-T anti-fluoresceina al exponerse a esta, y el
ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico enlaza la célula CAR-T anti-fluoresceina
unida a una célula cancerosa objetivo o a un fibroblasto asociado a cancer (CAF) cuando el
ligando de direccionamiento del adaptador biespecifico se une con afinidad a un receptor

presente en dicha célula cancerosa objetivo o CAF.

34. El método de la reivindicacion 33, en donde el receptor en la célula cancerosa
objetivo o en el CAF es una FAP sobreexpresada, un PSMA sobreexpresado y/o un receptor de

folato (FR).

35. El método de la reivindicacion 31, en donde (i) y (ii) se administran

simultdneamente o secuencialmente, en cualquier orden, por las mismas o diferentes vias.

36.  El método de la reivindicacion 31, en donde (ii) comprende la combinacion de
cualquiera de las reivindicaciones 25-29 y el primer y segundo adaptador biespecifico se

administran al sujeto simultdneamente por las mismas o diferentes vias.
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37. El método de la reivindicacion 31, en donde (ii) comprende la combinacion de
cualquiera de las reivindicaciones 25-29 y el primer y segundo adaptador biespecifico se

administran al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por las mismas o diferentes vias.

38. El método de cualquiera de las reivindicaciones 31-37, en donde (i) y (ii) se

administran cada uno por via intravenosa.

39. El método de la reivindicacion 31, en donde el cancer es un cancer que expresa

FAP y al menos un adaptador biespecifico de (i1) comprende un radical de un ligando de FAP.

40.  El método de la reivindicacién 31, en donde el cancer es un cancer que expresa
PSMA y al menos un adaptador biespecifico de (ii) comprende un radical de un ligando de

PSMA.

41.  El método de la reivindicacion 31, en donde el cancer es un cancer que expresa el
receptor de folato y (ii) comprende una combinacion de cualquiera de las reivindicaciones 12-

15,17 y 18.

42. Un método de tratamiento de cancer que expresa FAP en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de

(1) células T con receptor de antigeno quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) o una
composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; y

(i1) el adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o una
composicion farmacéutica que comprende el mismo y un vehiculo o excipiente

farmacéuticamente aceptable, tras lo cual el sujeto es tratado contra el cancer.

43. El método de la reivindicacion 42, en donde la CAR tiene una region de
reconocimiento y la region de reconocimiento es una region scFv de un anticuerpo anti-

fluoresceina.

44. El método de la reivindicacion 42 o 43, en donde la CAR comprende:
un dominio de coestimulacion y el dominio de coestimulacion es CD28, CD137 (4-

1BB), CD134 (0X40) 0 CD278 (ICOS); y/o
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un dominio de sefalizacion de activacion y el dominio de sefalizacion de activacion es

una cadena CD3({ de células T o un receptor Fc y.

45. Un método de tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar al
sujeto cantidades eficaces para el tratamiento del cancer de:

(1) células T con receptor de antigeno quimérico anti-fluoresceina (CAR-T) o una
composicion farmacéutica que comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptable; y

(i1) una combinacién de cualquiera de las reivindicaciones 12-24;

tras lo cual el sujeto es tratado contra el cancer.

46. El método de la reivindicacion 45, en donde la CAR comprende:

una region de reconocimiento que comprende una region scFv de un anticuerpo anti-
fluoresceina;

un dominio de coestimulacion y el dominio de coestimulacion es CD28, CD137 (4-
1BB), CD134 (0X40) o CD278 (ICOS); y/o

un dominio de sefalizacion de activacion que es una cadena CD3( de células T o un

receptor Fc y.

47. El método de la reivindicacion 45, en donde (1) y (i1) se administran

simultdneamente o secuencialmente, en cualquier orden, por las mismas o diferentes vias.

48.  El método de la reivindicacion 45, en donde el primer y el segundo adaptador
biespecifico de la combinacion se administran al sujeto simultdneamente por las mismas o

diferentes vias.

49.  El método de la reivindicacion 45, en donde el primer y el segundo adaptador
biespecifico de la combinacion se administran al sujeto secuencialmente, en cualquier orden, por

las mismas o diferentes vias.

50. El método de cualquiera de las reivindicaciones 45-49, en donde (i) y (ii) se

administran cada uno por via intravenosa.

51.  El'método de cualquiera de las reivindicaciones 31-49 que ademdas comprende la

obtencion de imagenes del cancer en el sujeto.
167



70175-02

52. El método de la reivindicacion 51, en donde la obtencion de imagenes del cancer
comprende imagen Optica, tomografia por emision de positrones (PET) o tomografia

computarizada por emision de foton tnico (SPECT).

53. El método de cualquiera de las reivindicaciones 31-49, en donde el cancer es
cancer de ovario, endometrio, mama, glioma (tal como, opcionalmente, glioma en estadio 3-4) o

carcinoma de células renales claras (tal como, opcionalmente, estadio 3-4).

54. Un método para mejorar la activacion de células T con receptor de antigeno
quimérico (CAR-T) que comprende:

proporcionar un adaptador biespecifico de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y 25-
29, una composicion farmacéutica de la reivindicacion 11, o una combinacion de cualquiera de
las reivindicaciones 12-24; y

exponer cé¢lulas CAR-T anti-fluoresceina o una composicion farmacéutica que
comprende células CAR-T anti-fluoresceina y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable al adaptador biespecifico, a la composicion farmacéutica o a la combinacion;

en donde la célula CAR-T experimenta una activacion aumentada tras la exposicion en

comparacion con una célula CAR-T no expuesta al adaptador biespecifico.

55. El método de la reivindicacion 54, en donde las células CAR-T anti-fluoresceina

estan en la circulacion sistémica en un sujeto cuando se exponen al adaptador biespecifico.
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