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DESCRIPCIÓN 

 
Receptor de antígeno universal que expresa células inmunes para direccionamiento de antígenos múltiples 
diversos, procedimiento para fabricación del mismo y utilización del mismo para tratamiento de cáncer, 
infecciones y enfermedades autoinmunes 5 
 
Ámbito técnico 

 
[0001] La presente invención se refiere a terapias basadas en células inmunes y a procedimientos para utilizar los 

agentes terapéuticos en el tratamiento de cáncer, infecciones y enfermedades autoinmunes. 10 
 
Antecedentes de la invención 

 
[0002] Los receptores de antígenos quiméricos (CAR) son receptores artificiales que consisten en una porción de 

unión que proporciona la especificidad de antígeno y una o varias cadenas de señalización derivada/s de 15 
receptores inmunitarios (Cartellieri y col, J.Biomed.Bio-Technol IOD:.. 10.1155 / 2010/956304 (2010)). Estos dos 
dominios CAR principales están conectados por una cadena peptídica de enlace que incluye un dominio de 
transmembrana, que ancla el CAR en la membrana plasmática celular. Las células inmunes, en particular los 
linfocitos T y NK, pueden modificarse genéticamente para expresar los CAR insertados en su membrana 
plasmática. Si dicha célula inmune modificada CAR encuentra otras células o estructuras tisulares que expresan o 20 
están guarnecidas con la diana apropiada de la porción de unión a CAR, tras la unión de la porción de unión CAR 
al antígeno diana, la célula inmune modificada con CAR se réticula a la diana. La reticulación conduce a una 
inducción de trayectoria de señal a través de las cadenas de señalización CAR, que cambiarán las propiedades 
biológicas de la célula inmune injertada CAR. Por ejemplo, la activación de CAR en células T efectoras CD4+ y 
CD8+, activará las funciones efectoras típicas, como la secreción de compuestos líticos y citoquinas que 25 
eventualmente conducirán a la aniquilación de la célula diana respectiva. La transferencia adoptiva de células 
inmunes diseñadas con receptores de antígenos quiméricos (CAR por sus siglas en inglés) se considera 
actualmente como una opción terapéutica muy prometedora para el tratamiento de enfermedades malignas, 
infecciosas o auto-inmunes incurables. Primeros ensayos clínicos demostraron tanto la seguridad y la viabilidad de 
esta estrategia de tratamiento (Lamers y col. J.Clin.Oncol 24 e20 - e22 (2006), Kershaw y col., Clin.Cancer Res 12 30 
6106 a 6115 (2006)). En ensayos en curso recientes, la mayoría de los pacientes que padecían tumores en etapa 
tardía de origen de células B mostraron una respuesta completa o al menos parcial a un tratamiento con células T 
autólogas equipadas con un CAR específico de CD19, que duró varios meses (Brentjens y col., Blood 118 4817 - 
4828 (2011), Sci.Transl.Med 20 (5) IDO (identificador de objeto digital): 10.1126 / translmed.3005930 sci- (2013), 
Kalos y col 2011 Sci.Transl.Med 3 (95) IDO: 10.1126 / scitranslmed.3002842, Grupp y col., N.Engl.J. Med. 368: 35 
1509 - 1518 (2013)). 
[0003]  Sin embargo, la tecnología CAR convencional viene acompañada de una serie de cuestiones críticas que 

deben resolverse antes de que esta modalidad de tratamiento pueda aplicarse ampliamente para tratamientos 
clínicos. En primer lugar, se deben abordar varios problemas de seguridad. Hasta ahora, las respuestas 
inmunitarias de las células T diseñadas con CAR convencionales son difíciles de controlar después de infundirla en 40 
el paciente. La expresión del gen diana especialmente inesperada en el tejido sano puede provocar una reacción 
inmunitaria rápida y severa de las células T diseñadas contra las células sanas, que pueden causar efectos 
secundarios (Lamers y col., J.Clin.Oncol. 24 e20 - e22 (2006), Morgan y col. Mol.Ther. 18: p.843 - 851 (2010). Otro 
inconveniente de la tecnología CAR convencional es la restricción de redireccionado a un ántigeno único de células 
T diseñadas. Este enfoque mono-terapéutico implica el riesgo de desarrollo de variantes tumorales de elusión, que 45 
han perdido el antígeno diana durante el tratamiento. La aparición de variantes tumorales de elusión bajo la terapia 
convencional de células T CAR después de varios meses ya fue observada en ensayos clínicos (Grupp y col., 
N.Engl.J. Med. 368: 1509 - 1518 (2013)). 
[0004] El documento WO 2013074916 A1 describe células T genéticamente modificadas, portantes de un 

receptor de antígeno quimérico (CAR) y que han sido manipuladas para alterar su receptor de células T o la 50 
función de antígeno de leucocito humano. El dominio de unión a antígeno de la célula T de CAR está dirigido 
hacia un antígeno asociado a tumor. 
[0005] El documento WO 2013126712 A1 describe células T genéticamente modificadas, portantes de un 

receptor de antígeno quimérico (CAR) cuya unión a antígeno media una interacción directa con una célula 
tumoral 55 
[0006] Arndt y col. (Leukemia (2014), 28, 59-69) describen un sistema de direccionamiento modular, 

consistente en una porción de unión a célula diana y una porción de unión de célula efectora separada. 
Ambos componentes están conectados a través de una interacción scFv epítopo. El epítopo se deriva de la 
proteína humana La. 
[0007] El documento WO 2012082841 A2 revela células T que expresan receptor de antígeno quimérico anti 60 

marcador universal y procedimientos para tratamiento de enfermedades relacionadas con células, por 
ejemplo cáncer. 
[0008] Además, el documento WO 2013044225 A1 da a conocer un receptor inmune universal expresado por 

células T, para el direccionamiento a antígenos diversos y múltiples. 
[0009] Ambos procedimientos describen la utilización de células T modificadas que expresan receptores 65 

inmunitarios anti-marcador universales. Estas células T pueden redirigirse a antígenos de superficie celular 
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relacionados con enfermedad aplicando adicionalmente módulos que unen estos antígenos de superficie y 
que portan el marcador respectivo.  
[0010] El problema que surge de los procedimientos mencionados anteriormente es que un 

redireccionamiento de las células T genéticamente modificadas utilizando marcadores exógenos es probable 
que sea inmunogénica, lo que pondrá a los pacientes en peligro y afectará negativamente a la eficacia del 5 
tratamiento. Por lo tanto, es un objeto de la presente invención proporcionar una célula inmune 
genéticamente modificada que permita un redireccionamiento contra diversas enfermedades de una manera 
segura y eficaz utilizando marcadores endógenos basados en proteínas nucleares. Un objeto adicional de la 
presente invención es proporcionar un procedimiento de tratamiento de diversos trastornos relacionados con 
células, en el que la duración y la intensidad del tratamiento son ajustables de una manera sencilla.  10 
  
Sumario de la invención 
 
[0011] La presente invención proporciona un sistema modular de receptor de antígeno quimérico ani -

marcador universal, (UniCAR) que permite un redireccionamiento de las células inmunes injertadas UniCAR 15 
contra múltiples antígenos. El sistema utiliza una plataforma de terapia génica para generar células inmunes 
capaces de reconocer varios antígenos y que tiene amplias y valiosas implicaciones clínicas para la 
utilización de terapias basadas en células inmunes, en particular terapias basadas en células T y NK.  
[0012] En un primer aspecto, la presente invención proporciona una secuencia de ácido nucleico aislada que 

codifica un receptor de antígeno de quimérico universal, en el que el receptor comprende tres dominios, 20 
donde el primer dominio es un dominio de unión a marcador, el segundo dominio es una cadena de péptido 
de enlace que incluye una bisagra extracelular y un dominio transmembrana y en el que el tercer dominio es 
un dominio de transducción de señal, donde el dominio de unión a marcador se une a un marcador derivado 
de cualquier proteína nuclear humana, donde el marcador es un epítopo lineal corto de la proteína nuclear 
La humana (E5B9 ) y en el que el dominio de unión a marcador es un anticuerpo o un fragmento de unión a 25 
antígeno derivado de anticuerpo del mismo y en el que el dominio de unión a marcador se une al respectivo 
epítopo de La (5B9). Otros marcadores útiles son las secuencias peptídicas de antígenos nucleares, a las 
que no se puede acceder y ni unirse mediante el dominio de unión a marcador correspondiente en el 
contexto de la proteína nativa bajo condiciones fisiológicas. Además, la secuencia peptídica no debería ser 
la diana de auto-anticuerpos en pacientes autoinmunes, por lo que es poco probable que el marcador sea 30 
inmunogénico en el contexto del receptor quimérico universal. Un cuarto dominio opcional es un conector de 
péptido corto en la porción extracelular de UniCARs, que forma un epítopo lineal para un anticuerpo 
monoclonal (mAB) que se une específicamente al cuarto dominio. Este dominio adicional no es necesario 
para la funcionalidad del sistema UniCAR, pero puede agregar un beneficio clínico adicional a la invención. 
Preferiblemente, la presente invención proporciona una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un 35 
receptor de antígeno quimérico universal según la presente invención, donde la secuencia de ácido nucleico 
codifica una proteína de fusión quimérica artificial y donde la secuencia de ácido nucleico se proporciona 
como ADNc. 
[0013] En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un módulo diana para utilizar en un 

procedimiento para la estimulación de una respuesta inmune mediada por receptor antigénico quimérico 40 
universal en un mamífero compuesto por una porción de unión específica para una determinada proteín a de 
superficie o complejo proteico de célula humana y un marcador, en donde el marcador es un epítopo lineal 
corto de la proteína nuclear La humana (E5B9). 
[0014] En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un ácido nucleico que codifica un  módulo 

diana para su utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria mediada por 45 
receptor antigénico quimérico universal en un mamífero de acuerdo con la presente invención. 
Preferiblemente, la presente invención proporciona una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un 
módulo diana de acuerdo con la presente invención, en donde el nucleico aislado se proporciona como 
ADNc. 
[0015] En un aspecto adicional, la presente invención proporciona una célula que comprende un ácido 50 

nucleico que codifica un receptor de antígeno quimérico universal de acuerdo con la presente invención que 
comprende tres dominios, en donde el primer dominio es un dominio de unión a marcador, el segundo 
dominio es una cadena de péptido de unión incluyendo una bisagra extracelular y un dominio 
transmembrana y el tercer dominio es un dominio de transducción de señal y en donde el dominio de unión a 
marcador se une al epítopo lineal corto E5B9 de la proteína nuclear La humana. En un aspecto adicion al, la 55 
presente invención proporciona un vector que comprende un ácido nucleico que codifica un receptor de 
antígeno quimérico universal según la presente invención, en el que dicho receptor de antígeno quimérico 
universal comprende tres dominios, donde el primer dominio es un dominio de unión a marcador, el segundo 
dominio es una cadena peptídica de enlace que incluye una bisagra extracelular y un dominio 
transmembrana y siendo el tercer dominio un dominio de transducción de señal, donde el dominio de unión a 60 
marcador se une al epítopo lineal corto E5B9 de la proteína La nuclear humana. En un aspecto adicional, la 
presente invención proporciona un kit que comprende un vector de acuerdo con la presente invención que 
comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un receptor de antígeno quimérico universal según 
la presente invención y un módulo diana como se definió anteriormente y/o un vector que codifica una 
secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un módulo diana como se definió anteriormen te. También 65 
se describe una composición farmacéutica que contiene células de acuerdo con la invención y módulos 
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diana como se describe en este documento en asociación con un agente de dilución o vehículo 
farmacológicamente aceptable. Preferiblemente, la composición farmacéutica está presente en una forma 
adecuada para administración intravenosa. 
[0016] Preferiblemente, la composición comprende células comprendiendo un ácido nucleico que codifica un 

receptor de antígeno quimérico universal de acuerdo con la presente invención y módulos diana como se 5 
describe en este documento. La composición farmacéutica comprende diversas formas de administración. 
Las composiciones farmacológicas se administran preferiblemente por vía parenteral, de manera 
particularmente preferida por vía intravenosa. La composición farmacéutica parenteral puede existir en una 
forma de administración que es adecuada para inyectar. Las composiciones particularmente preferidas son, 
por lo tanto, soluciones, emulsiones o suspensiones de la célula y el módulo diana que están presentes en 10 
un agente o vehículo de dilución farmacológicamente aceptable. 
[0017] Como vehículo se utilizan, preferiblemente agua, agua tamponada, solución salina al 0,4%, glicina al 0,3% y 

disolventes similares. Las soluciones están esterilizadas. Las composiciones farmacológicas se esterilizan mediante 
técnicas convencionales bien conocidas. Las composiciones contienen preferiblemente excipientes 
farmacológicamente aceptables, por ejemplo, los que se requieren para proporcionar condiciones fisiológicas y/o 15 
para aumentar la estabilidad del anticuerpo, tales como agentes para ajustar el valor del pH y agentes tampón, 
agentes para ajustar la toxicidad y similares, preferiblemente seleccionados entre acetato de sodio, cloruro de sodio, 
cloruro de potasio, cloruro de calcio y lactato de sodio. Las concentraciones de los anticuerpos de acuerdo con la 
invención en estas formulaciones, dependiendo de la aplicación, son variables; preferiblemente son menores del 
0,01% en peso, preferiblemente menores del 0,1% en peso, más preferiblemente entre el 1 y el 5% en peso y se 20 
seleccionan principalmente a partir de volúmenes de fluido, viscosidad etc., o de acuerdo con el modo de 
administración respectivo. 
[0018] Las composiciones farmacológicas deben ser estériles y estables bajo las condiciones de fabricación y 

almacenamiento. La composición se puede formular como una solución, una micro-emulsión, una dispersión, en 
liposomas o en otras estructuras ordenadas que son adecuadas para este fin y que conocen los expertos. 25 
[0019] Las células de la invención y el módulo diana se introducen preferiblemente en una composición que es 

adecuada para administración parenteral. Preferiblemente, la composición farmacéutica es una solución tamponada 
inyectable que contiene entre 0,1 y 500 mg/ml de anticuerpo, especialmente preferido entre 0,1 y 250 mg/ml de 
anticuerpo, en particular junto con 1 a 500 mMol/l (mM) de un tampón. La solución inyectable puede estar presente 
en forma líquida. El tampón puede ser preferiblemente histidina (preferiblemente de 1 a 50 mM, especialmente 30 
preferido de 5 a 10 mM) a un valor de pH de 5,0 a 7,0 (especialmente preferido a un pH de 6,0). 
[0020] Otros tampones adecuados abarcan, pero no se limitan explícitamente a, succinato de sodio, citrato de sodio, 

fosfato de sodio o fosfato de potasio. Preferiblemente, se usa cloruro de sodio entre 0 a 300 mM, especialmente 
preferido 150 mM, para una forma de administración líquida. En formas de administración líquida, se usan 
preferiblemente estabilizadores, especialmente preferidos entre 1 a 50 mM de L-metionina (preferiblemente entre 5 y 35 
10 mM). Preferiblemente, la composición farmacéutica comprende el anticuerpo en una cantidad de dosificación de 
0,1 mg/kg a 10 mg/kg por administración. Cantidades de dosificación especialmente preferidas contienen 1 mg/kg de 
peso corporal. 
[0021] En un aspecto adicional, la invención proporciona las células de acuerdo con la presente invención que 

comprenden un ácido nucleico que codifica un receptor de antígeno quimérico universal de acuerdo con la presente 40 
invención y módulos diana para utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria 
mediada por receptor de antígeno quimérico universal en un mamífero Preferiblemente, la invención proporciona las 
células según la presente invención que comprenden un ácido nucleico que codifica un receptor de antígeno 
quimérico universal de acuerdo con la presente invención y módulos diana como se describe en la presente 
memoria para utilizar como medicación, más preferiblemente como medicamento para el tratamiento de cáncer o 45 
una enfermedad autoinmune. Una enfermedad autoinmune surge de una respuesta inmunitaria anormal del cuerpo 
contra sustancias y tejidos normalmente presentes en el cuerpo (autoinmunidad). También se describe la utilización 
de las células de la invención y los módulos diana para preparar un medicamento para uso terapéutico y/o 
diagnóstico en caso de cáncer o una enfermedad autoinmune. También se describe un procedimiento para el 
tratamiento de un ser humano que padece cáncer o una enfermedad autoinmunitaria mediante la administración de 50 
las células y los módulos diana de la invención. Para aplicaciones terapéuticas, se administra a un paciente una 
composición farmacéutica estéril que contiene una cantidad farmacológicamente efectiva de las células y el módulo 
diana de la invención para tratar las enfermedades mencionadas anteriormente.  
[0022] La invención se explicará con más detalle con la ayuda de las siguientes figuras y realizaciones sin limitarse 

la invención a ellas. 55 
 
Descripción detallada de las figuras 
 
[0023] 

La figura 1 representa una ilustración esquemática del receptor de antígeno quimérico universal (UniCAR), 60 
La figura 2 muestra una ilustración esquemática de la plataforma del receptor universal de antígenos quiméricos 
(UniCAR) para el redireccionamiento de células inmunes específicas de antígeno, 
La figura 3 muestra un mapa esquemático del vector lentiviral pLVX-EF1α-IRES-ZsGreen1, 
La figura 4 muestra un mapa esquemático del plásmido de empaquetamiento lentiviral psPAX2, 
La figura 5 muestra un mapa esquemático del plásmido pMD2.G de envoltura. 65 
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La figura 6 representa diagramas que muestran la expresión de superficie de UniCAR detectada mediante la 
utilización de un anticuerpo monoclonal dirigido contra el 4º dominio opcional. 
La figura 7 muestra diagramas de funciones efectoras de células T diseñadas UniCAR frente a células tumorales 
que expresan el antígeno de células madre de próstata y el antígeno de membrana de próstata. 
La figura 8 muestra diagramas de curvas de concentración-respuesta para diferentes módulos diana, 5 
La figura 9 muestra diagramas de las funciones efectoras de las células T diseñadas UniCAR frente a la leucemia 
mieloide aguda, 
La figura 10 representa diagramas que muestran la redirección de células T injertadas UniCAR contra dos 
antígenos simultáneamente y 
La figura 11 representa diagramas que muestran la farmacocinética in vivo del módulo diana αCD123-CD33 bi-10 
específico.  
 
Descripción detallada de la invención 
 
Células efectoras 15 
 
[0024] Las células efectoras utilizadas en los procedimientos de la presente invención pueden ser autólogas, 

singénicas o alogénicas, dependiendo la selección de la enfermedad a tratar y los medios disponibles para hacerlo. 
Las poblaciones adecuadas de células efectoras que pueden usarse en los procedimientos incluyen cualquier célula 
inmune con actividad citolítica, fagocítica o inmunosupresora, tales como células T, que incluyen células T 20 
reguladoras, células NK y macrófagos. En un aspecto, las células efectoras son de un cierto antecedente HLA y se 
utilizan en un sistema autólogo o alogénico. Las células efectoras se pueden aislar de cualquier fuente, incluyendo 
un explante tumoral del sujeto que está siendo tratado o células intratumorales del sujeto que se está tratando. A 
continuación, el término "célula efectora" se refiere a cualquier tipo de células inmunes mencionadas anteriormente 
genéticamente alteradas para expresar UniCAR en su superficie celular. 25 
 
Receptor de antígeno quimérico universal (UniCAR) 
 
[0025] The UniCAR expressed by effector cells used in the methods of the present invention allows for a 

modular, highly flexible and tightly controllable retargeting of UniCAR expressing immune cells in an antigen-30 
specific manner. The sole requirements for the UniCARs used in the methods are (i) that the UniCAR has binding 
specificity for a particular tag that can be conjugated to a target module, which in turn binds to a cellular surface 
protein or an extracellular structure, and (ii) that immune cells can be engineered to express the UniCAR. El 
UniCAR expresado por las células efectoras utilizadas en los procedimientos de la presente invención permite un re-
direccionamiento modular, altamente flexible y estrechamente controlable de las células inmunes que expresan 35 
UniCAR de una manera específica de antígeno. Los únicos requisitos para los UniCAR utilizados en los 
procedimientos son (i) que el UniCAR tenga especificidad de unión para un marcador particular que pueda 
conjugarse con un módulo diana, que a su vez se une a una proteína de superficie celular o a una estructura 
extracelular, y (ii) que las células inmunes se pueden diseñar para expresar el UniCAR. 
[0026] El UniCAR comprende tres dominios (figura 1). El primer dominio es el dominio de unión a marcador. Este 40 

dominio está típicamente presente en el extremo terminal amino del polipéptido que comprende el UniCAR. La 
localización del dominio de unión a marcador en el extremo amino permite acceso libre del dominio de unión a 
marcador al módulo diana marcado que está unido a la célula diana. El dominio de unión a marcador típicamente es, 
pero sin limitarse a, un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo. La identidad del anticuerpo o 
fragmento solo está limitada por la identidad del marcador del módulo diana marcado. El marcador es un epítopo 45 
lineal corto de la proteína nuclear humana La (E5B9). El anticuerpo puede obtenerse de cualquier especie de 
animal, aunque preferiblemente de un mamífero tal como un humano, un simio, un ratón, una rata, un conejo, una 
cobaya, un caballo, una vaca, una oveja, una cabra, un cerdo, un perro o un gato. Preferiblemente, los anticuerpos 
son anticuerpos humanos o humanizados. Tampoco existe una limitación en la clase particular de anticuerpo que 
puede usarse, incluidos los anticuerpos IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA1, IgA2, IgD e IgE. Los fragmentos de 50 
anticuerpo incluyen un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos 
F(ab') 2, fragmentos Fab y fragmentos producidos por una biblioteca de expresión Fab, con la única limitación de 
que los fragmentos de anticuerpo conserven la capacidad de unirse el marcador seleccionado. Los anticuerpos 
también pueden ser anticuerpos policlonales, monoclonales o quiméricos, como cuando una región de unión a 
antígeno (por ejemplo, F(ab')2 o región hipervariable) de un anticuerpo no humano se transfiere a la región de un 55 
anticuerpo humano por técnicas de ADN recombinante para producir una molécula sustancialmente humana. Los 
fragmentos de unión a antígeno, tales como scFv, se pueden preparar a partir de los mismos. Los anticuerpos para 
seleccionar un  marcador pueden producirse por inmunización de diversos huéspedes, que incluyen, entre otros, 
cabras, conejos, ratas, ratones, humanos, mediante inyección con una proteína particular o cualquier porción, 
fragmento u oligopéptido que retenga las propiedades inmunogénicas de la proteína . 60 
[0027] Dependiendo de la especie huésped, se pueden usar diversos adyuvantes para aumentar la respuesta 

inmunológica. Dichos adyuvantes incluyen, pero no se limitan a, toxinas lábiles a calor detoxificadas de E. coli, 
geles minerales de Freund, tales como hidróxido de aluminio, y sustancias tensioactivas tales como lisolecitina, 
polioles plurónicos, polianiones, péptidos, emulsiones oleosas, hemocianina de lapa californiana, y dinitrofenol. 
También son adyuvantes potencialmente útiles BCG (Bacillus Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. 65 
Los anticuerpos y fragmentos de los mismos se pueden preparar usando cualquier técnica que proporcione la 
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producción de moléculas de anticuerpo, tales como líneas continuas de cultivo celular para la producción de 
anticuerpos monoclonales. Tales técnicas incluyen, pero no se limitan a, la técnica de hibridoma descrita 
originalmente por Koehler y Milstein (Nature 256: 495-497 (1975)), la técnica de hibridoma de células B 
humanas (Kosbor y col., Immunol Today 4:72 (1983), Cote y col., Proc Natl. Acad. Sci 80: 2026-2030 (1983)), y 
la técnica de hibridoma EBV (Cole y col., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss Inc, Nueva 5 
York NY, páginas 77-96 (1985)). También se pueden utilizar técnicas desarrolladas para la producción de 
"anticuerpos quiméricos", es decir, el empalme de genes de anticuerpos de ratón con genes de anticuerpos 
humanos para obtener una molécula con especificidad de antígeno y actividad biológica apropiadas (Morrison 
y col., Proc Natl. Acad. Sci. 81: 6851 - 6855 (1984); Neuberger y col., Nature 312: 604 - 608 (1984), Takeda y 
col., Nature 314: 452 - 454 (1985)). Alternativamente, las técnicas descritas para la producción de anticuerpos 10 
de cadena sencilla pueden adaptarse para producir anticuerpos de cadena sencilla específicos de marcador. 
[0028] En un aspecto, el dominio de unión a marcador es un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). Un scFv 

comprende las regiones variables de las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de un anticuerpo, unidas típicamente a 
través de un péptido corto de diez hasta aproximadamente 25 aminoácidos. El conector puede conectar el terminal-
N de la VH con el terminal-C de la VL, o viceversa. 15 
[0029] Como se indicó anteriormente, la especificidad de unión del dominio de unión a marcador dependerá de la 

identidad del marcador que está conjugada con la proteína que se usa para unir las estructuras diana. 
[0030] De acuerdo con la presente invención, el marcador es un epítopo lineal corto de la proteína nuclear humana 

La (E5B9), el dominio de unión a marcador puede constituir un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno 
derivado de anticuerpo, por ejemplo un fragmento variable de cadena sencilla (scFv) que se une al epítopo de La 20 
(5B9) respectivo. El uso del epítopo anti-La 5B9 en el sistema UniCAR es ventajoso debido al hecho de que el 
epítopo anti-La scFv no interacciona con la proteína La nativa unida a la superficie de las células en condiciones 
fisiológicas normales. Por lo tanto, la interacción no deseada de células inmunes que expresan UniCAR, por 
ejemplo, células T o NK, con epítopo 5B9 en La nativa, es imposible. Esto conduce a minimizar el riesgo de 
toxicidades fuera de sitio en diana incontroladas por UniCAR que expresa células inmunes como la liberación de 25 
niveles tóxicos de citocinas, a las que se hace referencia como tormentas de citocinas o síndrome de liberación de 
citocinas (CRS). Se confirmó la reactividad del mAB respectivo con proteína La desnaturalizada en una Western blot 

(electrotransferencia), pero no con la proteína de La nativa en un experimento de inmunoprecipitación (figura 3). 
Además, aunque el síndrome de Sjogren y los pacientes con lupus eritematoso sistémico generan autoanticuerpos 
contra una variedad de epítopos La, no se han identificado autoanticuerpos contra E5B9, lo que sugiere que este 30 
epítopo no es inmunogénico (Yiannaki y col., Clin Exp Immunol., 112 (1): 152 - 8 (1998). 
[0031] El segundo dominio del UniCAR es una bisagra extracelular y un dominio transmembrana (TM). El dominio 

de bisagra permite que el UniCAR sobresalga de la superficie de la célula efectora para una unión óptima a su 
marcador. El dominio TM ancla el UniCAR en la membrana celular de la célula efectora. Los dominios de bisagra y 
los TM ejemplares incluyen, pero no se limitan a, las regiones bisagra y de transmembrana de la molécula CD28 35 
humana, la cadena CD8a, receptores de células NK como el grupo asesino natural 2D (NKG2D) o partes de la 
región constante de un anticuerpo como así como combinaciones de varios dominios de bisagra y TM. 
[0032] El tercer dominio, cuando está presente, es el dominio de transducción de señal. Este dominio transmite una 

señal celular en la célula efectora portadora de UniCAR tras el reticulado de la célula efectora a una célula o 
estructura extracelular. El reticulado entre la célula efectora y la célula diana está mediado y depende de la 40 
presencia de (i) un módulo diana que se une a su porción de unión particular en la célula diana o estructura 
extracelular diana y soporta un marcador y (ii) el UniCAR expresado en el la superficie de la célula efectora puede 
reconocer y unirse al marcador incluido en el módulo diana. La activación de células efectoras incluye la inducción 
de citoquinas o quimiocinas, así como la activación de la actividad citolítica, fagocítica o supresora de la célula 
efectora. Los dominios de transducción de señales de células efectoras ejemplares incluyen, pero sin limitarse a, las 45 
regiones citoplasmáticas de CD28, CD137 (41BB), CD134 (OX40), DAP10 y CD27, que sirven para mejorar la 
supervivencia y proliferación de células T; receptores inhibitorios como muerte celular programada 1 (PD-1) y 
antígeno linfocítico citotóxico 4 (CTLA-4), así como regiones citoplasmáticas de las cadenas CD3 (por ejemplo, 
CD3zeta), receptores Fc y DAP12 que inducen activación de células T y NK. En el UniCAR se pueden incluir uno o 
más dominios de transducción de señal, tales como dos, tres, cuatro o más dominios activadores o co-estimulantes 50 
de las células inmunes. 
[0033] En una realización adicional, el UniCAR comprende un cuarto dominio que es un conector de péptido corto 

en la porción extracelular de UniCAR (figura 1). Se requiere, por su funcionalidad, que este cuarto dominio forme un 
epítopo lineal que permita la unión de un anticuerpo monoclonal específico con una afinidad razonable. En l cuarto 
dominio se pueden incluir uno o más epítopos lineales y se pueden localizar como conector en el dominio de unión a 55 
marcador, entre el dominio de unión a marcador y el conector extracelular o una parte integral del dominio de la 
bisagra extracelular. Con la ayuda del cuarto dominio opcional, las células inmunes injertadas UniCAR pueden 
estimularse específicamente, de modo que las células inmunes injertadas UniCAR proliferan de forma preferencial y 
persisten más tiempo en comparación con las células inmunes sin injertar in vitro o in vivo. El cuarto dominio 
también se puede usar para purificar células inmunes injertadas UniCAR de poblaciones de células mixtas. También 60 
se puede usar para amortiguar la respuesta inmunitaria mediada por células inmunes injertadas UniCAR y para 
eliminar las células inmunes de UniCAR injertadas in vivo. 
[0034] Para permitir la expresión en la superficie celular de una célula efectora, un péptido de señal (a veces 

también denominado secuencia de señal, señal de direccionamiento o péptido líder) se coloca delante del dominio 
de unión a marcador en el extremo terminal-N de la secuencia de ácido nucleico UniCAR. Los péptidos de señal 65 
apuntan a las proteínas hacia la trayectoria secretora, ya sea de forma co-translacional o pos-translacional. Para 
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este propósito, pueden utilizarse péptidos señal de proteínas de diversas especies, sin embargo, preferentemente se 
usan péptidos líder de proteínas como CD28, CD8alfa, IL-2 o la cadena pesada o ligera de anticuerpos de origen 
humano para evitar reacciones inmunogénicas. 
 
Módulos diana 5 
 
[0035] Los módulos diana para utilizar en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria 

mediada por receptor de antígeno quimérico universal en un mamífero, están compuestos de una porción de unión 
específica para una cierta proteína o complejo de proteína de superficie de célula humana y un marcador, siendo el 
marcador un epítopo lineal corto E5B9 de la proteína nuclear humana La. Los módulos diana se administran a un 10 
sujeto antes de, o concurrentemente con, o después de la administración de las células efectoras que expresan 
UniCAR. Alternativamente, las células efectoras que expresan UniCAR pueden guarnecerse con módulos diana 
antes de la infusión en el receptor. La porción de unión de los módulos diana incluye, pero no se limita a, anticuerpos 
o fragmentos de los mismos que se unen a antígenos de superficie como CD2, CD3, CD4, CD8, CD10, CD19, 
CD20, CD22, CD23, CD33, CD38, CD44, CD52, CD99, CD123, CD274 y TIM-3, miembros de la familia de 15 
receptores del factor de crecimiento epidérmico (erb1, erb2, erb3, erb4 y mutantes de los mismos), miembros de la 
familia del receptor de efrina (EphA1-10, EphB1-6), los llamados antígenos protáticos específicos (por ejemplo, 
antígeno prostático de células madre PSCA, antígeno prostático específico de membrana PSMA), antígenos 
embrionarios (por ejemplo, antígeno carcinoembrionario CEA, receptor de acetilcolina fetal), miembros de la familia 
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR 1-3), molécula de adhesión de célula epitelial EpCAM , 20 
alfafetoproteína AFP, miembros de la familia de proteínas mucinas (por ejemplo, MUC1, MUC16), receptor de 
hormona folículo estimulante (FSHR), antígeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA), proteína 
de unión a folato FBP, receptor α-folato, ligandos del receptor NKG2D, miembros de la familia de glicoproteínas del 
epitelio (por ejemplo EGP-2, EGP-4), diasialogangliósidos (por ejemplo, GD2, GD3), miembros de la familia de 
anhidrasa carbónica (por ejemplo, CAIX) y miembros de la familia del antígeno carbohidrato (por ejemplo, Ley), que 25 
incluyen mutantes de las proteínas y familias proteicas mencionadas. Además, la porción de unión de módulos diana 
incluye, pero no se limita a, anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a antígenos citoplasmáticos o 
nucleares como el antígeno La / SSB, miembros de la familia Rho de GTPasas, miembros de las proteínas del grupo 
de alta movilidad y otros. Asimismo, la porción de unión de un módulo diana puede estar compuesta de las cadenas 
alfa y beta o gamma y delta de un receptor de célula T (TCR) o fragmentos de las mismas. Dichas porciones de 30 
unión derivados de TCR reconocen y se unen a péptidos presentados por complejos de proteína de clase de 
antígeno leucocitario humano (HLA) I y II. Los ejemplos son, pero no se limitan a, TCR específicos para péptidos 
derivados de proteínas como la familia EGFR, survivina, familia de proteínas de caja de gran motilidad (SOX) de tipo 
sry, antígenos asociados a melanoma (por ejemplo, antígeno autoinmunogénico de cáncer/testículo NY-ESO- 1, 
miembros de la familia de antígenos de melanoma A MAGEA, el antígeno expresado preferentemente en melanoma 35 
PRAME) y antígenos asociados a leucemia (por ejemplo, gen de tumor de Wilms, 1 WT1). La porción de unión de 
módulos diana también puede comprender ligandos para proteínas y complejos proteínicos, además referidos como 
receptores. Tales ligandos se pueden unir a, pero no se limitan a, receptores de citoquina (por ejemplo, receptor de 
IL-13), ligandos del receptor NKG2D, ligandos a los miembros de la familia EGFR o TCR auto-reactivos. 
[0036] Las porciones de unión de los módulos diana pueden comprender especificidad de antígeno único 40 

(monoespecífico), dos, tres o más especificidades de antígeno (bi- y multi-específicos). Los ejemplos de 
especificidades de antígenos biespecíficos y multiespecíficos incluyen, entre otros, módulos diana que se unen a 
antígenos PSCA y PSMA, antígenos CD19 y CD20, antígenos CD19, CD20 y CD22, antígenos CD33 y CD123, 
CD33 y CD99, CD33 y TIM -3, erb-1 y -2, PSCA y erb-2 y otras combinaciones. Las porciones de unión de módulos 
diana también pueden comprender unión monovalente así como sitios de unión bivalente y multivalente. Los 45 
ejemplos de estrategias de direccionamiento bivalente y multivalente incluyen, pero no se limitan a, módulos diana 
que incorporan dos scFv que reconocen diferentes epítopos de PSCA, CD19 y CD33, y combinaciones de ligando 
scFv que reconocen diferentes epítopos del receptor erb1. 
[0037] Los módulos diana también pueden llevar ligandos adicionales, que no están implicados en la unión al 

antígeno diana, más adelante denominados cargas útiles. Dichas cargas útiles pueden comprender, pero no se 50 
limitan a, ligandos co-estimulatorios o citoquinas fusionadas al termnal N o C del módulo diana, en particular el 
dominio extracelular de CD28, CD137 (41BB), CD134 (OX40) y CD27, así como IL-2, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 y 
II-21, que estimulan diferentes tipos de células inmunes. Otras cargas útiles pueden ser radio-nucléidos o 
compuestos químicos que inducen la muerte celular en la diana y las células vecinas. 
 55 
Procedimiento 
 
[0038] Un procedimiento para estimular una respuesta inmunitaria mediada por receptor antigénico quimérico 

universal en un mamífero, comprendiendo el procedimiento: 
- administrar a un mamífero una cantidad efectiva de una célula efectora genéticamente modificada para expresar 60 
un receptor de antígeno quimérico universal, en donde el receptor de antígeno quimérico universal comprende tres 
dominios, en donde el primer dominio es un dominio de unión a marcador, el segundo dominio es una bisagra 
extracelular y un dominio transmembrana y el tercer dominio es un dominio de transducción de señal, en el que el 
dominio de unión a marcador se une a un marcador, en el que el marcador es un epítopo E5B9 lineal corto de la 
proteína nuclear humana La y 65 
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- administrar un módulo diana compuesto por un porción de unión específica para una determinada proteína o 
complejo proteico de superficie de célula humana y un marcador, en el que el marcador es un epítopo E5B9 lineal 
corto de la proteína nuclear humana La, 
en el que los módulos diana se administran a un sujeto antes, o en concurrencia con, o después de la 
administración de las células efectoras que expresan el receptor antigénico quimérico universal. 5 
[0039] En una realización preferida, las células efectoras y el módulo diana se administran a seres humanos. 
[0040] Producción de células efectoras de UniCAR. 
[0041] En una realización de la invención, las células inmunes pueden modificarse genéticamente para expresar 

UniCAR mediante diversos procedimientos. En general, un vector de polinucleótido que codifica el UniCAR y todos 
los elementos necesarios para asegurar su expresión en la célula inmune genéticamente modificada se transfiere a 10 
la célula. La transferencia del vector se puede realizar por, pero sin limitarse a, electroporación o transfección de 
ácidos nucleidos o la ayuda de sistemas de vectores virales, tales como, entre otros, adeno, adeno-asociado, retro, 
espumoso o transferencia de genes virales lentiviral. 
[0042] En una realización adicional, la transferencia de gen lentiviral se puede aplicar para la expresión estable de 

UniCAR en células inmunes construyendo primero un vector lentiviral que codifica para un UniCAR seleccionado. 15 
Un vector lentiviral ejemplar incluye, pero sin limitarse a, el vector pLVX-EF1alpha UniCAR 28/ζ (Clontech, Takara 
Bio Group) como se muestra en la figura 3, en el que las partes lentivirales del vector se derivan del virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH). 
[0043] Para la aplicación descrita, la parte MSC/IRES/ZxGreenl fue reemplazada por el constructo UniCAR. En 

relación a la figura 3 se utiliza la abreviatura siguiente: 20 
5' LTR: repetición terminal largo 5', PBS: sitio de unión a cebador, Ψ: señal de empaquetamiento, RRE: elemento 
de respuesta Rev, cPPT/CTS: secuencia central de polipurina / secuencia de terminación central, PEF1α: promotor 
alfa de factor de elongación humana 1, MCS: sitio de clonación múltiple, IRES: sitio interno de entrada de 
ribosoma, ZsGreen1: codón humano optimizado, WPRE: elemento regulador pos-transcripcional del virus de la 
hepatitis Woodchuck, 3'LTR: repetición terminal larga 3', pUC: origen de replicación, Ampr: gen resistente a 25 
ampicilina; β-lactamasa.  
[0044] Las partículas lentivirales se producen típicamente mediante transfección transitoria de células 

embrionarias de riñón humano (HEK) 293T (ACC 635) con el plásmido de vector lentiviral que codifica UniCAR y 
cotransfección con un antígeno especifico de grupo (gag) y plásmido que codifica polimerasa (pol) (por ejemplo 
psPAX2, plásmido addgen 12260) como se representa en la figura 4 más un plásmido que codifica para una 30 
envoltura (por ejemplo pMD2.G, plásmido addgen 12259) como se muestra en la figura 5. Después de la 
transfección, el plásmido de empaquetamiento expresa proteínas Gag y Pol del VIH-1. Las abreviaturas utilizadas 
en la figura 4 son las siguientes: CMVenh: potenciador y promotor de CMV, SD: donante de empalme, SA: aceptor 
de empalme, Gag: antígeno específico de grupo, Pro: proteína precursora que codifica la proteína de proteasa, Pol: 
proteína que codifica la transcriptasa inversa e integrasa, RRE: elemento de respuesta rev, Amp: ampicilina. 35 
[0045] El plásmido MD2.G (figura 5) codifica la glicoproteína del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G). La 

proteína VSV-G se usa para vectores lentivirales para transducir una amplia gama de células de mamífero. Las 
abreviaturas utilizadas en la figura 5 son las siguientes: CMV: potenciador y promotor de CMV, beta-globina intror: 
intrón de beta-globina, pA de beta-globina: parte final poli-adenosina de beta-globina. 
[0046] Para este propósito se pueden utilizar diversas envolturas de diferentes especies de virus. Los vectores 40 

lentivirales pueden hacer pseudotipo exitosamente, pero sin limitarse a, con las glicoproteínas de envoltura (Env) 
del virus de la leucemia murina anfotrópica (MLV) o la proteína G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), una 
envoltura modificada del virus espumoso prototípico ( PFV) o variantes de glicoproteínas de envoltura quimérica 
derivadas del virus de la leucemia del mono gibón (GaLV) y MLV. Los sobrenadantes de las células HEK293T, 
transfectadas pueden recolectarse de 24 h a 96 h después de la transfección y las partículas de virus pueden, pero 45 
no necesariamente deben, concentrarse a partir del sobrenadante mediante ultra-centrifugación u otros 
procedimientos. Para la transducción lentiviral de células inmunes se pueden aplicar varios protocolos 
establecidos. En un aspecto, las células mono-nucleares de sangre periférica (PBMC) o las células T aisladas 
pueden activarse con mAB específico para el complejo CD3, por ejemplo clonar OKT3 o UCHT1, dado en solución 
o recubierto con placas de cultivo de células plásticas o perlas magnéticas. La activación de PBMC o células T 50 
aisladas se puede potenciar aún más estimulando vías co-estimuladoras con mABs o ligandos específicos para 
CD27, CD28, CD134 o CD137, ya sea solos o en varias combinaciones, y el suministro de citocinas recombinantes 
exógenas tales como, pero sin limitarse a, interleuquina (IL) -2, IL-7, IL-12, IL-15 e IL-21. Partículas de virus 
concentradas o sin concentrar se añaden a cultivos de PBMC o de células T 24 h a 96 h después de la 
administración inicial de anticuerpos de CD3 activadores y/o citocinas recombinantes como dosis únicas o 55 
múltiples. La transducción estable de células T puede determinarse mediante citometría de flujo después de la 
tinción con módulos diana conteniendo marcador para la expresión superficial de UniCARs o mABs dirigidos contra 
el cuarto dominio de UniCAR desde tercer día 3 en adelante después de la administración final del sobrenadante 
del virus. Las células T transducidas UniCAR pueden reproducirse in vitro cultivándolas bajo suministro de citocinas 
recombinantes y activando mabs anti-CD3. 60 
[0047] En caso que el UniCAR contenga el cuarto dominio opcional, una secuencia peptídica que forma un epítopo 
lineal para un mAB, las células inmunes genéticamente modificadas para expresar UniCAR pueden reproducirse 
específicamente in vitro mediante el recubrimiento de un mAB o fragmentos de anticuerpo del mismo que se unen 
al cuarto dominio UniCAR a la superficie de los platos de cultivo o a las perlas de cualquier tipo, que se añaden al 
cultivo celular en una proporción definida de, pero no limitada a, 1 perla a 1 a 4 células efectoras injertadas 65 
UniCAR. La unión de mABs recubiertos superficialmente al dominio peptídico de UniCAR induce la reticulación de 
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UniCARs expresados en superficie celular y formación de una sinapsis inmunitaria, lo que conduce a la activación 
de vías de señal activadas específicamente por el dominio de señal de UniCAR. Dependiendo de las vías de señal 
inducidas, esto puede conducir a mejorar la proliferación y la resistencia sostenida contra muerte celular inducida 
por activación de las células inmunes que llevan UniCAR y, por lo tanto, el enriquecimiento de las células inmunes 
genéticamente modificadas de UniCAR en una población mixta. 5 
[0048] El cuarto dominio opcional, una secuencia peptídica que forma un epítopo lineal para un mAB, se puede 

utilizar además para enriquecer y purificar las células inmunes que expresan UniCAR de poblaciones mixtas. El 
enriquecimiento y la purificación se pueden realizar con la ayuda de un mAB o fragmentos de anticuerpo del mismo 
que se unen al cuarto dominio UniCAR para marcar las células que expresan UniCAR para clasificación celular o 
para unir transitoriamente la célula inmune que expresa UniCAR a partículas pequeñas, que pueden utilizarse para 10 
aislamiento de célula. En un aspecto, las células inmunes injertadas de UniCAR se incuban con el mAB que 
reconoce el cuarto dominio. A continuación, se agregan perlas magnéticas, que se conjugan con anticuerpos o 
fragmentos de los mismos dirigidos contra las cadenas pesadas y livianas específicas de especie e isotipo de la 
unión de mAB al cuarto dominio opcional. Por lo tanto, las células inmunes y las perlas magnéticas que expresan 
UniCAR están unidas y se pueden atrapar y separar de otras células inmunes en un campo magnético. 15 
[0049] En una realización adicional de la invención, el cuarto dominio opcional puede utilizarse para la detección 

de la expresión de superficie de UniCAR como se muestra en la figura 6. La figura 6 (A) representa que la 
expresión de superficie de UniCAR puede detectarse usando un anticuerpo monoclonal dirigido contra el 4º 
dominio opcional y posteriormente tiñendo con un anticuerpo secundario anti-especie fluorocromo conjugado. El 
cuarto dominio opcional puede usarse adicionalmente para purificar hasta alta pureza las células T injertadas de 20 
UniCAR como se representa en la figura 6) en la 
[0050]  Administración de células inmunes de UniCAR. 
[0051] Las poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR pueden formularse para administración a un 

sujeto usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica. 
[0052] Las formulaciones que comprenden poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR, pueden incluir 25 

excipiente(s) farmacológicamente aceptable(s). Los excipientes incluidos en las formulaciones tendrán diferentes 
propósitos dependiendo, por ejemplo, de la naturaleza del dominio de unión a marcador que comprende los 
UniCAR, la población de células inmunes utilizadas y el modo de administración. Ejemplos de excipientes utilizados 
generalmente incluyen, sin limitarse a: solución salina, solución salina tamponada, dextrosa, agua para infección, 
glicerol, etanol y combinaciones de los mismos, agentes estabilizantes, agentes solubilizantes y tensioactivos, 30 
tampones y conservantes, agentes de tonicidad, agentes de carga y agentes lubricantes. Las formulaciones que 
comprenden poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR se habrán preparado y cultivado típicamente 
con ausencia de cualquier componente no humano, tal como suero animal (por ejemplo, albúmina de suero 
bovino). 
[0053] Una formulación puede incluir una población o más de una, tal como dos, tres, cuatro, cinco, seis o 35 

más poblaciones de células inmunes que expresan UniCAR. Las diferentes poblaciones de células inmunes 
injertadas de UniCAR pueden variar en función de la identidad del dominio de unión a marcador, la identidad 
del dominio de transducción de señal, la identidad de las subpoblaciones, el modo de generación y cultivo o 
una combinación de los mismos. Por ejemplo, una formulación puede comprender poblaciones de células T 
y NK que expresan UniCAR que reconocen y se unen a una, o más de una, tal como dos, tres, cuatro, cinco, 40 
seis o más proteínas marcadas diferentes. 
[0054] Las formulaciones que comprenden la(s) población(es) de células inmunes de UniCAR pueden 

administrarse a un sujeto usando modos y técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Los modos 
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, inyección intravenosa. Otros modos incluyen, sin limitación, 
intratumoral, intradérmico, subcutáneo (s.c., s.q., sub-Q, Hipo), intramuscular (i.m.), intraperitoneal (i.p.), intra-45 
arterial, intramedular, intracardíaca, intra-articular (articulación), intrasinovial (área del líquido articular), 
intracraneal, intra-espinal e intratecal (fluidos espinales). Se puede usar cualquier dispositivo conocido útil 
para inyección o infusión parenteral de las formulaciones para efectuar tal administración. Las inyecciones se 
pueden realizar como inyecciones a granel o inyecciones de flujo continuo.  
[0055] Las formulaciones que comprenden la(s) población(es) de las células inmunes que expresan UniCAR 50 

que se administran a un sujeto comprenden varias células inmunes que expresan UniCAR que son eficaces 
para el tratamiento y/o la profilaxis de la indicación o enfermedad específica. Por lo tanto, las poblaciones 
terapéuticamente efectivas de las células inmunes que expresan UniCAR se administran a los sujetos cuando 
se practican los procedimientos de la presente invención. El número de células inmunes que expresan 
UniCAR administradas a un sujeto variará entre amplios límites, dependiendo de la ubicación, fuente,  55 
identidad, extensión y gravedad de la enfermedad, la edad y el estado del individuo a tratar, etc. Un médico 
en última instancia, determina las dosis apropiadas para ser utilizada. En caso de eventos adversos, las 
células inmunes injertadas de UniCAR pueden disminuirse de un individuo mediante la administración de un 
mAB dirigido contra el dominio peptídico (cuarto dominio) de UniCAR formando un epítopo lineal para el 
anticuerpo respectivo.  60 
 
Producción del módulo diana 
 
[0056] Los módulos diana comprenden dos dominios, una porción de unión específica a una determinada proteína 

de superficie celular humana o complejo proteico y un marcador, contra el cual se dirige el dominio de unión a 65 
marcador de UniCAR. Los módulos diana pueden fabricarse mediante técnicas conocidas por los expertos en la 
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técnica. Estas técnicas incluyen, pero sin limitarse a, expresión recombinante en células procariotas o eucariotas o 
síntesis artificial de cadenas polipeptídicas. 
[0057] En un aspecto, un módulo diana puede expresarse en células de ovario de hámster (CHO, ACC-110), que 

son adecuadas para sintetizar una gran cantidad de proteínas recombinantes en sus formas biológicamente activas. 
Una secuencia de ácido nucleico que codifica un módulo diana puede transferirse a células CHO mediante técnicas 5 
establecidas de ingeniería genética, como, pero sin limitarse a, transfección con ácido nucleico desnudo, 
electroporación o transferencia génica viral. Se pueden seleccionar clones de una sola célula altamente productivos 
a partir de líneas parentales usando, por ejemplo, el sistema de selección de dihidrofolato reductasa (DHFR). En 
este sistema, mutantes de células CHO deficientes en DHFR (por ejemplo, sublínea CHO DXB11 o DG44) se 
modifican genéticamente por co-transfección de una copia funcional del gen DHFR en adición a la secuencia de 10 
ácido nucleico que codifica un módulo diana. La selección clonal se realiza luego mediante crecimiento en medios 
desprovistos de glicina, hipoxantina y timidina. Clones altamente productivos pueden seleccionarse adicionalmente 
cultivando las células en niveles altos de metotrexato (MTX), un análogo de ácido fólico que bloquea la actividad 
DHFR. Como las células modificadas genéticamente deben hacer frente a la disminución de la actividad DHFR, que 
no puede ser rescatada por la mera presencia de una única copia del DHFR, en estas condiciones se favorecen los 15 
clones con copias amplificadas del gen DHFR. El enlace genético entre DHFR y el gen de interés asegura que el 
transgén también se amplifica conjuntamente, mejorando así las posibilidades de asegurar un clon celular de alta 
producción. Los clones celulares seleccionados se cultivan en buenas condiciones de fabricación preferentemente 
en ausencia de cualquier  tipo de suero animal. Los módulos diana se pueden aislar a partir de sobrenadantes de 
cultivo celular mediante procedimientos de purificación de proteína preparativa establecidos que incluyen etapas 20 
preliminares como precipitación o ultra-centrifugación y diversas técnicas de purificación como, pero sin limitarse a, 
exclusión por tamaño o cromatografía de intercambio iónico. En un aspecto, la secuencia de ácido nucleico de un 
módulo diana porta una secuencia codificante de seis a ocho aminoácidos de histidina sucesivos que forman un 
marcador de polihistidina. La polihistidina se une fuertemente a los iones metálicos divalentes, tales como níquel y 
cobalto. El sobrenadante del cultivo celular se puede pasar a través de una columna que contiene iones de níquel 25 
inmovilizados que se unen al marcador de polihistidina, mientras que todas las proteínas no marcadas pasan a 
través de la columna. El módulo diana puede eluirse con imidazol, que compite con el marcador de polihistidina por 
unirse a la columna, o mediante una disminución en el pH, lo que disminuye la afinidad del marcador por la resina. 
 
Administración del módulo diana 30 
 
[0058] Se puede formular un o más módulos, tal como dos, tres, cuatro o más módulos diana para la 

administración a un sujeto usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica.  
[0059] Las formulaciones que contienen uno o más más módulos diana pueden incluir excipiente(s) 

farmacológicamente aceptable(s). Los excipientes incluidos en las formulaciones tendrán diferentes 35 
propósitos dependiendo, por ejemplo, de la naturaleza de los módulos diana y el modo de administración. 
Ejemplos de excipientes utilizados generalmente incluyen, sin limitarse a: solución salina, solución salina 
tamponada, dextrosa, agua para infección, glicerol, etanol y combinaciones de los mismos, agentes 
estabilizantes, agentes solubilizantes y tensioactivos, tampones y conservantes, agentes de tonicidad, 
agentes de carga, y agentes lubricantes. Las formulaciones que comprenden módulos diana típicamente se 40 
habrán preparado y cultivado en ausencia de cualquier componente no humano, tal como suero animal (por 
ejemplo, albúmina de suero bovino). 
[0060] Una formulación puede incluir uno o más módulos diana o, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco, seis o 

más módulos diana. Los módulos diana pueden variar en función de la identidad de la porción de unión, la 
identidad del marcador, el modo de generación o una combinación de los mismos. Por ejemplo, una 45 
formulación puede comprender módulos diana que reconocen y se unen a una, o más de una, tal como dos, 
tres, cuatro, cinco, seis o más proteínas de superficie de células humanas diferentes, complejos proteínicos o 
estructuras de matriz extracelular. 
[0061] Las formulaciones que comprenden la(s) población(es) de células inmunes que expresan UniCAR 

pueden incubarse ex vivo con una formulación que incluye uno o más módulos diana, para guarnecer las 50 
células inmunes que expresan UniCAR con módulos diana antes de la administración a un sujeto. 
Alternativamente, las formulaciones que incluyen uno o más módulos diana pueden administrarse 
directamente a un sujeto o se puede elegir una combinación de ambas estrategias. La ruta y la dosis variarán 
entre amplios límites, dependiendo de la ubicación, fuente, identidad, extensión y gravedad de la enfermedad, 
la edad y el estado del individuo a tratar, etc. Un médico finalmente determinará las rutas de aplicación y las 55 
dosis apropiadas para ser utilizada.  
[0062] En una realización, las células T modificadas genéticamente UniCAR pueden redirigirse 

específicamente contra células tumorales que expresan PSCA y/o PSMA como se detecta con frecuencia en 
biopsias, por ejemplo de tumores de próstata, vejiga, páncreas y mama (figura 7). Las células T humanas 
fueron objeto de transducción simuladamente (barras blancas) o transducidas con vectores lentiv irales que 60 
codifican UniCAR conteniendo un dominio de señalización dual CD28/CD3zeta (barras negras) o que carecen 
de cualquier dominio de señalización (barras sombreadas) o que expresan solo proteína marcadora EGFP 
(barras a franjas). La lisis específica de las células tumorales de próstata (PC3) modificadas genéticamente 
para expresar ya el antígeno de células madre de la próstata (PC3-PSCA) o el antígeno de la membrana 
prostática (PC3-PSMA) en presencia de células T humanas diseñadas y módulos diana se analizaron en un 65 
ensayo de liberación de Cr 51. Las células T se incubaron a una relación efector a diana (e:t) de 5:1 o 1:1 con 
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células diana PC3 cargadas con 51 Cr. Los módulos diana (TM) específicos para PSCA (αPSCA TM) o PSMA 
(αPSMA TM) se añadieron a una concentración de 15 nmol. Después de 20 h, se midió la lisis celular objetivo 
de cultivo (liberación de cromo). Las gráficas muestran media y d.s. (desviación estándar) de experimentos 
con tres donantes de células T individuales (figura 7A). Del mismo modo, se demostraron las capacidades de 
destrucción de células T diseñadas por UniCAR frente a células madre tumorales LNCap-4-2B que expresan 5 
antígeno PSCA y PSMA en presencia de PSCA o PSMA TM (1 nMol) mediante ensayos de liberación de 51 
Cr en la indicada relación e:t. La media y d.s. de experimentos con tres donantes de células T individuales se 
muestran (figura 7B). El experimento de la figura 7B se repitió para una relación e:t más baja de 1:2, 
añadiendo 1nMol de TM específico de PSCA o de PSMA o combinando ambos TM a una concentración total 
de 1 nmol. La lisis específica determinada por la liberación de Cr 51 se midió después de 24 h y 48 h. La 10 
media y la d.s de experimentos con tres donantes sanos de células T individuales se muestra ( figura 7C). 
Este experimento demuestra que la combinación de dos TM diferentes mejora las habilidades de destrucción 
de las células T redirigidas de UniCAR contra las células tumorales en comparación con una estrategia de re -
direccionado de antígeno único, incluso si la cantidad total de ambos TM en la muestra de doble direccionado 
es igual a la cantidad total de cada TM en la muestra de control de re-direccionado de antígeno único (figura 15 
7C). Además, las células T humanas armadas con las citocinas inflamatorias y proliferativas secretas de 
UniCAR se reticulan con células tumorales que expresan antígeno en presencia de la TM correspondiente 
(figura 7D). Se incubaron células T humanas con células PC3 que expresan antígeno PSCA o PSMA en 
presencia o ausencia de TM específicas para PSCA o PSMA. Después de 24 h, se recogió el sobrenadante 
exento de células de cultivo y posteriormente se analizó la liberación de citocinas específicas de células T 20 
usando kits ELISA disponibles comercialmente. El análisis estadístico para las figuras 7C, D se realizó 
utilizando ANOVA no paramétrico de una vía (Ensayo Kruskal-Wallis) y ensayo de comparción múltiple de 
Dunn post hoc (**p < 0.01). 
[0063] En una realización adicional, la figura 8 muestra curvas de concentración-respuesta para células T humanas 

genéticamente modificadas UniCAR en presencia de módulos diana que se unen a diversos antígenos en la 25 
superficie de células tumorales de diferentes orígenes. Las células T humanas fueron objeto de transducción con 
vectores lentivirales que codifican el UniCAR conteniendo un dominio dual de señalización CD28/CD3zeta. Las 
células T injertadas con UniCAR se incubaron en una relación e:t de 5:1 con células diana PC3 cargadas con 51Cr 
modificadas genéticamente para expresar antígeno PSCA o PSMA. Los módulos diana (TM) específicos para PSCA 
(TM αPSCA) o PSMA (TM αPSMA) se añadieron en concentraciones crecientes (figura 7A). Se determinó que la 30 
mitad de la dosis efectiva máxima (EC50) era de aproximadamente 12 pMol para ambos TM. Se realizaron 
experimentos adicionales como en la figura 7A, pero se eligió una relación e:t de 1:1 y como células tumorales diana 
se utilizó la línea celular de leucemia mieloide aguda MOLM-13. Se añadieron TM específicos para el antígeno CD33 
(TM αCD33) o el antígeno CD123 (TM αCD123) en concentraciones crecientes y se determinaron valores de EC50 
de 137 pMol para TM αCD33 y 45 pMol para TM αCD123. Estos experimentos demuestran que las células T 35 
injertadas de UniCAR son efectivas a concentraciones muy bajas de TM, que son 10 a 100 veces menores en 
valores de EC50 determinados experimentalmente para fármacos de anticuerpos monoclonales aprobados para 
terapia de cáncer (por ejemplo, Herter y col., Mol Cancer Ther 12 (10): 2031-2042 (2013)). 
[0064] En una realización adicional, la figura 9 demuestra que las células T diseñadas de UniCAR pueden matar de 

forma eficaz blastos de leucemia mieloide aguda (AML). Las células T humanas fueron transducidas simuladamente 40 
(peso, rombos) o fueron transducidas con vectores lentivirales que codificaban el U-CAR conteniendo un dominio 
dual de señalización CD28/CD3zeta (CAR 28/ζ, círculos abiertos y cerrados) o que carecían de cualquier dominio de 
señalización (CAR STOP, triángulo apuntando hacia arriba) o expresando solo proteína marcadora EGFP (vc, 
triángulo apuntando hacia abajo). Las células T se incubaron con 2 x 10

4
 Alexa eFluor 674 marcadas con células 

diana de 3 líneas celulares AML (MOLM-13, MV4-11, OCI-AML3) en presencia (+) o ausencia (-) de 0,1 nMol de 45 
módulos diana (TM) específico de CD33 (TM αCD33, panel superior) o específico de CD123 (TM αCD123 panel 
inferior) en una relación e:t de 1:1 durante 24 h (figura 9A). El número de células vivas, yoduro de propidio (PI) 
negativas, excepto células diana Alexa eFluor 674 positivas se determinaron mediante citometría de flujo usando un 
analizador MACSQuant®. El número de células diana leucémicas vivas se normalizó a una muestra de control con 
células diana pero sin células T. Este experimento demuestra que las células T injertadas UniCAR rompen 50 
eficazmente los blastos de AML después del reticulado con el TM correspondiente independientemente de la 
densidad del antígeno, que para CD33 es alta en MOLM-13, intermedia en MV4-1,1 y baja en OCI-AML3 mientras 
que densidad de antígeno para CD123 se encuentra en orden inverso en las 3 líneas celulares. Además, los blastos 
AML son eliminados mediante células T injertadas de UniCAR sobre la reticulación mediada por TM, incluso a bajas 
relaciones e:t como se encuentran típicamente en muestras de pacientes (figura 9B). La configuración experimental 55 
fue similar a la figura 9A, pero se eligió una baja relación e:t de 1:5. El número de células T negativas PI vivas y 
células diana se determinó mediante citometría de flujo usando un analizador MACSQuant® en los instantes 
temporales indicados. El número de células diana leucémicas vivas se normalizó a una muestra de control con 
células diana pero sin células T (figura 9B). Tras la activación a través de la señalización mediada por CAR, las 
células T injertadas UniCAR comienzan a proliferar como se muestra en la figura 9C. La configuración experimental 60 
fue como se describió para la figura 9B y los números de células T se determinaron mediante citometría de flujo 
usando un analizador MACSQuant®. La expansión de las células T se calculó como la relación de células T 
presentes en las muestras después de 144 h (d6) respecto del número sembrado al inicio del experimento (d0). El 
análisis estadístico para las figuras 8A y B se realizó usando ANOVA no paramétrico de una vía (prueba de Kruskal-
Wallis) y prueba de comparación múltiple de Dunn post-hoc. Para la figura 9A, se indican resultados estadísticos 65 
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significativos, para la figura 9B, los resultados se dan en la tabla por debajo de la figura (ns = no significativo, * p 
<0,05,** p <0.01, *** p <0.001). 
[0065] En una realización adicional, la figura 10 muestra el re-direccionamiento de células T injertadas con 

UniCARs simultáneamente contra dos antígenos. Debido a su naturaleza modular, la tecnología UniCAR 
permite un re-direccionamiento de las células inmunes injertadas UniCAR (por ejemplo, células T) contra dos 5 
antígenos de manera simultánea o consecutiva utilizando dos TM individuales (TM 1 + TM 2, figura 10A lado 
izquierdo) o TM combinados bi-específicos (TM1-2, figura 10A lado derecho) dispuestos como constructos en 
tándem de cadena sencilla bi-específicos (figura 10A). La utilización de un TM bi-específico dirigido a dos 
antígenos puede ser incluso más eficaz que usar una combinación de dos TM específicos de antígeno único, 
como lo demuestran las curvas de concentración-respuesta para el re-direccionamiento combinado de CD33 y 10 
CD123 de células T injertadas UniCAR contra líneas celulares de AML (figura 10B).  Las células T humanas 
fueron transducidas con un vector lentiviral que codifica el UniCAR conteniendo un dominio dual de 
señalización CD28/CD3zeta. Las células T injertadas UniCAR se incubaron en una relación e:t de 1:1 con 
MOLM-13 etiquetado con Cr51 (media de experimentos con células T de 4 donantes humanos sanos 
diferentes, triángulos) y OCI-AML3 (media de experimentos con células T de 2 diferentes donantes humanos 15 
sanos, círculos abiertos) durante 24 horas. Se añadieron módulos diana (TM) específicos para CD33 (TM 
αCD33), CD123 (TM αCCD123) o TM CD33 - CD123 bi-específico (TM αCD123} - CD33) a concentraciones 
crecientes. Se determinó que los valores de EC50 eran: 
TM αCD33 + αCD123: EC50 MOLM-13 = 70,2 pMol, EC50 OCI-AML3 = 80,2 pMol. TM αCD33-αCD123: EC50 
MOLM- 13 = 2,9 pMol, EC50 OCI-AML3 = 11,7 pMol. A continuación podría demostrarse que las células T 20 
injertadas UniCAR tanto de donantes humanos sanos como de pacientes con AML pueden redirigirse con éxito 
contra líneas de AML así como contra blastos de AML aislados de pacientes en crisis blástica (figuras 10C, D, 
E, F). Las células T humanas fueron transducidas simuladamente (círculos cerrados de las figuras 10C, D, 
barras abiertas en las figuras 10E, F) o fueron transducidas con vectores lentivirales que codifican UniCAR 
conteniendo un dominio de señalización dual CD28/CD3zeta (triángulos en las figuras 10C, D, barras negras 25 
en las figuras 10E, F) o que carecen de cualquier dominio de señalización (rombos en las figuras 10C, D, 
barras grises en E, F). La eliminación altamente eficaz de células AML está mediada por las células T 
injertadas UniCAR en presencia de la combinación de TM αCD33 y TM αCD123 o el TM de direccionamiento 
dual αCD123-CD33, pero no en ausencia de los TM, demostrando nuevamente que para redirección específica 
de antígeno de células T injertadas UniCAR, la reticulación a través de un TM es indispensable (figuras 10C, D, 30 
E). Las células T se incubaron con 2*10

4
 Alexa eFluor 674 marcadas con células diana de 3 líneas celulares 

AML (MOLM-13, MV4-11, OCI-AML3) en presencia (+) o ausencia (-) de una cantidad total de 100 pMol de TM 
en una relación e:t de 1:5 para 144h. Los TM se actualizaron después de 48 h. Se determinó el número de 
células diana vivas positivas pero negativas a Alexa eFluor 674 mediante citometría de flujo usando un 
analizador MACSQuant® y se comparó con muestras de control con células diana pero sin ninguna célula T 35 
(figura 10C, círculos abiertos). La expansión de las células T se calculó como la proporción de células T 
presentes en las muestras después de 144 h (d6) con respecto al número sembrado al inicio del experimento 
(d0) en la figura 10D. Se muestran los resultados de experimentos con 6 donantes, indicándose media y SD 
(desviación estándar). Estos resultados demuestran convincentemente que la activación a través de la 
señalización UniCAR sobre la reticulación mediada por TM no solo conduce a la destrucción de células diana, 40 
sino que además las células T injertadas de UniCAR reciben un estímulo proliferativo mediante la cadena de 
señalización UniCAR combinada CD28/CD3ζ y comienzan a dividirse. A continuación, las células T 
genéticamente modificadas de donantes sanos se incubaron con 5*10

4
 células leucémicas Alexa eFluor 674 

etiquetadas de pacientes con AML en presencia (+) o ausencia (-) de TM 0,5 nMol a una relación e:t de 1:1 
(figura 10E). Número de células positivas Alexa EFluor 674 positivas se determinó mediante citometría de flujo 45 
usando un analizador MACSQuant® después de 24 h (panel izquierdo) y 48 h (panel derecho). El número de 
células diana leucémicas vivas se normalizó a una muestra de control con células diana pero sin células T. Los 
resultados de 5 experimentos de emparejamiento de la figura 9E demuestran que las células T diseñadas 
UniCAR son capaces de lisis de la AML de los pacientes a lo largo del tiempo. También podría demostrarse 
que las células T genéticamente modificadas UniCAR de un paciente con AML pueden atacar y llevar a cabo 50 
lisis de las células AML mediante la adición de TML específicas de antígeno. Las células T modificadas se 
incubaron con 2*10

4
 de Alexa EFluor 674 marcadas con células diana de 3 líneas celulares AML (MOLM-13, 

MV4-11, OCI-AML3) durante 24 h en presencia (+) o ausencia (-) de la cantidad total de 0, 5 nMol de TM en 
una relación e:t de 1:1. Se determinó el número de células diana vivas positivas excepto Alexa eFluor 674 
negativas mediante citometría de flujo usando un analizador MACSQuant®. 55 
[0066] En una realización adicional, la figura 11 representa diagramas que muestran la fármaco-cinética in vivo del 

módulo diana αCD123-CD33 bi-específico. Se inyectaron ratones NSG (NOD/SCID IL2Ry-/-) con 250 mg/g de peso 
corporal de TM αCD123-CD33 ya por vía intravenosa (i.v. en la figura 11A) ya intra-peritoneal (i.p. en la figura 11B) y 
se tomaron muestras de suero en el momento indicado. Se usó un ELISA de captura para determinar la 
concentración de TM en las muestras. El resultado muestra la media y la desviación estándar (n = 3). El deterioro a 60 
mitad de vida se determinó para inyección i.v., usando un modelo de deterioro exponencial de una fase (software 
GraphPad Prism). 
[0067] En una realización adicional, se proporciona una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un 

receptor de antígeno quimérico universal de acuerdo con SEQ. ID 1. La secuencia de ácido nucleico aislada que 
codifica un péptido líder IL-2m humano de acuerdo con SEQ. ID 2, una cadena pesada de la región variable anti - La 65 
5B9 humanizada de acuerdo con SEQ. ID 3, una cadena ligera de región variable anti-La 5B9 humanizada de 
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acuerdo con SEQ. ID 4, un epítopo de La 7B6 según la SEQ. ID 5, un CD28 humano de acuerdo con SEQ. ID 6 a 8, 
incluyendo una parte extracelular de CD28 humana con motivo de unión mutado de acuerdo con SEQ. ID 6, un 
dominio transmembrana CD28 según la SEQ. ID 7, y una parte intracelular de CD28 humano incluyendo un motivo 
de internalización mutado de acuerdo con SEQ. ID 8 y un dominio intracelular CD3zeta humano según SEQ. ID 9. 
[0068] El producto de la expresión proteica de la secuencia de ácido nucleico aislada de acuerdo con SEQ. ID 1 se 5 

puede obtener en SEQ. ID 27. La secuencia de ácido nucleico de la cadena pesada de región variable de anti-La 
5B9 humanizada según SEQ. ID3 codifica una proteína de acuerdo con SEQ. ID 33, mientras que la cadena ligera 
de la región variable anti-La 5B9 humanizada de acuerdo con SEQ. ID 4 codifica una proteína de acuerdo con SEQ. 
ID 34. 
[0069] La secuencia de ácido nucleico del epítopo humano de La 7B6 según la SEQ. ID 5 codifica para un dominio 10 

de proteína de acuerdo con SEQ. ID 35. 
[0070] En una realización adicional de la invención, en la SEQ. ID 10, se proporciona una secuencia de ácido 

nucleico aislada que codifica un módulo diana con una porción de unión a antígenos específicos de próstata PSCA. 
La secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un péptido líder IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una 
cadena ligera humanizada de un scFv anti-PSCA de acuerdo con SEQ. ID 12, una cadena pesada humanizada de 15 
un scFv anti-PSCA de acuerdo con SEQ. ID 13, un epítopo La 5B9 según la SEQ. ID 14, un marcador Myc de 
acuerdo con SEQ. ID 15 y un marcador His según la SEQ. ID 16. 
[0071] El producto de la expresión proteica del ácido nucleico según la SEQ. ID 10 se puede obtener a partir de 

SEQ. ID La secuencia de ácido nucleico de la cadena ligera humanizada de un scFv anti-PSCA de acuerdo con 
SEQ. ID 12 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 36, mientras que la cadena pesada 20 
humanizada de un scFv anti-PSCA según la SEQ. ID 13 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 37. 
El epítopo de La 5B9 de acuerdo con SEQ. ID 14 codifica una proteína de acuerdo con SEQ. ID 44. 
[0072] En una realización adicional de la invención, en la SEQ. ID 17 se proporciona una secuencia de ácido 

nucleico aislada que codifica un módulo diana con una porción de unión a antígenos específicos de próstata PSMA. 
La secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un péptido líder IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una 25 
cadena pesada humanizada de un scFv anti-PSMA de acuerdo con SEQ. ID 18, una cadena ligera humanizada de 
un scFv anti-PSMA de acuerdo con SEQ. ID 19, un epítopo de La 5B9 según la SEQ. ID 14, un marcador Myc de 
acuerdo con SEQ. ID 15 y un marcador His según la SEQ. ID 16. 
[0073] El producto de la expresión proteica del ácido nucleico según la SEQ. ID 17 se puede obtener a partir de 

SEQ. ID 29. La secuencia de ácido nucleico de la cadena pesada humanizada de un scFv anti-PSMA de acuerdo 30 
con SEQ. ID18 codifica para un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 38, mientras que la cadena ligera 
humanizada de un scFv anti-PSMA según la SEQ. ID 19 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 
39. El epítopo de La 5B9 según la SEQ. ID 14 codifica a una proteína de acuerdo con SEQ. ID 44. 
[0074] En una realización adicional de la invención, en la SEQ. ID 20 se proporciona una secuencia de ácido 

nucleico aislada que codifica un módulo diana con una porción de unión a antígeno anti-CD33. La secuencia de 35 
ácido nucleico aislada que codifica un péptido líder IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una cadena ligera 
humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 21, una cadena pesada humanizada de un scFv anti-
CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22, un epítopo de La 5B9 según la SEQ. ID, 14 un marcador Myc según SEQ. ID 15 
y un marcador His según SEQ. ID 16. 
[0075] El producto de expresión proteica del ácido nucleico según la SEQ. ID 20 se puede obtener a partir de SEQ. 40 

ID 30. La secuencia de ácido nucleico de la cadena ligera humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. 
ID 21 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 40, mientras que la cadena pesada humanizada de 
un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 41. El 
epítopo de La 5B9 según la SEQ. ID 14 codifica una proteína de acuerdo con SEQ. ID 44. 
[0076] En una realización adicional de la invención, en la SEQ. IDv23, se proporciona una secuencia de ácido 45 

nucleico aislada que codifica un módulo diana con una porción de unión para antígeno anti-CD123. La secuencia de 
ácido nucleico aislada que codifica un péptido líder IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una cadena pesada 
humanizada de un scFv anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 24, una cadena ligera humanizada de un scFv anti-
CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25, un epítopo de La 5B9 según SEQ. ID 14, un marcador Myc de acuerdo con 
SEQ. ID 15 y un marcador His según SEQ. ID 16. 50 
[0077] El producto de la expresión proteica del ácido nucleico según la SEQ. ID 23 se puede obtener de SEQ. ID 31. 

La secuencia de ácido nucleico de la cadena pesada humanizada de un scFv anti-CD123 según la SEQ. ID 24 
codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 42, mientras que la cadena ligera humanizada de un scFv 
anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 43. El epítopo de 
La 5B9 según SEQ. ID 14 codifica una proteína de acuerdo con SEQ. ID 44. 55 
[0078] En una realización adicional de la invención, en la SEQ. ID 26, se proporciona una secuencia de ácido 

nucleico aislada que codifica un módulo diana con una porción de unión para antígeno anti-CD123-anti-CD33. La 
secuencia de ácido nucleico aislada que codifica un péptido líder IgGkappa de acuerdo con SEQ. ID 11, una cadena 
pesada humanizada de un scFv anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 24, una cadena ligera humanizada de un scFv 
anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25, un epítopo de La 5B9 según la SEQ. ID 14, una cadena pesada 60 
humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22, una cadena ligera humanizada de un scFv anti-
CD33 de acuerdo con SEQ. ID 21, un marcador Myc de acuerdo con SEQ. ID 15 y un marcador His según SEQ. ID 
16. 
[0079] El producto de expresión proteica del ácido nucleico según la SEQ. ID 26 se puede obtener a partir de SEQ. 

ID 32. La secuencia de ácido nucleico de la cadena pesada humanizada de un scFv anti-CD123 según SEQ. ID 24 65 
codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 42, mientras que la cadena ligera humanizada de un scFv 
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anti-CD123 de acuerdo con SEQ. ID 25 codifica un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 43. El epítopo de 
La 5B9 según la SEQ. ID 14 codifica una proteína de acuerdo con SEQ. ID 44. La secuencia de ácido nucleico de la 
cadena pesada humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 22 codifica un dominio de proteína de 
acuerdo con SEQ. ID 41, mientras que la cadena ligera humanizada de un scFv anti-CD33 de acuerdo con SEQ. ID 
21 codifica para un dominio de proteína de acuerdo con SEQ. ID 40. 5 
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Listado de secuencias 
[0080] 
<110> GEMoaB Monoclonals GmbH 
<120> Antígeno quimérico universal que expresa células inmunes para direccionamiento de antígenos múltiples 
diferentes y procedimiento fabricarlo y utilización del mismo para tratamiento de cáncer, infecciones y enfermedades 5 
autoinmunes  
<130> 01281P0002EP 
<160> 44 
<170> Versión 3.5 Patentln 
<210> 1 10 
<211> 2685 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia ADN quimérico ratón/humano 15 
<400>1 
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<210> 2 
<211> 60 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 
<400> 2 
atgcgccgca tgcagctgct gcttctgatc gctctgagcc tggctcttgt gaccaactct 60 
<210> 3 
<211> 360 10 
<212> ADN 
<213> ratón 
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<400> 3 

 
<210> 4 
<211> 336 
<212> ADN 5 
<213> ratón 
<400> 4 

 
<210> 5 
<211> 60 10 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens  
<400> 5 
ctggagaagg aggccctgaa gaagatcatc gaggatcagc aggaggctct gaacaagtgg      60 
 15 
<210> 6 
<211> 399 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
<400> 6 20 

 
<210> 7 
<211> 81 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 25 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 123 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 5 
<400> 8 

 
<210> 9 
<211> 327 
<212> ADN 10 
<213> Homo sapiens 
<400> 9 

 
<210> 10 
<211> 981 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia ADN quimérico ratón/humano 
<400> 10 20 
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<210> 11 
<211> 63 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 5 
<400> 11 

 
<210> 12 
<211> 321 
<212> ADN 10 
<213> ratón 
<400> 12 

 
<210> 13 
<211> 366 15 
<212> ADN 
<213> ratón 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 30 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 5 
<400> 14 
aaacccctac ctgaagtgac tgatgagtat 30 
<210> 15 
<211> 30 
<212> ADN 10 
<213> Homo sapiens 
<400> 15 
gaacaaaaac tcatctcaga agaggatctg 30 
<210> 16 
<211> 18 15 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 
<400> 16 
catcatcatc atcatcat 18 
<210> 17 20 
<211> 909 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> constructo ADN quimérico humano/ratón 25 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 345 
<212> ADN 
<213> ratón 5 
<400> 18 

 
<210> 19 
<211> 321 
<212> ADN 10 
<213> ratón 
<400> 19 

 
<210> 20 
<211> 972 15 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia ADN quimérico ratón/humano 
<400> 20 20 
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<210> 21 
<211> 318 
<212> ADN 
<213> ratón 5 
<400> 21 

 
<210> 22 
<211> 360 
<212> ADN 10 
<213> ratón 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 963 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Secuencia ADN quimérico ratón/humano 
<400> 23 

 
<210> 24 10 
<211> 357 
<212> ADN 
<213> ratón 
<400> 24 
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<210> 25 
<211> 339 
<212> ADN 
<213> ratón 5 
<400> 25 

 
<210> 26 
<211> 1671 
<212> ADN 10 
<213> Secuencia artificial 
<220> 
<223> Secuencia ADN quimérico ratón/humano 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 894 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> proteína de fusión quimérica ratón/humano 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 326 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Proteína de fusión quimérica ratón/humano 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 302 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Proteína de fusión quimérica ratón/humano 
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<400> 29 
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<210> 30 
<211> 323 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial  5 
<220> 
<223> Constructo quimérico 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 320 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 5 
<220> 
<223> Proteína de fusion quimérica ratón/humano 
<400> 31 
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<210> 32 
<211> 556 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial  5 
<220> 
<223> Proteína de fusion quimerica ratón/humano 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 120 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 33 
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<210> 34 
<211> 112 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 34 
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<210> 35 
<211> 20 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
<400> 35 

 
<210> 36 
<211> 107 
<212> PRT 10 
<213> ratón 
<400> 36 
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<210> 37 
<211> 122 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 37 
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<210> 38 
<211> 115 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 38 
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<210> 39 
<211> 107 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 39 
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<210> 40 
<211> 106 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 40 

 
<210> 41 
<211> 120 
<212> PRT 10 
<213> ratón 
<400> 41 
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<210> 42 
<211> 119 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 42 
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<210> 43 
<211> 113 
<212> PRT 
<213> ratón 5 
<400> 43 
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<210> 44 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 5 
<400> 44 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Ácido nucleico que codifica un receptor quimérico universal, en el que el receptor comprende tres dominio, 
donde 
- el primer dominio es una dominio de unión a marcador, 5 
- el segundo dominio es una bisagra extracelular y un dominio de transmembrana y  
- el tercer dominio es un dominio de transducción de señal 
en el que el dominio de unión a marcador está unido a un marcador derivado de una proteína nuclear humana en el que el 
marcador es un epítopo lineal corto E5B9 de la proteína nuclear humana La y en el que el dominio de unión a marcador 
es un anticuerpo o un fragmento de unión a antígeno del mismo y donde el dominio de unión a marcador está unido al 10 
epítopo La 5B9 respectivo. 
   

2. Ácido nucleico de acuerdo con la reivindicación 1, en el que el fragmento de unión a antígeno es un scFv 
de epítopo anti-La codificado por SEQ. ID 3 y 4. 
 15 
3. Ácido nucleico de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 o 2, donde la región de transmembrana y de 
bisagra se selecciona entre regiones de transmembrana y de bisagra de molécula CD28 humana, cadena 
CD8a, receptores de célula NK, grupo asesino natural NKG2D o partes la región constante de un anticuerpo 
así como combinaciones de diferentes dominios de transmembrana y de bisagra de los mismos. 
 20 
4. Ácido nucleico de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el dominio de transducción 
de señal se selecciona a partir de regiones citoplasmáticas de CD28, CD137 (41BB), CD134 (OX40), DAP10 y 
CD27, muerte células programada-1 (PD-1), antígeno 4 de linfocitos T citotóxicos (CTLA-4) y regiones 
citoplasmáticas de cadenas CD3, activación de células DAP12 y T que inducen receptores Fc. 
  25 
5. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el receptor comprende un cuarto dominio 
que es un segmento de enlace peptídico corto en la parte extracelular del receptor.  
 
6. Ácido nucleico según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 según la SEQ. ID 1. 
 30 
7. Módulo diana para utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria con 
mediación por un receptor de antígeno quimérico universal de un mamífero, compuesto de un fragmento de unión 
específico de una proteína de superficie celular humana o de un determinado complejo proteínico y un marcador, 
siendo el marcador el epítopo lineal corto E5B9 de la proteína nuclear humana La. 
   35 
8. Módulo diana para utilización en un procedimiento para la estimulación de respuesta inmunitaria mediada por un 
receptor de antígeno quimérico universal de mamífero según la reivindicación 7, en el que el fragmento de unión de 
módulos diana comprenden anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a antígenos de superficie CD2, 
CD3, CD4, CD8, CD10, CD19, CD20, CD22, CD23, CD33, CD38, CD44, CD52, CD99, CD123, CD274, TIM-3, 
miembros de la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico y sus mutantes, miembros de familia de 40 
receptores de efrina, antígenos específicos de próstata PSCA o PSMA, antígenos embrionarios, miembros de la 
familia de factores de crecimiento endotelial vascular, la molécula de adhesión de célula epitelial EpCAM, 
alfafetoproteína AFP, miembros de la familia de proteínas mucínicas, el receptor hormonal estimulante de folículos, 
el antígeno asociado con el melanoma humano de alta masa molecular, la proteína de unión de folatos FBP, 
receptor a-folato, ligandos del receptor NKG2D, miembros de la familia de epitelios glicoproteínicos, 45 
disialogangliósidos, miembros de la familia de la anhidrasa carbónica, miembros de la familia de antígeno 
carbohidratos, miembros de la familia Rho de GTPasas, miembros proteínas del grupo de alta movilidad y mutantes 
de las mismas y en donde el fragmento de unión de módulos diana están compuestos por las cadenas alfa y beta o 
gamma y delta de un receptor de células T o fragmentos del mismo, en particular receptores derivados de 
receptores de células T auto-reactivos, en los que estos fragmentos de unión derivados de receptores de células T 50 
reconocen y se unen a los péptidos presentados por los complejos proteínicos de antígeno de leucocitos humanos 
de clase I y II. 
 
9. Módulo diana para utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria mediada por 
un receptor de antígeno quimérico universal de un mamífero según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8, en el 55 
que el fragmento de unión de módulos diana comprende ligandos a proteínas y complejos proteínicos que se unen a 
receptores de citocinas, ligandos del receptor NKG2D o ligandos a miembros de la familia de EGFR. 
 

10. Módulo diana para utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria mediada 
por un receptor de antígeno quimérico universal de un mamífero según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en 60 
el que el fragmento de unión de módulos diana comprende especificidades de antígeno bi- y multi-específicas, 
incluido la unión al antígeno PSCA y al antígeno PSMA, al antígeno CD19 y CD20, al antígeno CD19, CD20 y CD22, 
al antígeno CD33 y CD123, CD33 y CD99, CD33 y TIM-3, erb-1 y -2, PSCA y erb-2. 
 
11. Módulo diana para utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria mediada 65 
por un receptor de antígeno quimérico universal de un mamífero de acuerdo con una cualquiera de las 
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reivindicaciones 7 a 10, en el que el fragmento de unión de módulos diana comprende anticuerpos o fragmentos de 
los mismos que se unen al antígeno La, preferiblemente de acuerdo con SEQ. ID 28, 29, 30, 31 y 32. 
 
12. Ácido nucleico que codifica un módulo diana como el definido en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, 
preferiblemente con una secuencia de acuerdo con SEQ. ID. 10, 17, 20, 23 y 26, para utilización en un 5 
procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria mediada por un receptor de antígeno quimérico 
universal en un mamífero. 
 
13. Célula o vector que comprende un ácido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6. 
 10 
14. Célula según la reivindicación 13, en la que dicha célula se selecciona del grupo de células inmunes que 
comprende una célula T, una célula asesina natural, un linfocito T citotóxico y una célula T reguladora. 
 
15. Kit que comprende: 
un vector de acuerdo con la reivindicación 13 y 15 
un módulo diana como el definido en cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11 y/o un vector que comprende 
un ácido nucleico como el definido en la reivindicación 12. 
 
16. Célula según cualquiera de las reivindicaciones 13 o 14 y el módulo diana como se define en cualquiera de las 
reivindicaciones 7 a 11 para utilización en un procedimiento para la estimulación de una respuesta inmunitaria 20 
mediada por un receptor de antígeno quimérico universal en un mamífero. 

ES 2 688 035 T3

 



 

55 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

56 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

57 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

58 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

59 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

60 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

61 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

62 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

63 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

64 
 

 

ES 2 688 035 T3

 



 

65 
 

REFERENCIAS CITADAS EN LA DESCRIPCIÓN 
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