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DESCRIPCIÓN

Composiciones de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T

Antecedentes de la invención5

Campo de la invención

La invención se refiere a linfocitos T deficientes en TCR, a métodos para fabricar y utilizar linfocitos T deficientes en 
TCR y a estos linfocitos T deficientes en TCR para su uso para tratar enfermedades y trastornos. La invención se 10
refiere en general a los linfocitos T deficientes en TCR, a las poblaciones aisladas de los mismos, y a las 
composiciones que comprenden los mismos. En un aspecto, dichos linfocitos T deficientes en TCR se diseñan 
además para expresar un receptor funcional no TCR. La invención también se refiere a métodos para fabricar dichos 
linfocitos T deficientes en TCR, y a dichos linfocitos T deficientes en TCR para su uso en métodos para reducir o 
mejorar, o prevenir o tratar, enfermedades y trastornos que utilizan dichos linfocitos T deficientes en TCR, 15
poblaciones de los mismos, o composiciones que comprenden los mismos.

Descripción de la técnica relacionada

La carga mundial de cáncer se duplicó entre 1975 y 2000, y se espera que el cáncer se convierta en la principal 20
causa de muerte en todo el mundo para el año 2010. Según la American Cancer Society, se proyecta que se 
duplicará de nuevo para 2020 y se triplicará para 2030. Por lo tanto, existe una necesidad de terapias más eficaces 
para tratar varias formas de cáncer. Idealmente, cualquier terapia contra el cáncer debe ser eficaz (para matar 
células cancerosas), dirigida (es decir, selectiva, para evitar la muerte de células sanas, permanente (para evitar 
recaídas y metástasis) y asequible. Los estándares actuales de atención para la mayoría de los cánceres no 25
cumplen con algunos o todos estos criterios.

Se ha demostrado que la inmunoterapia celular da como resultado la eliminación específica del tumor y tiene el 
potencial de proporcionar una terapia contra el cáncer específica y eficaz (Ho, W.Y. et al. 2003). Cancer Cell 3:1318-
1328; Morris, E.C. et al. 2003. Clin. Exp. Immunol. 131:1-7; Rosenberg, S.A. 2001. Nature 411:380-384; Boon, T. y 30
P. van der Bruggen. 1996. J. Exp. Med. 183:725-729). Los linfocitos T a menudo han sido las células efectoras de 
elección para la inmunoterapia del cáncer debido a su reconocimiento selectivo y poderosos mecanismos efectores. 
Los linfocitos T reconocen péptidos específicos procedentes de proteínas celulares internas en el contexto del propio 
complejo principal de histocompatibilidad (MHC, de sus siglas en inglés) que utiliza sus receptores de linfocitos T 
(TCR, de sus siglas en inglés).35

Se reconoce en la materia que el complejo TCR se asocia de manera precisa mediante la formación de dímeros y la 
asociación de estos dímeros (el dímero TCR-alfa/beta, CD3-gamma/épsilon, CD3-delta/épsilon y CD3-zeta) en un 
complejo TCR que se puede exportar a la superficie celular. La incapacidad de cualquiera de estos complejos para 
formarse correctamente inhibirá el ensamblaje y la expresión del TCR (Call, M.E. et al., (2007) Nature Rev. 40
Immunol., 7:841-850; Call, M.E. et al., (2005) Annu. Rev. Immunol., 23:101-125).

Se han identificado restos de aminoácidos particulares en las respectivas cadenas de TCR como importantes para la 
formación correcta de dímeros y el ensamblaje de TCR. En particular, para TCR-alfa, estos aminoácidos clave en la 
porción transmembrana son arginina (para asociación con CD3-zeta) y lisina (para asociación con el dímero CD3-45
épsilon/delta). Para TCR-beta, el aminoácido clave en la porción transmembrana es una lisina (para asociación con 
el dímero CD3-épsilon/gamma). Para CD3-gamma, el aminoácido clave en la porción transmembrana es un ácido 
glutámico. Para CD3-delta, el aminoácido clave en la porción transmembrana es un ácido aspártico. Para CD3-
epsilon, el aminoácido clave en la porción transmembrana es un ácido aspártico. Para CD3-zeta, el aminoácido 
clave en la porción transmembrana es un ácido aspártico (Call, M.E. et al., (2007) Nature Rev. Immunol., 7:841-850; 50
Call, M.E. et al., (2005) Annu. Rev. Immunol., 23:101-125).

Los péptidos procedentes de proteínas alteradas o mutadas en tumores se pueden reconocer mediante TCR 
específicos. Varios estudios clave han llevado a la identificación de antígenos asociados con tumores específicos 
que han sido capaces de inducir respuestas efectivas de linfocitos T citotóxicos (CTL, de sus siglas en inglés) en 55
pacientes (Ribas, A. et al. 2003). J. Clin. Oncol. 21:2415-2432). Los mecanismos efectores de los linfocitos T 
incluyen la capacidad de matar células tumorales directamente y la producción de citocinas que activan otras células 
inmunitarias del hospedador y cambian el microambiente tumoral local. Teóricamente, los linfocitos T podrían 
identificar y destruir una célula tumoral que expresa un único péptido mutado. La inmunoterapia adoptiva con clones 
de CTL específicos para MARTI o gp100 con dosis bajas de IL-2 ha sido eficaz en la reducción o estabilización de la 60
carga tumoral en algunos pacientes (Yee, C. et al. 2002. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:16168-16173). Otros 
enfoques utilizan linfocitos T con un receptor antitumoral definido. Estos enfoques incluyen CTL que modifican 
genéticamente con nuevos receptores de linfocitos T específicos de antígeno que reconocen péptidos tumorales y 
MHC, receptores de antígeno quimérico (CAR, de sus siglas en inglés) procedentes de fragmentos de anticuerpos 
de cadena única (scFv) acoplados a un elemento de señalización apropiado, o la utilización de receptores de células 65
NK quiméricos (Ho, W.Y. et al. 2003. Cancer Cell 3:431-437; Eshhar, Z. et al. 1993. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
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90:720-724; Maher, J. y E.T. Davies. 2004. Br. J. Cancer 91:817-821; Zhang, T. et al. 2005. Blood 106:1544-1551).

Las terapias basadas en células se utilizan en pacientes que han fallado los tratamientos convencionales de 
quimioterapia o radiación, o que han recaído, a menudo han intentado más de un tipo de terapia. Las células 
inmunitarias de pacientes con cáncer avanzado, que pueden haber pasado por rondas de quimioterapia, no 5
responden tan sólidamente como las personas sanas. Además, los pacientes con cáncer a menudo son ancianos y 
pueden sufrir otras enfermedades que pueden limitar el potencial de sus células inmunitarias para convertirse en 
células efectoras cebadas, incluso después de la activación y expansión in vitro. Además, cada paciente con cáncer 
debe proporcionar un número suficiente de sus propias células inmunitarias para que puedan ser diseñadas para 
expresar un nuevo receptor inmunitario. Debido a que cada terapia debe ser personalizada para el paciente, este 10
proceso requiere semanas desde el momento en que se toma la decisión de emprender dicha terapia; mientras 
tanto, el cáncer sigue creciendo. La publicación de solicitud de patente de EE.UU. n.º US 2002/0039576 desvela un 
método para modular la actividad de los linfocitos T, donde los linfocitos T utilizados tienen un fenotipo de CD3+-αβ-
TcR+CD4"CD8"CD28"NK1.1-. La publicación de solicitud de patente de EE.UU. n.º US 2006/0166314 desvela la 
utilización de linfocitos T mutados para tratar el cáncer donde los linfocitos T son aquellos con un receptor de 15
linfocitos T-αβ específico de la proteína MDM2 mediadora de la respuesta de los linfocitos T.

El cáncer no es la única enfermedad donde la manipulación de linfocitos T podría ser una terapia eficaz. Se sabe 
que los receptores de linfocitos T activos en los linfocitos T son críticos para la respuesta del cuerpo para estimular 
la actividad del sistema inmunitario. Por ejemplo, se ha demostrado que la diversidad de receptores de linfocitos T 20
desempeña un papel en la enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD, de sus siglas en inglés), en particular la 
GVHD crónica (Anderson et al. (2004) Blood 104: 1565-1573). De hecho, se ha demostrado que la administración de 
anticuerpos del receptor de linfocitos T reduce los síntomas de la GVHD aguda (Maeda et al. (2005) Blood 106: 749-
755).

25
Hwang et al., desvela "Reduced TCR signaling potential impairs negative selection but does not result in autoimmune 
disease" (Journal of Experimental Medicine, vol. 209, n.º 10, septiembre de 2012, páginas 1781-1795 ). Chae et al., 
desvela "Qualitatively differential regulation of T cell activation and apoptosis by T cell receptor zeta chain ITAMs and 
their tyrosine residues" (International Immunology, vol. 16, n.º 9, septiembre de 2004, páginas 1225-1236 ). Love et 
al., desvela "T cell development in mice that lack the zeta chain of the T cell antigen receptor complex" (Science, vol. 30
261, n.º 5123, 1993, páginas 918-921 ). Liu et al., desvela "Abnormal T cell development in CD3-zeta-/- mutant mice 
and identification of a novel T cell population in the intestine" (EMBO Journal, vol. 12, n.º 12, 1993, páginas 4863-
4875 ). El documento WO 2011/059836 A2 desvela composiciones de linfocitos T deficientes en el receptor de 
linfocitos T.

35
Sigue existiendo una necesidad de terapias más eficaces basadas en linfocitos T para el tratamiento de ciertas 
enfermedades y trastornos, y métodos de tratamiento basados en el diseño de nuevos tipos de linfocitos T.

Breve sumario de la invención
40

La presente invención proporciona un método para producir uno o más linfocitos T primarios humanos modificados, 
que comprende expresar en uno o más linfocitos T primarios humanos al menos una molécula inhibidora de TCR 
(TIM, de sus siglas en inglés) codificada mediante una secuencia de ácido nucleico seleccionada de las SEQ ID NO: 
72, 74, 76, y 78. La invención proporciona además un linfocito o linfocitos T primarios humanos modificados 
producidos de acuerdo con el método, una composición farmacéutica que comprende dicho linfocito o linfocitos T 45
primarios humanos modificados y dicho linfocito o linfocitos T primarios humanos modificados para su uso en 
terapia, por ejemplo, para su uso en el tratamiento de cáncer. Aún más, la presente invención proporciona un vector
para modificar linfocitos T primarios humanos que contienen un ácido nucleico que codifica el polipéptido CD3-zeta 
truncado de SEQ ID NO: 77 o 79, y un linfocito T humano que expresa el polipéptido CD3-zeta truncado de SEQ ID 
NO: 77 o 79.50

En un ejemplo, esta descripción se refiere en general a linfocitos T modificados aislados que no expresan un 
receptor de linfocitos T (TCR) funcional. En este ejemplo, los linfocitos T son deficientes en TCR en la expresión de 
un TCR funcional. En otro ejemplo de la descripción, los linfocitos T deficientes en TCR están diseñados para 
expresar un receptor funcional no TCR, tal como, por ejemplo, un receptor quimérico. Estas células también 55
funcionan como una plataforma para permitir la expresión de otros receptores de direccionamiento, por ejemplo, 
receptores que pueden ser útiles en enfermedades específicas, mientras que conservan las funciones efectoras de 
los linfocitos T, aunque sin un TCR funcional.

La descripción contempla poblaciones de linfocitos T deficientes en TCR y composiciones que comprenden los 60
mismos. La descripción también contempla métodos para producir dichos linfocitos T deficientes en TCR, y métodos 
para reducir o mejorar, o prevenir o tratar, enfermedades y trastornos que utilizan dichos linfocitos T deficientes en 
TCR, poblaciones de los mismos, o composiciones terapéuticas que comprenden los mismos. En un ejemplo, esta 
composición se puede utilizar para tratar cáncer, infección, uno o más trastornos autoinmunitarios, enfermedad por 
radiación, o para prevenir o tratar la enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD) o el rechazo del trasplante en 65
un sujeto que se somete a una cirugía de trasplante.
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Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 ilustra los receptores NK quiméricos descritos en el presente documento. Se indican las porciones 
extracelular (EC), transmembrana (TM) y citoplasmática (Cyp). Se indican formas de tipo silvestre (TS) y 
quiméricas (QU) de los receptores, donde NH2 indica el extremo N y COOH indica el extremo C.5
La Figura 2 ilustra que las TIM reducen el reconocimiento y la función de TCR en los linfocitos T humanos 
durante el cultivo con PBMC alogénicas. El panel (A) muestra que los linfocitos T transducidos con TIM 
cultivados con PMBC alogénicas tienen una reducción en la producción de IFN-γ. Se muestra la producción total
de IFN-γ. El panel (B) muestra las cantidades de IFN-γ después de restar la cantidad de IFN-γ autólogo. Este 
valor representa el IFN-γ específico producido mediante el reconocimiento de las PBMC alogénicas. La Figura 3 10
ilustra la activación de los linfocitos T que expresan TIM utilizando un receptor de direccionamiento recombinante 
para el cáncer. Los linfocitos T que expresan TIM y que expresan de forma conjunta un receptor quimérico 
NKG2D (quNKG2D), que reconoce ligandos específicos en muchos tipos de células tumorales, produjeron una 
mayor cantidad de IFN-γ tras el cultivo conjunto con células tumorales de mieloma RPMI8226. En algunos 
pocillos, se incluyó un AcM NKG2D de bloqueo para evitar que quNKG2D reconociera sus ligandos en las 15
células tumorales, y esto demuestra la respuesta específica del receptor quNKG2D en estos linfocitos T.

Descripción detallada de realizaciones preferidas

Definiciones20

Debe entenderse que esta invención no está limitada a la metodología particular, protocolos, líneas celulares, 
especies o géneros animales y reactivos descritos, ya que tales pueden variar. También debe entenderse que la 
terminología utilizada en el presente documento tiene el propósito de describir únicamente realizaciones particulares, 
y no pretende limitar el alcance de la presente invención que estará limitada únicamente por las reivindicaciones 25
adjuntas.

Como se utiliza en el presente documento, las formas singulares "un", "una" y "el/la" incluyen las referencias en 
plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "una célula" 
incluye una pluralidad de dichas células y la referencia a "la proteína" incluye una referencia a una o más proteínas y 30
equivalentes de las mismas conocidas por los expertos en la materia, y así sucesivamente. Todos los términos 
técnicos y científicos utilizados en el presente documento tienen el mismo significado que entiende comúnmente una 
persona normalmente experta en la materia a la cual pertenece esta invención, a menos que se indique claramente 
lo contrario.

35
Tal como se utiliza en el presente documento, un "linfocito T deficiente en TCR", o una frase similar, se refiere a un 
linfocito(s) T aislado que carece de expresión de un TCR funcional, siendo internamente capaz de inhibir su propia 
producción de TCR, y además donde también puede esperarse razonablemente que la progenie de dicho linfocito(s) 
T sea internamente capaz de inhibir su propia producción de TCR. La capacidad interna es importante en el contexto 
de la terapia donde las escalas de tiempo de rotación de TCR (~ horas) son mucho más rápidas que las escalas de 40
tiempo de eficacia demostrable (días-meses), es decir, se requiere capacidad interna para mantener el fenotipo 
deseado durante el período terapéutico. Esto puede, por ejemplo, lograrse por diferentes medios, como se describe 
infra, por ejemplo, mediante el diseño de un linfocito T de modo que no exprese ningún TCR funcional en su 
superficie celular, o mediante el diseño del linfocito T de modo que no exprese una o más de las subunidades que 
comprenden un TCR funcional y, por lo tanto, no produce un TCR funcional o mediante el diseño de un linfocito T de 45
modo que produzca muy poco TCR funcional en su superficie, o que exprese un TCR sustancialmente dañado, por 
ejemplo, mediante el diseño del linfocito T para que exprese formas mutadas o truncadas de una o más de las 
subunidades que comprenden el TCR, lo que hace que el linfocito T sea incapaz de expresar un TCR funcional o 
que dé como resultado una célula que exprese un TCR sustancialmente dañado. Las diferentes subunidades que 
comprenden un TCR funcional se describen infra. Se puede determinar si una célula expresa un TCR funcional 50
utilizando métodos de ensayo conocidos, como se conoce en la materia descrita en el presente documento. Por un 
"TCR sustancialmente dañado", los solicitantes significan que este TCR no provocará sustancialmente una reacción 
inmunitaria adversa en un hospedador, por ejemplo, una reacción de la GVHD.

Como se describe en detalle infra, opcionalmente estas células deficientes en TCR pueden diseñarse para que 55
comprendan otras mutaciones o transgenes, por ejemplo, mutaciones o transgenes que afectan el crecimiento o 
proliferación de linfocitos T, que den como resultado la expresión o ausencia de expresión de un gen o construcción 
de genes deseado, por ejemplo, otro receptor o una citocina u otro polipéptido inmunomodulador o terapéutico o un 
marcador seleccionable tal como un gen marcador seleccionable dominante, por ejemplo, DHFR o neomicina 
transferasa.60

"Linfocitos T alogénicos" se refiere a un linfocito T de un donante que tiene un tipo de HLA tisular que coincide con el 
receptor. Normalmente, el emparejamiento se realiza sobre la base de la variabilidad en tres o más loci del gen HLA, 
y se prefiere un emparejamiento perfecto en estos loci. En algunos casos, los donantes de trasplantes alogénicos 
pueden estar relacionados (por lo general, un hermano muy compatible con HLA), singénicos (un gemelo "idéntico" 65
monocigótico del paciente) o no relacionados (donante que no está relacionado y se ha encontrado que tiene un 
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grado muy alto de compatibilidad HLA). Los genes HLA se dividen en dos categorías (Tipo I y Tipo II). En general, 
los desapareamientos de los genes de Tipo I (es decir, HLA-A, HLA-B o HLA-C) aumentan el riesgo de rechazo del 
injerto. Un desapareamiento de un gen HLA Tipo II (es decir, HLA-DR o HLA-DQB1) aumenta el riesgo de 
enfermedad de injerto contra hospedador.

5
Tal como se utiliza en el presente documento, un "banco de linfocitos T deficientes en TCR coincidentes con el 
tejido" se refiere a diferentes composiciones que contienen cada una linfocitos T de un alotipo HLA específico que se 
convierten en deficientes en TCR de acuerdo con la descripción. Idealmente, este banco comprenderá 
composiciones que contienen linfocitos T de una amplia gama de diferentes tipos de HLA que son representativos de 
la población humana. Dicho banco de linfocitos T deficientes en TCR diseñados será útil ya que facilitará la 10
disponibilidad de linfocitos T adecuados para su uso en diferentes receptores, tales como, por ejemplo, pacientes 
con cáncer. La descripción proporciona métodos para producir un banco de linfocitos T deficientes en TCR que 
tienen diferentes haplotipos HLA. Los métodos comprenden obtener un conjunto de linfocitos T aislados que tienen 
un haplotipo HLA definido, que se determina mediante procedimientos de tipificación estándar (por ejemplo, 
anticuerpos, PCR o secuenciación de ADN) y expresar una molécula inhibitoria de TCR (TIM) en estos linfocitos T 15
que desestabilizan el complejo TCR mediante la reducción o bloqueo de la expresión de los componentes del 
complejo TCR. Esto se hace para los linfocitos T obtenidos de una variedad de individuos diferentes con diferentes 
haplotipos HLA. Esta colección de diferentes linfocitos T de donantes que expresan TIM comprende el banco de 
linfocitos T deficiente en TCR. El banco de linfocitos T comprende diferentes grupos de linfocitos T que contienen 
cada uno linfocitos T deficientes en TCR de un tipo de HLA específico. Preferentemente, el banco de linfocitos T 20
comprende una variedad de diferentes tipos de HLA, por ejemplo, al menos 10 tipos diferentes de HLA tisular, al 
menos 50 tipos diferentes de HLA tisular, al menos 100 tipos diferentes de HLA tisular. En un ejemplo, el banco de 
linfocitos T comprende linfocitos T de al menos 10 tipos diferentes de HLA tisular. En otra realización, el banco de 
linfocitos T comprende linfocitos T de al menos 100 tipos diferentes de HLA tisular.

25
Tal como se utiliza en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" es identificada mediante un 
experto en la materia como una cantidad de linfocitos T deficientes en TCR que, cuando se administra a un paciente, 
alivia los signos y/o síntomas de la enfermedad (por ejemplo, cáncer, infección o GVHD). La cantidad real que se 
administrará se puede determinar en función de los estudios realizados in vitro o in vivo donde los linfocitos T 
deficientes en TCR funcionales exhiben actividad farmacológica contra la enfermedad. Por ejemplo, los linfocitos T 30
deficientes en TCR funcionales pueden inhibir el crecimiento de células tumorales ya sea in vitro o in vivo y la 
cantidad de linfocitos T deficientes en TCR funcionales que inhibe dicho crecimiento se identifica como una cantidad 
terapéuticamente eficaz.

Una "composición farmacéutica" se refiere a una composición química o biológica adecuada para la administración a 35
un mamífero. Dichas composiciones pueden formularse específicamente para la administración mediante una o más 
de numerosas rutas, incluyendo, aunque no de forma limitativa, bucal, intraarterial, intracardial, 
intracerebroventricular, intradérmica, intramuscular, intraocular, intraperitoneal, intraespinal, intratecal, intravenosa, 
oral, parenteral, rectal, mediante un enema o supositorio, subcutánea, subdérmica, sublingual, transdérmica, y 
transmucosal. Además, la administración puede producirse mediante medio de inyección, líquido, gel, gotas, u otros 40
medios de administración.

Tal como se utiliza en el presente documento, una construcción de ácido nucleico o secuencia de ácido nucleico 
pretende significar una molécula de ADN que se puede transformar o introducir en un linfocito T y transcribirse y 
traducirse para producir un producto (por ejemplo, un receptor quimérico o una proteína suicida).45

Los ácidos nucleicos están "unidos operativamente" cuando se colocan en una relación funcional con otra secuencia 
de ácido nucleico. Por ejemplo, el ADN para una secuencia señal está unido operativamente al ADN para un 
polipéptido si se expresa como una preproteína que participa en la secreción del polipéptido; un promotor o 
potenciador está unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripción de la secuencia. En 50
general, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que se unen son contiguas, y, en el caso de un 
líder secretor, contiguas y en el marco de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen que ser contiguos. El 
enlace se logra mediante la ligadura en sitios de restricción convenientes o, alternativamente, a través de un método 
de PCR/recombinación familiar para los expertos en la materia (Gateway® Technology; Invitrogen, Carlsbad 
California). Si tales sitios no existen, los adaptadores o conectores de oligonucleótidos sintéticos se utilizan de 55
acuerdo con la práctica convencional.

La descripción contempla composiciones y métodos para reducir o mejorar, o prevenir o tratar, enfermedades o 
afecciones como el cáncer, enfermedades infecciosas, GVHD, rechazo de trasplantes, uno o más trastornos 
autoinmunitarios o enfermedad por radiación. En un ejemplo no limitativo, las composiciones se basan en el 60
concepto de proporcionar una fuente alogénica de linfocitos T humanos aislados, es decir, linfocitos T deficientes en 
TCR, que pueden fabricarse antes de la necesidad del paciente y de manera económica. La capacidad de crear un 
solo producto terapéutico en un solo sitio utilizando procesos que están bien controlados es atractiva en términos de 
consideraciones de coste y calidad. El cambio de una fuente autóloga a una alogénica para linfocitos T ofrece 
ventajas significativas. Por ejemplo, se ha estimado que un solo donante sano podría suministrar linfocitos T 65
suficientes para tratar a docenas de pacientes después de la transducción y expansión.
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Como se describe en el presente documento, se producen linfocitos T alogénicos modificados que no expresan 
receptores de linfocitos T funcionales (TCR). Debe entenderse que algunas, o incluso todas, las 
subunidades/dímeros de TCR pueden expresarse en la superficie celular, pero que el linfocito T no expresa 
suficiente TCR funcional para inducir una reacción indeseable en el hospedador. Sin TCR funcionales en su 
superficie, los linfocitos T alogénicos no pueden montar una respuesta inmunitaria no deseada a las células 5
hospedadoras. Como resultado, estos linfocitos T deficientes en TCR no pueden causar GVHD, por ejemplo, ya que 
no pueden reconocer las moléculas MHC del hospedador. Adicionalmente, estos linfocitos T deficientes en TCR 
pueden diseñarse para expresar simultáneamente receptores específicos de enfermedades funcionales, no TCR.

Como es bien conocido por un experto en la materia, hay varios métodos fácilmente disponibles para aislar linfocitos 10
T alogénicos de un sujeto. Por ejemplo, utilizando la expresión de marcador de superficie celular o utilizando kits 
disponibles comercialmente (por ejemplo, ISOCELL ™ de Pierce, Rockford, Ill.).

Para el tratamiento del cáncer, el enfoque abarca la producción de un conjunto aislado de linfocitos T efectores
deficientes en TCR, por ejemplo, de un alotipo tisular deseado que no expresa una forma funcional de sus TCR 15
endógenos o que expresa niveles sustancialmente reducidos de TCR endógeno en comparación con linfocitos T de 
tipo silvestre de manera que no provocan una respuesta inmunitaria tras la administración (como la GVHD), sino que 
expresan un receptor funcional no TCR que reconoce las células tumorales, o expresan otro polipéptido que no 
ataca de manera apreciable, o no del todo, a células no asociadas a la enfermedad, por ejemplo, células normales 
(no tumorigénicas) que no expresan el antígeno o ligando reconocido por el receptor específico del tumor o que 20
expresan dicho antígeno o ligando a niveles reducidos con relación a las células tumorales. Los expertos en la 
materia entenderán que ciertos antígenos asociados a tumores se expresan en tejidos no cancerosos, pero son 
dianas terapéuticas viables en un hospedador portador de tumores. Con respecto a esto, los expertos en la materia 
entienden generalmente que ciertos receptores específicos de tumores, no TCR, se expresan en tejidos no 
cancerosos, pero son dianas terapéuticas viables en un hospedador portador de tumores, ya que pueden expresarse 25
a unos niveles significativamente reducidos en células normales que en tumorales.

Aunque no es necesario para la mayoría de los usos terapéuticos de los linfocitos T deficientes en TCR del sujeto, 
en algunos casos puede ser deseable eliminar algunos o todos los linfocitos T del donante del hospedador poco 
después de que hayan mediado su efecto antitumoral. Esto puede facilitarse mediante el diseño de los linfocitos T 30
para expresar receptores o marcadores adicionales que faciliten su eliminación y/o identificación en el hospedador, 
tal como GFP y similares. Si bien la presente descripción debe eliminar sustancialmente cualquier posibilidad de 
GVHD u otra reacción inmunitaria adversa en el receptor, esto puede ser deseable en algunos individuos. Esto no 
debería comprometer la eficacia, ya que ya se ha demostrado que los linfocitos T del donante no necesitan 
permanecer mucho tiempo en el hospedador para que se inicie un efecto antitumoral a largo plazo (Zhang, T., et al. 35
2007. Cancer Res. 67:11029-11036; Barber, A. et al. 2008. J. Immunol. 180:72-78).

En un ejemplo, las construcciones de ácido nucleico introducidas en linfocitos T modificados por ingeniería genética 
contienen además un gen suicida como la timidina quinasa (TK, de sus siglas en inglés) del virus HSV (herpesvirus) 
tipo I (Bonini, et al. (1997) Science 276: 1719-1724), un "gen suicida artificial" basado en Fas (Thomis, et al. (2001) 40
Blood 97: 1249-1257), o el gen de la citosina desaminasa de E. coli que se activan mediante ganciclovir, AP1903 o 
5-fluorocitosina, respectivamente. El gen suicida se incluye ventajosamente en la construcción de ácido nucleico 
para proporcionar la oportunidad de extirpar los linfocitos T transducidos en caso de toxicidad y destruir la 
construcción quimérica una vez que se haya reducido o eliminado un tumor. La utilización de genes suicidas para 
eliminar células transformadas o transducidas es bien conocido en la materia. Por ejemplo, Bonini, et al. ((1997) 45
Science 276: 1719-1724) enseñan que los linfocitos del donante transducidos con el gen suicida HSV-TK 
proporcionan actividad antitumoral en pacientes de hasta un año y la eliminación de las células transducidas se logra 
utilizando ganciclovir. Además, González, et al. ((2004) J. Gene Med. 6:704-711) describen la orientación del 
neuroblastoma con clones de linfocitos T citotóxicos modificados genéticamente para expresar un inmunorreceptor 
quimérico scFvFc:zeta específico para un epítopo en L1-CAM, donde la construcción expresa además el gen suicida 50
de la higromicina timidina quinasa (HyTK) para eliminar los clones transgénicos.

Se contempla que el gen suicida se puede expresar a partir del mismo promotor que el ARNhc, el minigen o el 
receptor no TCR, o de un promotor diferente. En general, sin embargo, las secuencias de ácido nucleico que 
codifican la proteína suicida y el ARNhc, el minigen o el receptor no TCR residen en la misma construcción o vector. 55
La expresión del gen suicida a partir del mismo promotor que el ARNhc, el minigen o el receptor no TCR se puede 
lograr utilizando cualquier sitio de entrada al ribosoma interno (IRES, de sus siglas en inglés) bien conocido. Las 
secuencias de IRES adecuadas que se pueden utilizar en la construcción de ácido nucleico incluyen, pero no se 
limitan a, IRES de EMCV, c-myc, FGF-2, poliovirus y HTLV-1. Solo a modo de ilustración, una construcción de ácido 
nucleico para expresar un receptor quimérico puede tener la siguiente estructura: promotor -> receptor quimérico -> 60
IRES -> gen suicida. Como alternativa, el gen suicida se puede expresar desde un promotor diferente al del receptor 
quimérico (por ejemplo, promotor 1-> receptor quimérico -> promotor 2-> gen suicida).

Debido a la amplia aplicación de los linfocitos T para terapias celulares, y la naturaleza mejorada de los linfocitos T 
de la invención, la presente invención abarca cualquier método o composición donde los linfocitos T sean 65
terapéuticamente deseables. Tales composiciones y métodos incluyen aquellos para reducir o mejorar, o prevenir o 
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tratar cáncer, GVHD, rechazo de trasplantes, infección, uno o más trastornos autoinmunitarios, enfermedad por 
radiación u otras enfermedades o afecciones que se basan en la utilización de linfocitos T procedentes de una fuente 
alogénica que carece de expresión de TCR funcionales.

Como se indica, las realizaciones adicionales de la invención abarcan la expresión recombinante de receptores en 5
dichos linfocitos T deficientes en TCR, tales como NKG2D quimérico, dominios Fv quiméricos, NKG2D, o cualquier 
otro receptor para iniciar señales a los linfocitos T, creando así linfocitos T efectores específicos y potentes. Un 
experto en la materia puede seleccionar el receptor apropiado para ser expresado por el linfocito T deficiente en 
TCR basándose en la enfermedad a tratar. Por ejemplo, los receptores que se pueden expresar mediante los
linfocitos T deficientes en TCR para el tratamiento del cáncer incluirían cualquier receptor en un ligando que se haya 10
identificado en las células cancerosas. Dichos receptores incluyen, pero no se limitan a, NKG2D, NKG2A, NKG2C, 
NKG2F, LLT1, AICL, CD26, NKRP1, NKp30, NKp44, NKp46, CD244 (2B4), DNAM-1 y NKp80.

En otra realización de la invención, dichos receptores incluyen, pero sin limitación, receptores quiméricos que 
comprenden un dominio de unión a ligando obtenido de NKG2D, NKG2A, NKG2C, NKG2F, LLT1, AICL, CD26, 15
NKRP1, NKp30, NKp44, NKp46, CD244 (2B4), DNAM-1 y NKp80, o un anticuerpo antitumoral tal como anti-Her2neu 
o anti-EGFR, y un dominio de señalización obtenido de CD3-zeta, Dap10, CD28, 41BB y CD40L. Un ejemplo de 
receptor quimérico es chNKG2D, en el que el NKG2D está unido al dominio citoplásmico de CD3zeta y se asocia 
con Dap10 para proporcionar señales de activación primarias y secundarias a los linfocitos T (Zhang, T. et al. 2006). 
Cancer Res. 66(11): 5927-5933). En una realización de la invención, el receptor quimérico se une a MIC-A, MIC-B, 20
Her2neu, EGFR, mesotelina, CD38, CD20, CD19, PSA, MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5AC, MUC5B, 
MUC6, MUC7, MUC8, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC19, MUC20, receptor de estrógeno, receptor 
de progesterona, RON, o uno o más miembros de la familia ULBP/RAET1, incluyendo ULBP1, ULBP2, ULBP3, 
ULBP4, ULBP5 y ULBP6.

25
En los usos médicos de la presente invención, a un paciente que padece cáncer, GVHD, rechazo de trasplantes, 
infección, uno o más trastornos autoinmunitarios o enfermedad por radiación se le debe administrar una cantidad 
terapéuticamente eficaz de una composición que comprende dichos linfocitos T deficientes en TCR. En otra 
realización de la invención, debe administrarse una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición que 
comprende dichos linfocitos T deficientes en TCR para prevenir, tratar o reducir la GVHD, el rechazo del trasplante o 30
el cáncer.

Métodos para producir linfocitos T deficientes en TCR

Los linfocitos T que carecen de forma estable de la expresión de un TCR funcional de acuerdo con la invención 35
pueden producirse utilizando una variedad de enfoques. Los linfocitos T internalizan, clasifican y degradan todo el 
receptor de linfocitos T como un complejo, con una semivida de aproximadamente 10 horas en linfocitos T en reposo 
y 3 horas en linfocitos T estimulados (von Essen, M. et al. 2004). J. Immunol. 173:384-393). El correcto 
funcionamiento del complejo TCR requiere la relación estequiométrica propia de las proteínas que componen el 
complejo TCR. La función del TCR también requiere dos proteínas zeta TCR funcionales con motivos ITAM. La 40
activación del TCR tras el acoplamiento de su ligando MHC-péptido requiere el compromiso de varios TCR en el 
mismo linfocito T, que todos deben indicar correctamente. Por lo tanto, si un complejo TCR se desestabiliza con 
proteínas que no se asocian adecuadamente o no pueden emitir una señal óptima, el linfocito T no se activará lo 
suficiente como para comenzar una respuesta celular.

45
Los métodos incluyen la expresión de moléculas inhibidoras de TCR (TIM) en linfocitos T para desestabilizar el 
complejo TCR mediante el bloqueo de la expresión de componentes esenciales del complejo TCR y/o la interrupción 
de la expresión o función de TCR. Hay varias clases de TIM, que incluyen, pero sin limitación a, ARN de horquilla 
corta (ARNhc) y proteínas inhibidoras negativas dominantes, por ejemplo, proteínas truncadas que carecen de 
importantes motivos de señalización; proteínas de fusión KIR que promueven señales inhibidoras; y proteínas con 50
mutaciones que interrumpen la asociación adecuada con otros componentes del TCR y/o la señalización adecuada.
En general, los TIM se pueden utilizar para generar linfocitos T deficientes en TCR mediante el impedimento de la 
expresión de cualquiera o muy poco de TCR funcional en la superficie celular, y/o promueven la expresión de un 
TCR sustancialmente dañado en la superficie celular.

55
Los resultados en los ejemplos experimentales infra, demuestran que la expresión o función de TCR se puede 
interrumpir o eliminar utilizando TIM, por ejemplo, ARNhc y/o inhibidores dominantes negativos, produciendo así 
linfocitos T deficientes en TCR. Tales líneas celulares deficientes en TCR son muy adecuadas para su uso en 
terapias basadas en linfocitos T para el tratamiento del cáncer y otras enfermedades y trastornos, como se describe 
a continuación.60

En un ejemplo, la expresión de TCR se elimina utilizando ARN de horquilla corta (ARNhc) que se dirige a los ácidos 
nucleicos que codifican TCR específicos (por ejemplo, TCR-α y TCR-β) y/o cadenas de CD3 (por ejemplo, CD3 zeta) 
en linfocitos T primarios. Mediante el bloqueo de la expresión de una o más de estas proteínas, el linfocito T ya no 
producirá uno o más de los componentes clave del complejo TCR, desestabilizando así el complejo TCR y evitando 65
la expresión en la superficie celular de un TCR funcional. Aunque algunos complejos TCR se pueden reciclar a la 
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superficie celular, el ARNhc evitará que la nueva producción de proteínas de TCR dé lugar a la degradación y la 
eliminación de todo el complejo TCR, lo que dará como resultado la producción de un linfocito T con una deficiencia 
estable en la expresión del TCR funcional.

La expresión de los ARNhc en linfocitos T primarios se puede lograr utilizando cualquier sistema de expresión 5
convencional, por ejemplo, un sistema de expresión lentiviral. Aunque los lentivirus son útiles para el 
direccionamiento de linfocitos T primarios en reposo, no todos los linfocitos T expresarán los ARNhc. Algunos de 
estos linfocitos T pueden no expresar cantidades suficientes de los ARNhc para permitir una inhibición suficiente de 
la expresión de TCR para alterar la actividad funcional del linfocito T. Por lo tanto, los linfocitos T que conservan la 
expresión de TCR de moderada a alta después de la transducción viral se pueden eliminar, por ejemplo, mediante 10
técnicas de separación o clasificación celular, de manera que los linfocitos T restantes sean deficientes en TCR o 
CD3 en la superficie celular, lo que permite la expansión de una población aislada de linfocitos T deficientes en la 
expresión de TCR o CD3 funcional.

Los ARNhc dirigidos a modo de ejemplo se han diseñado para componentes clave del complejo TCR como se 15
establece a continuación (Tabla 1).

Tabla 1

Diana
Base de la 

diana
Secuencia del ARNhc

% de 
GC

SEQ ID NO:

TCR-β

18a 52 1

21a 52 2

48a 48 3

54a 44 4

TCR-α

3b 52 5

76b 52 6

01b 48 7

07b 44 8

89c 52 9

27c 40 10

62c 40 11

45 48 12

52 13

52 14

48 15

CD3-ε

52 16

52 17

38 18

38 19

48 20

48 21

52 22

31 23

45 24

45 25

48 26

CD3-δd

38 27

43 28

43 29

48 30

38 31
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Diana
Base de la 

diana
Secuencia del ARNhc

% de 
GC

SEQ ID NO:

38 32

52 33

48 34

43 35

48 36

52 37

48 38

52 39

52 40

CD3-γe

43 41

48 42

38 43

48 44

43 45

52 46

43 47

43 48

52 49

43 50

45 51

55 52

48 53

48 54

CD3-ζ f.

68

69

70

71

a Con referencia al número de acceso EU030678.
b Con referencia al número de acceso AY247834.
c Con referencia al número de acceso NM_000733.
d Con referencia al número de acceso NM_000732.
e Con referencia al número de acceso NM_000073.
f Con referencia al número de acceso NM-000734.

Los ARNm de TCR-alfa, TCR-beta, TCR-gamma, TCR-delta, CD3-gamma, CD3-delta, CD3-épsilon o CD3-zeta se 
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pueden dirigir por separado o juntos utilizando una variedad de ARNhc de direccionamiento. Las cadenas TCR-β y 
TCR-α están compuestas de porciones variables y constantes. Se han diseñado varios ARNhc dirigidos para las 
porciones constantes de estas secuencias TCR/CD3. Se puede utilizar uno o una combinación de ARNhc para cada 
diana molecular para identificar el inhibidor más eficaz de la expresión de TCR. Utilizando los protocolos 
establecidos, cada construcción de ARNhc se clona en, por ejemplo, un plásmido pLko.1 o vector pSMc2, con la 5
expresión controlada mediante un promotor que se utiliza rutinariamente en la materia, por ejemplo, el promotor U6p. 
La construcción resultante se puede seleccionar y confirmar para su precisión mediante secuenciación. El plásmido 
de expresión del ARNhc se puede luego transfectar en cualquier célula hospedadora adecuada (por ejemplo, 293T), 
junto con un plásmido de empaquetamiento y un plásmido de envoltura para empaquetar. Se aíslan células 
mononucleares de sangre periférica humana primarias (PBMC) de donantes sanos y se activan con anti-CD3 soluble 10
a dosis bajas y, por ejemplo, rhuIL-2 de 25 U/ml a 50 U/ml, durante 72 horas. Aunque no es necesario activar los 
linfocitos T para la transducción retroviral, la transducción funciona de manera más eficaz y permite que las células 
continúen expandiéndose en la IL-2. Las células activadas se lavan y se transducen, por ejemplo, utilizando una 
centrifugación de 1 hora a 30 °C, seguida de un período de descanso de 7 horas.

15
En otro ejemplo, la sobreexpresión de una proteína inhibidora negativa dominante es capaz de interrumpir la 
expresión o función de TCR. En este ejemplo, un minigen que incorpora parte, o la totalidad, de un polinucleótido 
que codifica para uno de los componentes del TCR (por ejemplo, TCR-alfa, TCR-beta, CD3-gamma, CD3-delta, 
CD3-epsilon o CD3-zeta) se prepara, pero se modifica de manera que: (1) carece de motivos de señalización clave 
(por ejemplo, una ITAM) necesarios para la función de la proteína; (2) se modifica para que no se asocie 20
correctamente con sus otros componentes naturales de TCR; o (3) puede asociarse correctamente pero no se une a 
los ligandos (por ejemplo, un minigen de TCR beta truncado). Además, el minigen puede modificarse para incluir un 
motivo de señal inhibidora, por ejemplo, un dominio citoplásmico de una proteína KIR, que altera la señalización 
celular y promueve señales inhibidoras a través del reclutamiento de fosfatasas, por ejemplo, SHP1 y SHP2.

25
Estos minigenes también pueden codificar una porción de una proteína que sirve como medio para identificar el 
minigen sobreexpresado. Por ejemplo, los polinucleótidos que codifican una proteína CD19 truncada, que contiene el 
sitio de unión para los AcM anti-CD19, se pueden unir operativamente al minigen de modo que la célula resultante 
que expresa el minigen expresará la proteína codificada y se pueda identificar con AcM anti-CD19. Esta 
identificación permite determinar la extensión de la expresión de minigenes y aislar células que expresan esta 30
proteína (y, por lo tanto, carecen de un TCR funcional).

En un ejemplo, la sobreexpresión de un minigen que carece de motivos de señalización conduce a un complejo TCR 
que no puede señalar correctamente cuando el TCR está activado mediante su ligando MHC-péptido en una célula 
opuesta. En un ejemplo no limitativo, la alta expresión de este minigen (y el polipéptido codificado) compite con la 35
proteína completa natural cuando los componentes del TCR se asocian, lo que resulta un complejo TCR que no 
puede señalar. En otro ejemplo, el minigen comprende o, alternativamente, consiste en, un polinucleótido que 
codifica los polipéptidos completos o parciales de CD3-zeta, CD3-gamma, CD3-delta o CD3-épsilon que carecen de 
los motivos ITAM requeridos para la señalización. La proteína CD3-zeta contiene tres motivos ITAM en la porción 
citoplásmica, y en la invención, la eliminación de todos estos a través del truncamiento inhibe la señalización del 40
TCR adecuada en cualquier complejo donde se incorpore esta proteína modificada. Véase, por ejemplo, TIM5-8 en 
la Tabla 2, que corresponde a las SEQ ID NO: 72-79. La construcción puede incorporar ITIM u otros motivos de 
señalización, que se sabe que alteran la señalización celular y promueven señales inhibidoras a través del 
reclutamiento de fosfatasas tales como SHP1 y SHP2. Véase, por ejemplo, TIM9-13 en la Tabla 2, que corresponde 
a las SEQ ID NO: 80-89.45

En un ejemplo, el minigen comprende un polinucleótido que codifica polipéptidos completos o parciales de CD3-zeta, 
CD3-gamma, CD3-delta o CD3-epsilon con mutaciones, por ejemplo, una sola alteración de nucleótidos, que da 
como resultado un cambio del aminoácido codificado mediante el polinucleótido. Véase, por ejemplo, TIM14-19 en la 
Tabla 2, que corresponde a las SEQ ID NO: 90-101.50

En otro ejemplo, la sobreexpresión de un minigen se modifica para que el polipéptido codificado se pueda asociar 
con algunos, pero no todos, de sus socios naturales, creando una competencia con la proteína normal para aquellas 
proteínas asociadas. En otra hipótesis no limitante, la expresión de alto nivel del minigen (y del polipéptido 
codificado) compite con las proteínas asociadas naturales y evita el ensamblaje de un complejo TCR funcional, que 55
requiere que todos los componentes se asocien en las proporciones adecuadas y las interacciones proteína-
proteína. En otro ejemplo, los minigenes comprenden o, alternativamente, consisten en, todos o parte de los
polinucleótidos que codifican proteínas de longitud completa (por ejemplo, TCR-alfa, TCR-beta, CD3-gamma, CD3-
delta, CD3-epsilon o CD3-zeta), pero que contienen deleciones seleccionadas en la secuencia que codifica los 
aminoácidos en la porción transmembrana de la proteína que se sabe que se requieren para ensamblar con otras 60
proteínas TCR/CD3.

En una realización preferida, las deleciones seleccionadas en la secuencia que codifica los aminoácidos en la 
porción transmembrana de la proteína que se sabe que se requieren para ensamblar con otras proteínas TCR/CD3 
incluyen, aunque no de forma limitativa: el resto de arginina en la posición 5 en la región transmembrana de TCR-65
alfa; el resto de lisina en la posición 10 en la región transmembrana de TCR-alfa; el resto de lisina en la posición 9 
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en la región transmembrana de TCR-beta; el resto de ácido glutámico en la región transmembrana de CD3-gamma; 
el resto de ácido aspártico en la región transmembrana de CD3-delta-epsilon; el resto de ácido aspártico en la región 
transmembrana de CD3-epsilon; y el resto de ácido aspártico en la región transmembrana de CD3-zeta.

La sobreexpresión de una proteína TCR-alfa, TCR-beta, TCR-gamma o TCR-delta truncada da como resultado un 5
complejo TCR que no puede unirse a los ligandos MHC-péptido, y por lo tanto no funcionará para activar el linfocito 
T. Véase, la Figura 2, paneles (A) y (B). En otro ejemplo, los minigenes comprenden o, alternativamente, consisten 
en, polinucleótidos que codifican las porciones enteras citoplasmáticas y transmembrana de estas proteínas y 
porciones de la región extracelular, pero carecen de polinucleótidos que codifican todo o parte del primer dominio 
extracelular (es decir, el dominio más externo que contiene el sitio de unión al ligando). En una realización preferida, 10
dichos polinucleótidos de minigenes no codifican polipéptidos Valfa y Vbeta de las cadenas TCR-alfa y TCR-beta. En 
un ejemplo, los polinucleótidos de minigenes pueden estar unidos operativamente a polinucleótidos que codifican 
una etiqueta de epítopo de proteína (por ejemplo, CD19), permitiendo así la identificación de AcM de las células que 
expresan estos genes.

15
En otro ejemplo, estos minigenes se pueden expresar utilizando un promotor viral fuerte, como el 5'LTR de un 
retrovirus, o un promotor de CMV o SV40. Normalmente, este promotor está inmediatamente cadena arriba del 
minigen y conduce a una alta expresión del ARNm del minigen. En otro ejemplo, la construcción codifica una 
segunda secuencia de polinucleótidos bajo el mismo promotor (utilizando, por ejemplo, una secuencia de ADN de 
IRES entre ellos) u otro promotor. Esta segunda secuencia de polinucleótidos puede codificar para un receptor 20
funcional no TCR que proporciona especificidad para el linfocito T. Los ejemplos de este polinucleótido incluyen, 
pero no se limitan a, NKG2D quimérico, NKp30 quimérico, NKp46 quimérico o anti-Her2neu quimérico. En un 
ejemplo adicional, los minigenes-promotores se construyen en un retroviral u otro plásmido de expresión adecuado y 
se transfectan o transducen directamente en linfocitos T utilizando métodos estándar (Zhang, T. et al., (2006) Cancer 
Res., 66(11) 5927-5933; Barber, A. et al., (2007) Cancer Res., 67(10):5003-5008).25

Después de la transducción y expansión viral utilizando cualquiera de los métodos discutidos anteriormente, 
cualquier linfocito T que aún exprese TCR/CD3 se elimina utilizando AcM anti-CD3 y perlas magnéticas utilizando 
columnas de selección Miltenyi como se describió anteriormente (Barber, A. et al., (2007) Cancer Res., 67(10):5003-
5008). Posteriormente, los linfocitos T se lavan y se cultivan en IL-2 (25 U/ml) durante 3 a 7 días para permitir la 30
expansión de las células efectoras de una manera similar a la de la utilización de las células in vivo.

La expresión de TCR αβ y CD3 se puede evaluar mediante citometría de flujo y PCR cuantitativa en tiempo real 
(qRT-PCR). La expresión del ARNm de TCR-α, TCR-β, CD3ε, CD3-ζ y GAPDH (como control) se puede analizar 
mediante qRT-PCR utilizando un instrumento de PCR en tiempo real ABI7300 y cebadores TAQMAN® específicos 35
del gen utilizando métodos similares a los utilizados en Sentman, C.L. et al. ((2004) J. Immunol. 173:6760-6766). Los 
cambios en la expresión de la superficie celular se pueden determinar utilizando anticuerpos específicos para TCR-
α, TCR-β, CD3ε, CD8, CD4, CD5 y CD45.

Es posible que una única especie de ARNhc no inhiba suficientemente la expresión de TCR en la superficie celular. 40
En este caso, se pueden utilizar múltiples ARNhc de TCR simultáneamente para dirigir múltiples componentes del 
complejo TCR. Se requiere cada componente para el ensamblaje del complejo TCR en la superficie celular, por lo 
que la pérdida de una de estas proteínas puede ocasionar la pérdida de la expresión de TCR en la superficie celular. 
Si bien puede permanecer algo o incluso toda la expresión de TCR, es la función del receptor la que determina si el 
receptor induce una respuesta inmunitaria. La deficiencia funcional, en lugar de la ausencia completa de la superficie 45
celular, es la medida crítica. En general, cuanto más baja sea la expresión de TCR, menos probable será la 
posibilidad de que se produzca una reticulación de TCR para conducir a la activación de los linfocitos T a través del 
complejo TCR. Si bien los ejemplos particulares abarcan el direccionamiento de TCR-alfa, TCR-beta y CD3-épsilon, 
otros componentes del complejo TCR, tales como CD3-gamma, CD3-delta o CD3-zeta, también pueden dirigirse.

50
El objetivo principal de eliminar el TCR de la superficie celular es prevenir la activación del linfocito T a alelos MHC 
incompatibles. Para determinar si la reducción en la expresión de TCR con cada construcción de ARNhc o minigen 
es suficiente para alterar la función de los linfocitos T, los linfocitos T pueden analizarse para: (1) supervivencia 
celular in vitro; (2) la proliferación en presencia de PBMC alogénicas tratadas con mitomicina C; y (3) la producción 
de citocinas en respuesta a PBMC alogénicas, AcM anti-CD3 o AcM anti-TCR.55

Para probar la supervivencia celular, los linfocitos T transducidos se propagan en medio RPMI completo con rhuIL-2 
(por ejemplo, 25 U/ml a 50 U/ml). Las células se colocan en placas a densidades similares al comienzo del cultivo y 
se puede extraer una muestra para el recuento y la viabilidad de las células diariamente durante 7 o más días. Para 
determinar si los linfocitos T expresan suficiente TCR para inducir una respuesta contra células alogénicas, los 60
linfocitos T transducidos o de control se cultivan con PBMC alogénicas o singénicas tratadas con mitomicina C, por 
ejemplo, en una proporción de 4:1. Los linfocitos T están precargados con CFSE, que es un colorante permeable a 
las células que se divide por igual entre las células hijas después de la división. La extensión de la división celular se 
puede determinar fácilmente mediante citometría de flujo. Otro sello distintivo de la activación de los linfocitos T es la 
producción de citocinas. Para determinar si cada construcción de ARNhc inhibe la función de los linfocitos T, los 65
linfocitos T transducidos se cultivan con diferentes dosis de AcM anti-CD3 (1,6 a 5000 ng/ml). Después de 24 horas, 
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se recogieron los sobrenadantes libres de células y la cantidad de IL-2 y/o IFN-γ producida se cuantificó mediante 
ELISA. La PMA/ionomicina se utiliza como control positivo para estimular los linfocitos T, y los linfocitos T solos se 
utilizan como control negativo.

El efecto de las TIM ejemplares, por ejemplo, ARNhc, proteínas dominantes negativas truncadas, proteínas 5
dominantes negativas de fusión KIR y proteínas dominantes negativas con secuencia de aminoácidos alterada como 
resultado de alteraciones de un solo nucleótido, diseñadas para componentes clave del complejo TCR, por ejemplo, 
CD3-epsilon o CD3-zeta, en la función efectora de los linfocitos T se evaluó y los resultados se proporcionan a 
continuación en la Tabla 2. Estos resultados demuestran que los linfocitos T deficientes en TCR pueden producirse 
utilizando TIM.10

Es posible que la eliminación de los componentes TCR-alfa o TCR-beta permita la expansión preferencial de los 
linfocitos T de TCR-gamma/delta. Estos linfocitos T son bastante raros en la sangre, sin embargo, la presencia de 
estas células se puede determinar con anticuerpos anti-TCR-gamma/delta. Si hay un crecimiento excesivo de estas 
células, se puede utilizar el direccionamiento de CD3-épsilon, que se requiere para la expresión en la superficie 15
celular de TCR-alfa/beta y TCR-gamma/delta en la superficie de la célula. Tanto IL-2 como IFN-γ son citocinas 
efectoras clave que impulsan la expansión de los linfocitos T y la activación de macrófagos. Por lo tanto, la falta de 
producción de estas citocinas es un signo de inactivación funcional. También es posible medir cambios en otras 
citocinas, tales como el TNF-α. Cualquier reducción en la supervivencia de los linfocitos T tras la eliminación de la 
expresión de TCR se puede determinar mediante el cultivo de los linfocitos T deficientes en TCR con PBMC, que 20
refleja mejor el entorno in vivo y proporciona soporte para la supervivencia de los linfocitos T.

Métodos para producir linfocitos T deficientes en TCR que expresan un receptor funcional no de linfocitos T

En otra realización de la invención, los linfocitos T deficientes de manera estable en la expresión de TCR funcional 25
expresan un receptor funcional no TCR. En esta realización, la eliminación de la función de TCR (como se describió 
anteriormente) se combina adicionalmente con la expresión de uno o más receptores de direccionamiento exógenos 
no TCR (tal como, por ejemplo, NKG2D quimérico (quNKG2D) o moléculas Fv). Esta realización proporciona 
productos celulares "universales", que se pueden almacenar para futuras terapias de cualquier paciente con 
cualquier tipo de cáncer, siempre que se emplee un receptor de direccionamiento adecuado.30

Las realizaciones adicionales de la invención abarcan la expresión recombinante de receptores en dichos linfocitos T 
deficientes en TCR, tales como quNKG2D, dominios Fv quiméricos, NKG2D, o cualquier otro receptor para iniciar 
señales a los linfocitos T, creando así linfocitos T efectores específicos y potentes. Un experto en la materia puede 
seleccionar el receptor apropiado para ser expresado por el linfocito T deficiente en TCR basándose en la 35
enfermedad a tratar. Por ejemplo, los receptores que se pueden expresar mediante los linfocitos T deficientes en 
TCR para el tratamiento del cáncer incluirían cualquier receptor en un ligando que se haya identificado en las células 
cancerosas. Dichos receptores incluyen, pero no se limitan a, NKG2D (número de acceso de GENBANK BC039836), 
NKG2A (número de acceso de GENBANK AF461812), NKG2C (número de acceso de GENBANK AJ001684), 
NKG2F, LLT1, AICL, CD26, NKRP1, NKp30 (por ejemplo, número de acceso de GENBANK AB055881), NKp44 (por 40
ejemplo, número de acceso de GENBANK AJ225109), NKp46 (por ejemplo, número de acceso de GENBANK 
AJ001383), CD244 (2B4), DNAM-1 y NKp80.

En otra realización de la invención, dichos receptores incluyen, pero sin limitación a, receptores quiméricos que 
comprenden un dominio de unión a ligando obtenido de NKG2D, NKG2A, NKG2C, NKG2F, LLT1, AICL, CD26, 45
NKRP1, NKp30, NKp44, NKp46, CD244 (2B4), DNAM-1, y NKp80, o un anticuerpo antitumoral, tal como anti-
Her2neu y anti-EGFR, y un dominio de señalización obtenido de CD3-zeta (CD3ζ) (por ejemplo, número de acceso
de GENBANK humano NM_198053) (SEQ ID NO: 62), Dap10 (por ejemplo, número de acceso de GENBANK 
AF072845), CD28, 41BB y/o CD40L.

50
En una realización adicional de la invención, el receptor quimérico se une a MIC-A, MIC-B, Her2neu, EGFR, 
mesotelina, CD38, CD20, CD19, PSA, MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, 
MUC8, MUC12, MUC13, MUC15, MUC16, MUC17, MUC19, MUC20, receptor de estrógeno, receptor de 
progesterona, RON, o uno o más miembros de la familia ULBP/RAET1, incluyendo ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4, 
ULBP5 y ULBP6.55

Solo a modo de ilustración, los ARNhc o minigenes que muestran la eliminación de la expresión en la superficie 
celular del complejo TCR se expresan conjuntamente con el receptor quNKG2D a través de uno o más vectores 
virales. Para lograr la expresión conjunta en un vector, el ARNhc se puede dirigir mediante un promotor U6 y el 
receptor quNKG2D mediante un promotor PGK. En otro ejemplo, si se utiliza una secuencia IRES para separar los 60
elementos genéticos, entonces solo se utiliza un promotor.

Una proteína receptora de células NK tipo C de tipo lectina particularmente adecuada para su uso en el receptor 
quimérico incluye un receptor expresado en la superficie de las células citolíticas naturales, donde tras la unión a su 
ligando(s) relacionado(s) altera la activación de las células NK. El receptor puede trabajar solo o en concierto con 65
otras moléculas. Los ligandos para estos receptores generalmente se expresan en la superficie de uno o más tipos 
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de células tumorales, por ejemplo, tumores asociados con cánceres de colon, pulmón, mama, riñón, ovario, cuello 
del útero y próstata; melanomas; mielomas; leucemias; y linfomas (Wu, et al. (2004) J. Clin. Invest. 114:60-568; 
Groh, et al. (1999) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:6879-6884; Pende, et al. (2001) Eur. J. Immunol. 31:1076-1086) y 
no se expresan ampliamente en la superficie de las células de tejidos normales.

5
Ejemplos de dichos ligandos incluyen, pero no se limitan a, MIC-A, MIC-B, proteínas de choque térmico, proteínas 
de unión a ULBP (por ejemplo, ULPB 1-4), y moléculas de HLA no clásicas como HLA-E y HLA-G, mientras que las 
moléculas de MHC clásicas como HLA-A, HLA-B o HLA-C y sus alelos, por lo tanto, no se consideran generalmente, 
ligandos fuertes de la proteína receptora de células NK tipo C de tipo lectina de la presente invención. Los 
receptores de células NK tipo C de tipo lectina que se unen a estos ligandos generalmente tienen una estructura de 10
proteína de tipo II, donde el extremo N-terminal de la proteína es intracelular. Además de cualquier receptor de 
células NK enumerado anteriormente, otros receptores de células NK ejemplares de este tipo incluyen, pero no se 
limitan a, Dectin-1 (número de acceso de GENBANK AJ312373 o AJ312372), antígeno asociado a la función de 
mastocitos (número de acceso de GENBANK AF097358), HNKR-P1A (número de acceso de GENBANK U11276), 
LLT1 (número de acceso de GENBANK AFI33299), CD69 (número de acceso de GENBANK NM_001781), 15
homólogo de CD69, CD72 (número de acceso de GENBANK NM_001782), CD94 (número de acceso de GENBANK 
NM_002262 o NM_007334), KLRFI (número de acceso de GENBANK NM_016523), receptor de LDL oxidado 
(número de acceso de GENBANK NM_002543), CLEC-1, CLEC-2 (número de acceso de GENBANK NM_016509), 
NKG2D (número de acceso de GENBANK BC039836), NKG2C (número de acceso de GENBANK AJ001684), 
NKG2A (número de acceso de GENBANK AF461812), NKG2E (número de acceso de GENBANK AF461157), 20
WUGSC:H_DJ0701016.2, o lectina que asocia DAP12 mieloide (MDL-1; número de acceso de GENBANK 
AJ271684). En una realización preferida de la invención, el receptor de células NK es NKG2D humano (SEQ ID NO: 
58) o NKG2C humano (SEQ ID NO: 59).

Los receptores de tipo I similares que serían útiles en el receptor quimérico incluyen NKp46 (número de acceso de 25
GENBANK AJ001383), NKp30 (número de acceso de GENBANK AB055881), o NKp44 (número de acceso de 
GENBANK AJ225109).

Como alternativa a la proteína receptora de células NK tipo C de tipo lectina, se puede utilizar una proteína asociada 
con una proteína receptora de células NK tipo C de tipo lectina en la proteína receptora quimérica. En general, las 30
proteínas asociadas con el receptor de células NK tipo C de tipo lectina se definen como proteínas que interactúan 
con el receptor y transducen las señales del mismo. Las proteínas humanas adecuadas que funcionan de esta 
manera incluyen además, pero no se limitan a, DAP10 (por ejemplo, número de acceso de GENBANK AF072845) 
(SEQ ID NO: 60), DAP12 (por ejemplo, número de acceso de GENBANK AF019562) (SEQ ID NO: 61) y FcR 
gamma.35

Al extremo N del receptor de células NK tipo C de tipo lectina se fusiona un receptor de señalización inmunitario que 
tiene un motivo de activación basado en tirosina inmunorreceptor (ITAM, de sus siglas en inglés), (Asp/Glu)-Xaa-
Xaa-Tyr*-Xaa-Xaa-(Ile/leu)-Xaa6-8-Tyr*-Xaa-Xaa-(Ile/leu) (SEQ ID NOS: 55-57) que se implica en la activación de las 
respuestas celulares a través de los receptores inmunitarios. De forma similar, cuando se emplea una proteína 40
asociada con un receptor de células NK tipo C de tipo lectina, se puede fusionar un receptor de señalización 
inmunitario al extremo C de dicha proteína (Figura 1). Los receptores de señalización inmunitarios adecuados para 
su uso en el receptor quimérico incluyen, pero no se limitan a, la cadena zeta del receptor de linfocitos T, la cadena 
eta que difiere de la cadena zeta solo en su exón más C-terminal como resultado de una alternativa que empalma el 
ARNm zeta, las cadenas delta, gamma y épsilon del receptor de linfocitos T (cadenas CD3) y la subunidad gamma 45
del receptor FcR1. En realizaciones particulares, además de los receptores de señalización inmunitarios 
identificados previamente, el receptor de señalización inmunitario es CD3-zeta (CD3ζ) (por ejemplo, número de 
acceso de GENBANK humano NM_198053 y NM-000734) (SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 64, respectivamente), o la 
cadena gamma del receptor Fc épsilon humano (por ejemplo, número de acceso de GENBANK M33195) (SEQ ID 
NO: 63) o el dominio citoplásmico o una variante de empalme del mismo. En particular, por ejemplo, CD3-zeta tiene 50
2 variantes de transcripción empalmadas alternativamente que codifican distintas isoformas, es decir, la variante 1 
de transcripción (SEQ ID NO: 62) y la variante 2 de transcripción (SEQ ID NO: 64). La isoforma codificada de la 
variante 2 (SEQ ID NO: 65) carece de un aminoácido interno, en comparación con la variante 1.

En realizaciones particulares, un receptor quimérico es una fusión entre NKG2D y CD3-zeta, o Dap10 y CD3-zeta.55

En la construcción de ácido nucleico de la presente descripción, el promotor está unido operativamente a la 
secuencia de ácido nucleico que codifica el receptor quimérico, es decir, se posiciona de manera que promueva la 
transcripción del ARN mensajero del ADN que codifica el receptor quimérico. El promotor puede ser de origen 
genómico o generarse sintéticamente. Una variedad de promotores para su uso en linfocitos T son bien conocidos 60
en la materia (por ejemplo, el promotor CD4 desvelado por Marodon, et al. (2003) Blood 101 (9): 3416-23). El 
promotor puede ser constitutivo o inducible, donde la inducción está asociada con el tipo celular específico o un nivel 
específico de maduración. Como alternativa, también son adecuados varios promotores virales bien conocidos. Los 
promotores de interés incluyen el promotor de la actina β, los promotores temprano y tardío de SV40, el promotor de 
inmunoglobulina, el promotor de citomegalovirus humano, el promotor de retrovirus y el promotor del virus de Friend 65
formador de foco del bazo. Los promotores pueden o no estar asociados con potenciadores, donde los 
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potenciadores pueden estar asociados naturalmente con el promotor particular o asociados con un promotor 
diferente.

La secuencia del marco de lectura abierto que codifica el receptor quimérico se puede obtener a partir de una fuente 
de ADN genómico, una fuente de ADNc, o se puede sintetizar (por ejemplo, mediante PCR), o combinaciones de los 5
mismos. Dependiendo del tamaño del ADN genómico y el número de intrones, puede ser deseable utilizar ADNc o 
una combinación de los mismos, ya que se encuentra que los intrones estabilizan el ARNm o proporcionan 
expresión específica de linfocitos T (Barthel y Goldfeld (2003) J. Immunol. 171(7):3612-9). Asimismo, también puede 
ser ventajoso utilizar regiones no codificantes endógenas o exógenas para estabilizar el ARNm.

10
Para la expresión de un receptor quimérico, la región de iniciación de la transcripción de origen natural o endógena 
de la secuencia de ácido nucleico que codifica el componente N-terminal del receptor quimérico se puede utilizar 
para generar el receptor quimérico en el hospedador diana. Como alternativa, se puede utilizar una región de 
iniciación de la transcripción exógena que permita la expresión constitutiva o inducible, donde la expresión se puede 
controlar dependiendo del hospedador diana, el nivel de expresión deseado, la naturaleza del hospedador diana y 15
similares.

Del mismo modo, la secuencia señal que dirige el receptor quimérico a la membrana superficial puede ser la 
secuencia señal endógena del componente N-terminal del receptor quimérico. Opcionalmente, en algunos casos, 
puede ser deseable intercambiar esta secuencia por una secuencia señal diferente. Sin embargo, la secuencia señal 20
seleccionada debe ser compatible con la vía secretora de linfocitos T para que el receptor quimérico se presente en 
la superficie del linfocito T.

De forma similar, se puede proporcionar una región de terminación mediante la región de terminación de la 
transcripción de origen natural o endógena de la secuencia de ácido nucleico que codifica el componente C-terminal 25
del receptor quimérico. Como alternativa, la región de terminación puede proceder de una fuente diferente. En su 
mayor parte, la fuente de la región de terminación generalmente no se considera crítica para la expresión de una 
proteína recombinante y se puede emplear una amplia variedad de regiones de terminación sin afectar 
adversamente a la expresión.

30
Como apreciará un experto en la materia, en algunos casos, se pueden eliminar algunos aminoácidos en los 
extremos del receptor de células citolíticas naturales tipo C de tipo lectina (o una proteína asociada con él) o del 
receptor de señalización inmunitario, generalmente, no más de 10, más generalmente no más de 5 restos. 
Asimismo, puede ser deseable introducir una pequeña cantidad de aminoácidos en los bordes, generalmente, no 
más de 10, más generalmente no más de 5 restos. La eliminación o inserción de aminoácidos generalmente será 35
como resultado de las necesidades de la construcción, que proporciona sitios de restricción convenientes, facilidad 
de manipulación, mejora en los niveles de expresión o similares. Además, la sustitución de uno o más aminoácidos 
con un aminoácido diferente puede ocurrir por razones similares, generalmente, no sustituyendo más de 
aproximadamente cinco aminoácidos en cualquier dominio.

40
La construcción quimérica, que codifica el receptor quimérico, se puede preparar de manera convencional. Puesto 
que, en su mayor parte, se emplean secuencias naturales, los genes naturales se aíslan y se manipulan, según 
corresponda (por ejemplo, cuando se emplea un receptor de Tipo II, el componente del receptor de señalización 
inmunitario puede tener que invertirse), para permitir la unión adecuada de los diversos componentes. Por lo tanto, 
las secuencias de ácido nucleico que codifican las proteínas N-terminal y C-terminal del receptor quimérico se 45
pueden aislar mediante el empleo de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), que utiliza cebadores 
apropiados que dan como resultado la eliminación de las porciones no deseadas del gen. Como alternativa, se 
pueden utilizar digestiones de restricción de genes clonados para generar la construcción quimérica. En cualquier 
caso, las secuencias se pueden seleccionar para proporcionar sitios de restricción que tengan extremos romos o 
superposiciones complementarias.50

Las diversas manipulaciones para preparar la construcción quimérica pueden llevarse a cabo in vitro y, en 
realizaciones particulares, la construcción quimérica se introduce en vectores para la clonación y la expresión en un 
hospedador apropiado utilizando métodos estándar de transformación o transfección. Por lo tanto, después de cada 
manipulación, la construcción resultante de la unión de las secuencias de ADN se clona, el vector se aísla y la 55
secuencia se selecciona para asegurar que la secuencia codifica el receptor quimérico deseado. La secuencia se 
puede seleccionar mediante análisis de restricción, secuenciación o similares.

Se contempla que la construcción quimérica se puede introducir en linfocitos T como ADN desnudo o en un vector 
adecuado. Los métodos para transfectar establemente linfocitos T mediante electroporación utilizando ADN desnudo 60
son conocidos en la materia. Véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.º 6.410.319. El ADN desnudo 
generalmente se refiere al ADN que codifica un receptor quimérico contenido en un vector de expresión de plásmido 
en la orientación apropiada para la expresión. Ventajosamente, la utilización de ADN desnudo reduce el tiempo 
requerido para producir linfocitos T que expresan el receptor quimérico.

65
Como alternativa, se puede utilizar un vector viral (por ejemplo, un vector retroviral, un vector adenoviral, un vector 
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viral adenoasociado, o un vector lentiviral) para introducir la construcción quimérica en los linfocitos T. Los vectores 
adecuados para su uso de acuerdo con el método de la presente invención no se replican en los linfocitos T del 
sujeto. Se conoce un gran número de vectores que se basan en virus, donde el número de copias del virus que se 
mantiene en la célula es lo suficientemente bajo para mantener la viabilidad de la célula. Los vectores ilustrativos 
incluyen los vectores pFB-neo (STRATAGENE ™), así como los vectores basados en el VIH, SV40, EBV, HSV o 5
BPV. Una vez que se establece que el linfocito T transfectado o transducido es capaz de expresar el receptor 
quimérico como una proteína de membrana de superficie con la regulación deseada y en un nivel deseado, se puede 
determinar si el receptor quimérico es funcional en la célula hospedadora para proporcionar la inducción de señal 
deseada (por ejemplo, producción de Rantes, Mipl-alfa, GM-CSF tras la estimulación con el ligando apropiado).

10
Tal como se ha descrito anteriormente, las PBMC humanas primarias se aíslan de donantes sanos y se activan con 
dosis bajas de anti-CD3 soluble (por ejemplo, 40 ng/ml) y rhuIL-2 (por ejemplo, 50 U/ml), perlas anti-CD3/anti-CD28 
y rhuIL-2, o células presentadoras de antígenos irradiados y rhuIL-2. Luego, los linfocitos T activados se lavan y se 
transducen con retrovirus, por ejemplo, una inoculación por centrifugación de 1 hora a 32 °C, seguida de un período 
de descanso de 7 horas. Aunque no es necesario activar los linfocitos T para la transducción lentiviral, la 15
transducción es más eficaz y las células continúan expandiéndose en la IL-2. Las células activadas se lavan y se 
transducen, tal como se describe en el presente documento, seguido de un período de descanso y el sometido a 
selección, por ejemplo, G418 durante 3 días. Después de la selección, las células se lavan y se cultivan en IL-2 
durante 2 a 7 días para permitir la expansión de las células efectoras de una manera similar a la de la utilización de 
las células in vivo. Los cambios en la expresión de la superficie celular de los receptores se analizan utilizando 20
anticuerpos específicos para CD3, CD4, NKG2D o CD5. Se espera que la expresión del receptor exógeno no TCR 
se incremente en las células que se han transducido para expresar ese receptor particular, por ejemplo, se espera 
que los linfocitos T transducidos con retrovirus que expresan quNKG2D tengan un mayor nivel de expresión en la 
superficie de quNKG2D.

25
La expresión de TCRap, CD3 y NKG2D se puede evaluar mediante citometría de flujo y qRT-PCR cuantitativa como 
se describe en el presente documento. También se puede determinar el número de linfocitos T CD4+ y CD8+. El 
número total de células y el porcentaje de linfocitos T deficientes en complejos de TCR, competentes para TCR y 
que expresan quNKG2D se pueden determinar mediante citometría de flujo. Estos números se pueden comparar 
con las PBMC que se han transducido con los genes ARNhc o quNKG2D solo (como controles). Las células 30
transducidas con solo vector también se pueden incluir como controles.

Después de la transducción y expansión viral, los linfocitos TCR+ y TCR- se pueden separar mediante AcM con 
perlas magnéticas sobre columnas Miltenyi y se identifican y aíslan los linfocitos T deficientes en TCR que expresan 
el receptor chNKG2D. Por ejemplo, la expresión de quNKG2D se puede verificar mediante QRT-PCR utilizando 35
cebadores específicos para el receptor quNKG2D (Zhang, T. et al. (2007) Cancer Res. 67:11029-11036; Barber, A.
et al. (2008) J. Immunol. 180:72-78). La función de estas células quNKG2D+ deficientes en TCR se puede 
determinar mediante el cultivo de las células con PBMC alogénicas o células tumorales que expresan ligandos 
NKG2D. La proliferación de linfocitos T y la producción de citocinas (por ejemplo, IFN-γ y/o IL-2) se pueden 
determinar mediante citometría de flujo y ELISA, respectivamente. Para determinar si los linfocitos T que perdieron la 40
función de TCR y retuvieron la función de quNKG2D, los linfocitos T transducidos o de control se cultivarán con anti-
CD3 (1,6 a 5000 ng/ml), PBMC alogénicas tratadas con mitomicina C o PBMC singénicas. Los sobrenadantes 
celulares se recolectan y el grado de producción de citocinas (por ejemplo, IFN-γ y/o IL-2) se determina mediante 
ELISA. Los linfocitos T se pueden precargar con CFSE, que es un colorante permeable a las células que se divide 
por igual entre las células hijas después de la división. La extensión de la división celular se puede determinar 45
fácilmente mediante citometría de flujo.

Otro sello distintivo de la activación de los linfocitos T es la producción de citocinas. Para determinar si las células 
quNKG2D+ deficientes en TCR inducen la activación de los linfocitos T, los linfocitos T se cultivan con PBMC 
alogénicas tratadas con mitomicina C, PBMC singénicas o células tumorales: P815-MICA (un tumor murino que 50
expresa MICA humana, un ligando para NKG2D), P815, A2008 (una célula tumoral de ovario humano, ligando+ 
NKG2D) y U266 (una línea celular de mieloma humano, ligando+ NKG2D). Después de 24 horas, se recogieron los 
sobrenadantes libres de células y la cantidad de IL-2 y IFN-γ producida se cuantificó mediante ELISA. Los linfocitos 
T solos y el cultivo con PBMC singénicas se utilizan como controles negativos. Se observó una reducción mayor del 
40 % en la producción de IFN-γ en los linfocitos T que expresan TIM7 y TIM8 que también expresan conjuntamente 55
quNKG2D (los resultados no se muestran en la Figura 3).

Posteriormente, los linfocitos T transducidos se reintroducen o administran al sujeto para activar respuestas 
antitumorales en dicho sujeto. Para facilitar la administración, los linfocitos T transducidos de acuerdo con la 
invención se pueden transformar en una composición farmacéutica o en un implante apropiado para la 60
administración in vivo, con vehículos o diluyentes apropiados, que además pueden ser farmacéuticamente 
aceptables. Los medios para hacer dicha composición o un implante se han descrito en la materia (véase, por 
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 16ª ed., Mack, ed. (1980)). Cuando sea apropiado, los linfocitos T 
transducidos se pueden formular en una preparación en forma semisólida o líquida, como una cápsula, solución, 
inyección, inhalador o aerosol, en las formas habituales por su vía de administración respectiva. Se pueden utilizar 65
medios conocidos en la materia para prevenir o minimizar la liberación y absorción de la composición hasta que 
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alcance el tejido u órgano diana, o para asegurar la liberación programada de la composición. Deseablemente, sin 
embargo, se emplea una forma farmacéuticamente aceptable que no afecta a las células que expresan el receptor 
quimérico. Por lo tanto, deseablemente, los linfocitos T transducidos se pueden transformar en una composición 
farmacéutica que contiene una solución salina equilibrada, preferentemente solución salina equilibrada de Hanks, o 
solución salina normal.5

Métodos para mejorar o reducir los síntomas de, o tratar, o prevenir, enfermedades y trastornos que utilizan 
linfocitos T deficientes en TCR

La descripción también está dirigida a métodos para reducir o mejorar, o prevenir o tratar, enfermedades y trastornos 10
que utilizan los linfocitos T deficientes en TCR descritos en el presente documento, las poblaciones aisladas de los 
mismos o las composiciones terapéuticas que comprenden los mismos. En un ejemplo, los linfocitos T deficientes en 
TCR descritos en el presente documento, las poblaciones aisladas de los mismos, o las composiciones terapéuticas 
que los comprenden se utilizan para reducir o mejorar, o prevenir o tratar, cáncer, infección, uno o más trastornos 
autoinmunitarios, enfermedad por radiación, o para prevenir o tratar la enfermedad de injerto contra hospedador 15
(GVHD) o el rechazo del trasplante en un sujeto que se somete a una cirugía de trasplante.

Los linfocitos T deficientes en TCR descritos en el presente documento, las poblaciones aisladas de los mismos o 
las composiciones terapéuticas que los comprenden son útiles para alterar el rechazo autoinmunitario o el trasplante 
porque estas células efectoras pueden crecer en TGF-β durante el desarrollo y se diferenciarán para convertirse en 20
linfocitos T reguladores inducidos. En un ejemplo, el TCR no funcional se utiliza para dar a estos linfocitos T 
reguladores inducidos la especificidad funcional que se requiere para que realicen su función inhibidora en el sitio del 
tejido de la enfermedad. Por lo tanto, un gran número de linfocitos T reguladores específicos de antígeno se cultivan 
para su uso en pacientes. La expresión de FoxP3, que es esencial para la diferenciación de los linfocitos T 
reguladores, se puede analizar mediante citometría de flujo, y la inhibición funcional de la proliferación de linfocitos T 25
mediante estos linfocitos T reguladores se puede analizar examinando las disminuciones en la proliferación de 
linfocitos T después de la estimulación con anti-CD3 tras el cultivo conjunto.

Otro ejemplo se dirige al uso de linfocitos T deficientes en TCR descritos en el presente documento, poblaciones 
aisladas de los mismos, o composiciones terapéuticas que comprenden los mismos para la prevención o el 30
tratamiento de la enfermedad por radiación. Un desafío después del tratamiento o exposición con radiación (por 
ejemplo, exposición a una bomba sucia, fuga de radiación) u otra condición que elimina las células de la médula 
ósea (ciertas terapias con fármacos) es reconstituir el sistema hematopoyético. En pacientes sometidos a un 
trasplante de médula ósea, el recuento absoluto de linfocitos en el día 15 posterior al trasplante se correlaciona con 
un resultado exitoso. Los pacientes con un alto recuento de linfocitos se reconstituyen bien, por lo que es importante 35
tener una buena reconstitución de linfocitos. El motivo de este efecto no está claro, pero puede deberse a la 
protección de los linfocitos de la infección y/o la producción de factores de crecimiento que favorecen la 
reconstitución hematopoyética.

En este ejemplo, los linfocitos T deficientes en TCR descritos en el presente documento, las poblaciones aisladas de 40
los mismos, o las composiciones terapéuticas que comprenden las mismas dan lugar a la producción de un gran 
número de linfocitos T que no son capaces de responder a los antígenos MHC alogénicos. Por lo tanto, estos 
linfocitos T se pueden utilizar para reconstituir a las personas y ofrecer protección contra las infecciones, lo que lleva 
a una autorreconstitución más rápida de las personas que sufren de ablación parcial o total de la médula ósea 
debido a la exposición a la radiación. En el caso de una exposición catastrófica o inesperada a altas dosis de 45
radiación, los linfocitos T deficientes en TCR descritos en el presente documento que tienen otro receptor funcional, 
poblaciones aisladas de los mismos o composiciones terapéuticas que comprenden los mismos se pueden infundir
rápidamente en los pacientes para ofrecer cierta reconstitución de su respuesta inmunitaria y la producción del factor 
de crecimiento durante días a semanas hasta que sus propias células hematopoyéticas se hayan reconstituido, o 
hasta que la persona haya sido tratada con una fuente adicional de células madre hematopoyéticas (por ejemplo, un 50
trasplante de médula ósea).

Un experto entendería cómo tratar el cáncer, infección, rechazo de trasplantes, uno o más trastornos 
autoinmunitarios, enfermedad por radiación o GVHD según su experiencia con la utilización de otros tipos de 
linfocitos T.55

Además de los linfocitos T quNKG2D+ deficientes en TCR descritos en el presente documento, se contempla que 
los linfocitos T deficientes en TCR se pueden modificar o desarrollar para expresar otros receptores funcionales 
útiles en el tratamiento de enfermedades tales como el cáncer o la infección como se describió anteriormente. En 
resumen, los métodos de tratamiento contemplan la utilización de linfocitos T deficientes en TCR que expresan 60
receptores funcionales no-TCR, tales como quNKG2D, dominios Fv quiméricos, NKG2D, o cualquier otro receptor 
para iniciar señales a los linfocitos T, creando así linfocitos T efectores potentes y específicos. Un experto en la 
materia puede seleccionar el receptor apropiado para ser expresado por el linfocito T deficiente en TCR basándose 
en la enfermedad a tratar. Por ejemplo, los receptores que se pueden expresar mediante los linfocitos T deficientes 
en TCR para el tratamiento del cáncer incluirían cualquier receptor que se une a un ligando que se haya identificado 65
en las células cancerosas. Dichos receptores incluyen, pero no se limitan a, NKG2D, NKG2A, NKG2C, NKG2F, 
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LLT1, AICL, CD26, NKRP1, NKp30, NKp44, NKp46, CD244 (2B4), DNAM-1 y NKp80.

En otro ejemplo, dichos receptores incluyen, pero sin limitación a, receptores quiméricos que comprenden un 
dominio de unión a ligando obtenido de NKG2D, NKG2A, NKG2C, NKG2F, LLT1, AICL, CD26, NKRP1, NKp30, 
NKp44, NKp46, CD244 (2B4), DNAM-1 y NKp80, o un anticuerpo antitumoral tal como anti-Her2neu o anti-EGFR, y 5
un dominio de señalización obtenido de CD3zeta, Dap10, CD28, 41BB y CD40L.

En un ejemplo adicional, el receptor quimérico se une a MIC-A, MIC-B, Her2neu, EGFR, mesotelina, CD38, CD20, 
CD19, PSA, MUC1, MUC2, MUC3A, MUC3B, MUC4, MUC5AC, MUC5B, MUC6, MUC7, MUC8, MUC12, MUC13, 
MUC15, MUC16, MUC17, MUC19, MUC20, receptor de estrógeno, receptor de progesterona, RON, o uno o más 10
miembros de la familia ULBP/RAET1, incluyendo ULBP1, ULBP2, ULBP3, ULBP4, ULBP5 y ULBP6.

La presente descripción también abarca los linfocitos T deficientes en TCR que expresan un receptor asociado a 
patógenos no TCR y la utilización de los linfocitos T deficientes en TCR que expresan el receptor de patógenos para 
tratar o prevenir enfermedades infecciosas. En este ejemplo, el receptor no TCR se une al antígeno del virus o al 15
antígeno inducido por el virus que se encuentra en la superficie de una célula infectada. La infección que se debe 
prevenir o tratar, por ejemplo, puede ser causada por un virus, una bacteria, un protozoo o un parásito. Los virus que 
se pueden tratar incluyen, pero no se limitan a, HCMV, EBV, hepatitis tipo A, hepatitis tipo B (HBV), hepatitis tipo C 
(HBV), virus del ébola, VSV, gripe, varicela, adenovirus, herpes simple tipo I (HSV-1), herpes simple tipo 2 (HSV-2), 
peste bovina, rinovirus, virus ECHO, rotavirus, virus sincitial respiratorio, virus del papiloma, citomegalovirus (CMV), 20
equinovirus, arbovirus, hantavirus, virus de Coxsackie, virus de las paperas, virus del sarampión, virus de la rubéola, 
virus de la poliomielitis y/o virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 o tipo 2 (VIH-1, VIH-2). Las infecciones no 
virales que se pueden tratar con los linfocitos T deficientes en TCR incluyen, pero no se limitan a, Staphylococcus
sp. infeccioso, Enterococcus sp., Bacillus anthracis, Lactobacillus sp., Listeria sp., Corynebacterium diphtheriae, 
Nocardia sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp., Gardnerella sp., Streptomyces sp., Thermoactinomyces vulgaris, 25
Treponema sp., Camplyobacter sp., Raeruginosa sp., Legionella sp., N. gonorrhoeae, N. meningitides, F. 
meningosepticum, F. odoraturn, Brucella sp., B. pertussis, B. bronchiseptica, E. coli, Klebsiella, Enterobacter, S. 
marcescens, S. liquefaciens, Edwardsiella, P. mirabilis, P. vulgaris, Streptobacillus, R. fickettsfi, C. psittaci, C. 
trachomatis, M. tuberculosis, M. intracellulare, M. folluiturn, M. laprae, M. avium, M. bovis, M. africanum, M. kansasii, 
M. lepraernurium, trypanosomes, Chlamydia, o rickettsia.30

La eficacia de las composiciones de la presente invención se puede demostrar en el sistema modelo in vivo más 
apropiado que depende del tipo de producto farmacéutico que se está desarrollando. La literatura médica 
proporciona una divulgación detallada sobre las ventajas y usos de una amplia variedad de dichos modelos. Por 
ejemplo, hay muchos tipos diferentes de modelos de cáncer que se utilizan de forma rutinaria para examinar la 35
actividad farmacológica de los fármacos contra el cáncer, como los modelos de ratón con xenoinjerto (por ejemplo, 
Mattern, J. et al. 1988. Cancer Metastasis Rev. 7:263-284; Macor, P. et al. 2008. Curr. Pharm. Des. 14:2023-2039) o 
incluso la inhibición del crecimiento de células tumorales in vitro. En el caso de la GVHD, hay modelos en ratones 
con GVHD aguda (por ejemplo, He, S. et al. 2008. J. Immunol. 181:7581-7592) y GVHD crónica (por ejemplo, Xiao, 
Z.Y. et al. 2007. Life Sci. 81:1403-1410).40

Una vez que se ha demostrado que las composiciones de la presente invención son eficaces in vivo en animales, los 
estudios clínicos pueden diseñarse basándose en las dosis que se muestran seguras y eficaces en animales. Un 
experto en la materia puede diseñar dichos estudios clínicos utilizando protocolos estándar como se describe en 
libros de texto como Spilker (2000). Guide to Clinical Trials. Lippincott Williams & Wilkins: Filadelfia).45

Administración

En una realización de la invención, los linfocitos T deficientes en TCR deben administrarse a un sujeto receptor en 
una cantidad de entre aproximadamente 106 a 1011 células. En una realización preferida de la invención, los 50
linfocitos T deficientes en TCR deben administrarse a un sujeto receptor en una cantidad de entre 108 a 109 células. 
En una realización preferida de la invención, los linfocitos T deficientes en TCR deben administrarse a un sujeto 
receptor con una frecuencia de una vez cada veintiséis semanas o menos, como una vez cada dieciséis semanas o 
menos, una vez cada ocho semanas o menos, o una vez cada cuatro semanas o menos.

55
Estos valores proporcionan una guía general del intervalo de linfocitos T transducidos que utilizará el profesional al 
optimizar el método de la presente descripción. La enumeración en el presente documento de tales intervalos no 
excluye de ninguna manera la utilización de una cantidad mayor o menor de un componente, como podría estar 
justificado en una aplicación particular. Por ejemplo, la dosis real y el programa pueden variar dependiendo de si las 
composiciones se administran en combinación con otras composiciones farmacéuticas, o dependiendo de las 60
diferencias interindividuales en la farmacocinética, la disposición de los fármacos y el metabolismo. Un experto en la 
materia puede realizar fácilmente los ajustes necesarios de acuerdo con las exigencias de la situación particular.

Una persona experta en la materia sería capaz de determinar una dosis y una frecuencia de administración eficaz 
basada en las enseñanzas de la materia o mediante experimentación rutinaria, guiada, por ejemplo, por la 65
divulgación en el presente documento y las enseñanzas en Goodman, L. S., Gilman, A., Brunton, L. L., Lazo, J. S., & 
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Parker, K. L. (2006). Goodman & Gilman’s the pharmacological basis of therapeutics. Nueva York: McGraw-Hill; 
Howland, R. D., Mycek, M. J., Harvey, R. A., Champe, P. C., & Mycek, M. J. (2006). Pharmacology. Lippincott’s 
illustrated reviews. Filadelfia: Lippincott Williams & Wilkins; y Golan, D. E. (2008). Principles of pharmacology: the 
pathophysiologic basis of drug therapy. Filadelfia, Pa., [etc.]: Lippincott Williams & Wilkins. El programa de 
dosificación se puede basar en terapias basadas en células bien establecidas (véase, por ejemplo, Topalian y 5
Rosenberg (1987) Acta Haematol. 78 Suppl 1:75-6; Patente de EE.UU. n.º 4.690.915.) o se puede emplear una 
estrategia alternativa de infusión continua.

En otra realización de la invención, los linfocitos T deficientes en TCR deben administrarse a un sujeto en una 
formulación farmacéutica.10

En una realización de la invención, los linfocitos T deficientes en TCR pueden ser opcionalmente para administración 
en combinación con uno o más agentes activos. Dichos agentes activos incluyen agentes analgésicos, antipiréticos, 
antiinflamatorios, antibióticos, antivirales y anticitocinas. Los agentes activos incluyen agonistas, antagonistas y 
moduladores de TNF-α, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18, IFN-α, IFN-γ, BAFF, CXCL13, IP-10, VEGF, EPO, 15
EGF, HRG, Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), Hepcidina, incluyendo anticuerpos reactivos contra 
cualquiera de los anteriores, y anticuerpos reactivos contra cualquiera de sus receptores. Los agentes activos 
también incluyen ácidos 2-arilpropiónicos, Aceclofenaco, Acemetacina, Ácido acetilsalicílico (aspirina), Alclofenaco, 
Alminoprofeno, Amoxiprin, Ampirona, Acidos arilalcanoicos, Azapropazona, Benorilato/Benorilato, Benoxaprofeno, 
Bromfenaco, Carprofeno, Celecoxib, Salicilato de magnesio colino, Clofezona, Inhibidores de COX-2, Dexibuprofeno, 20
Dexketoprofeno, Diclofenaco, Diflunisal, Droxicam, Etenzamida, Etodolac, Etoricoxib, Faislamina, ácidos fenámicos, 
Fenbufen, Fenoprofeno, Ácido flufenámico, Flunoxaprofeno, Flurbiprofeno, Ibuprofeno, Ibuproxam, Indometacina, 
Indoprofeno, Kebuzone, Cetoprofeno, Cetorolac, Lornoxicam, Loxoprofeno, Lumiracoxib, Salicilato de magnesio, 
Ácido meclofenámico, Ácido mefenámico, Meloxicam, Metamizol, Salicilato de metilo, Mofebutazona, Nabumetona, 
Naproxeno, Ácidos N-Arilantranílicos, Factor de crecimiento nervioso (NGF), Oxametacina, Oxaprozina, Oxicams, 25
Oxifenbutazona, Parecoxib, Fenazona, Fenilbutazona, Fenilbutazona, Piroxicam, Pirprofeno, profenos, 
Proglumetacina, Derivados de pirazolidina, Rofecoxib, Salicilato de salicilo, Salicilamida, Salicilatos, Sulfinpirazona, 
Sulindac, Suprofeno, Tenoxicam, Ácido tiaprofénico, Ácido tolfenámico, Tolmetin, y Valdecoxib.

Los antibióticos incluyen Amikacina, Aminoglucósidos, Amoxicilina, Ampicilina, Ansamicinas, Arsfenamina, 30
Azitromicina, Azlocilina, Aztreonam, Bacitracina, Carbacefem, Carbapenems, Carbenicilina, Cefaclor, Cefadroxilo, 
Cefalexina, Cefalotina, Cefalotina, Cefamandol, Cefazolina, Cefdinir, Cefditoren, Cefepima, Cefixima, cefoperazona, 
Cefotaxima, Cefoxitina, Cefpodoxima, Cefprozil, Ceftazidima, Ceftibuten, Ceftizoxime, Ceftobiprol, Ceftriaxona, 
Cefuroxima, Cefalosporinas, Cloranfenicol, Cilastatina, Ciprofloxacina, Claritromicina, Clindamicina, Cloxacilina, 
Colistina, Co-trimoxazol, Dalfopristina, Demeclociclina, Dicloxacilina, Diritromicina, Doripenem, Doxiciclina, 35
Enoxacina, Ertapenem, Eritromicina, Etambutol, Flucloxacilina, Fosfomicina, Furazolidona, Acido fusidico, 
Gatifloxacina, Geldanamicina, Gentamicina, Glucopéptidos, Herbimicina, Imipenem, Isoniacida, Kanamicina, 
Levofloxacina, Lincomicina, Linezolid, Lomefloxacina, Loracarbef, Macrólidos, Mafenida, Meropenem, Meticilina, 
Metronidazol, Mezlocilina, Minociclina, Monobactam, Moxifloxacina, Mupirocina, Nafcilina, Neomicina, Netilmicina, 
Nitrofurantoina, Norfloxacina, Ofloxacina, Oxacilina, Oxitetraciclina, Paromomicina, Penicilina, Penicilinas, 40
Piperacilina, Platensimicina, Polimixina B, Polipéptidos, Prontosil, Pirazinamida, Quinolones, Quinupristina, 
Rifampicina, Rifampina, Roxitromicina, Espectinomicina, Estreptomicina, Sulfacetamida, Sulfametizol, Sulfanilimida, 
Sulfasalazina, Sulfisoxazol, Sulfonamidas, Teicoplanina, Telitromicina, Tetraciclina, Tetraciclinas, Ticarcilina, 
Tinidazol, Tobramicina, Trimetoprim, Trimetoprim-Sulfametoxazol, Troleandomicina, Trovafloxacina y Vancomicina.

45
Los agentes activos también incluyen la Aldosterona, Beclometasona, Betametasona, Corticoesteroides, Cortisol, 
Acetato de cortisona, Acetato de desoxicorticosterona, Dexametasona, Acetato de fludrocortisona, Glucocorticoides, 
Hidrocortisona, Metilprednisolona, Prednisolona, Prednisona, Esteroides y Triamcinolona. También se contempla 
cualquier combinación adecuada de estos agentes activos.

50
Un "excipiente farmacéutico" o un "excipiente farmacéuticamente aceptable" es un vehículo, usualmente un líquido, 
donde se formula un agente terapéutico activo. En una realización de la invención, el agente terapéutico activo es 
una población de linfocitos T deficientes en TCR. En una realización de la invención, el agente terapéutico activo es 
una población de linfocitos T deficientes en TCR que expresan un receptor funcional, no TCR. El excipiente 
generalmente no proporciona ninguna actividad farmacológica a la formulación, aunque puede proporcionar 55
estabilidad química y/o biológica. Las formulaciones ejemplares se pueden encontrar, por ejemplo, en Remington’s 
Pharmaceutical Sciences, 19ª ed., Grennaro, A., Ed., 1995.

Como se utiliza en el presente documento, "vehículo farmacéuticamente aceptable" o "excipiente" incluye cualquiera 
y todos los disolventes, medios de dispersión, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes 60
isotónicos y retardantes de la absorción que son fisiológicamente compatibles. En una realización, el vehículo es 
adecuado para la administración parenteral. Como alternativa, el vehículo puede ser adecuado para la 
administración intravenosa, intraperitoneal, intramuscular o sublingual. Los vehículos farmacéuticamente aceptables 
incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles para la preparación extemporánea de soluciones o 
dispersiones inyectables estériles. La utilización de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticamente 65
activas es bien conocida en la materia. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea 
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incompatible con el compuesto activo, se contempla su uso en las composiciones farmacéuticas de la invención. Los 
compuestos activos complementarios también se pueden incorporar en las composiciones.

En una realización particularmente preferida de la invención, los vehículos apropiados incluyen, pero no se limitan a, 
solución salina equilibrada de Hank (HBSS, de sus siglas en inglés), solución salina tamponada con fosfato (PBS, de 5
sus siglas en inglés), o cualquier medio de congelación que tenga, por ejemplo, DMSO al 10 % y suero humano al 
90 %.

Las composiciones farmacéuticas normalmente deben ser estériles y estables en las condiciones de fabricación y 
almacenamiento. La invención contempla que la composición farmacéutica esté presente en forma liofilizada. La 10
composición se puede formular como una solución. El vehículo puede ser un medio de dispersión que contiene, por 
ejemplo, agua.

Para cada una de las realizaciones enumeradas, los compuestos se pueden administrar en una variedad de formas 
de dosificación. Se contempla cualquier forma de dosificación biológicamente aceptable conocida por personas 15
normalmente expertas en la materia, y combinaciones de las mismas. Los ejemplos de dichas formas de dosificación 
incluyen, sin limitación, líquidos, soluciones, suspensiones, emulsiones, inyectables (incluyendo subcutáneos, 
intramuscular, intravenosos, e intradérmicos), infusiones, y combinaciones de los mismos.
La descripción anterior de varias realizaciones ilustradas de la invención no pretende ser exhaustiva o limitar la 
invención a la forma precisa desvelada.20

En general, en las siguientes reivindicaciones, los términos utilizados no deben interpretarse para limitar la invención 
a las realizaciones específicas desveladas en la memoria descriptiva y las reivindicaciones.

La invención puede ponerse en práctica de formas distintas a las descritas particularmente en la descripción y 25
ejemplos anteriores. Son posibles numerosas modificaciones y variaciones de la invención a la luz de las 
enseñanzas anteriores y, por lo tanto, están dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Ciertas enseñanzas relacionadas con la producción de linfocitos T que expresan receptores quiméricos y métodos 
de utilización de los mismos se desvelaron en la publicación de la patente de EE.UU. n.º US 2010/0029749, 30
publicada el 4 de febrero de 2010.

Ciertas secuencias polinucleotídicas útiles en la producción de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T 
de la invención se desvelan en el listado de secuencias que acompaña a esta solicitud de patente, y la divulgación 
de dicho listado de secuencias se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad.35

Los siguientes ejemplos se exponen para proporcionar a los expertos en la materia una divulgación y descripción 
completas de cómo realizar y utilizar la presente invención, y no pretenden limitar el alcance de lo que se considera 
como la invención. Se han realizado esfuerzos para asegurar la exactitud con respecto a los números utilizados (por 
ejemplo, cantidades, temperatura, concentraciones, etc.) pero se deben permitir algunos errores y desviaciones 40
experimentales. Salvo que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso 
molecular promedio, la temperatura está en grados centígrados; y la presión está en o cerca de la atmosférica.

Ejemplos
45

Ejemplo 1: Producción de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T (TCR)

Los minigenes se codifican en un plásmido de expresión de retrovirus (por ejemplo, pFB-neo o pSFG) que contiene 
las secuencias LTR en 5' y 3'. Los plásmidos se empaquetan en una línea celular de empaquetamiento retroviral, 
como PT67 o PG13, y las partículas virales se recolectan una vez que las células de empaquetamiento han crecido 50
hasta la confluencia. Luego, los linfocitos T se activan con PHA, AcM anti-CD3 o anti-CD3/28 durante 1 a 3 días en 
medio completo (o medio libre de suero) más rIL-2 (25 U/ml), y los linfocitos T se transducen mediante inoculación 
por centrifugación a 32 °C en presencia de retronectina o polibreno. Después de descansar durante unas 5 a 7 
horas, las células se lavan y se colocan en placas en medio fresco más IL-2 durante 2 a 7 días. Las células se 
cuentan periódicamente para evitar una concentración celular excesiva (es decir, > 2 x 106 células/ml) y se vuelven a 55
colocar en placas a 7 x 105 células/ml. El medio de selección para eliminar los linfocitos T no transducidos se utiliza 
opcionalmente después de 2 días durante un período de 3 a 5 días. Se recolectan las células vivas con un gradiente 
de Lymphoprep ™ (Sentinel, Milán, Italia) y se expanden adicionalmente durante 1 a 3 días.

Después de la incubación, se analizan las células para determinar la expresión y la función del TCR. La expresión 60
del receptor funcional no TCR también se puede analizar en este momento, si es apropiado. La citometría de flujo se 
utiliza para probar la expresión de TCR/CD3 utilizando anticuerpos marcados con fluorocromo. Las células vivas se 
tiñen con anticuerpos contra CD5, CD8, y CD4, en combinación con un anticuerpo contra CD3ε, TCRα, TCRβ, 
TCRγ, o TCRδ. Si se utiliza la expresión de cualquiera de los genes CD3 o TCR, la expresión de las proteínas TCR y 
las proteínas CD3 se debe reducir severamente en comparación con los linfocitos T tratados con el vector de control. 65
Los anticuerpos de control de isotipos se utilizan para controlar la fluorescencia de fondo. Para identificar los 
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linfocitos T, las células se clasifican en CD5, luego se determina la expresión de CD4, CD8, CD3 y TCR. Se utilizan 
múltiples muestras para cada tratamiento y se utiliza la compensación apropiada de los espectros de emisión de 
fluorocromo. La expresión de otro receptor (por ejemplo, quNKG2D) se determina utilizando anticuerpos específicos 
y citometría de flujo, como se describió anteriormente en la materia (Zhang, T. et al., (2006) Cancer Res., 66(11)
5927-5933; Barber, A. et al., (2007) Cancer Res., 67(10):5003-5008).5

Para probar la deficiencia funcional del TCR, se utiliza la estimulación anti-CD3 de las células efectoras al final del 
cultivo para medir la producción de interferón (IFN)-gamma después de 24 horas. Los linfocitos T (2 x 105) se 
cultivan con AcM anti-CD3 (OKT3) solubles en medio completo. Después de 24 horas, el medio condicionado libre 
de células se recoge y se analiza mediante ELISA para IFN-gamma. Los cambios en la expresión o función de TCR 10
deben reflejarse en una producción reducida de IFN-gamma.

Para probar la función del no-TCR funcional, se utiliza la producción de citocinas específicas mediante linfocitos T 
incubados con células tumorales que expresan o no su ligando específico. Por ejemplo, para probar la función de 
quNKG2D, se incuban 105 linfocitos T con 105 células tumorales P815-MICA (ligando+), 105 células P815 (ligando-), 15
105 células RPMI8226 (ligando+) o linfocitos T solo. Después de 24 horas, se recoge el medio acondicionado libre de 
células y se mide el IFN-g mediante ELISA. Los linfocitos T NKG2D quiméricos producen IFN-γ después del cultivo 
con células tumorales que expresan el ligando (Zhang, T. et al., (2006) Cancer Res., 66(11) 5927-5933; Barber, A. et 
al., (2007) Cancer Res., 67(10):5003-5008). También es posible probar la citotoxicidad celular contra las células 
tumorales de ligando+, como se describió anteriormente en la materia (Zhang, T. et al., (2006) Cancer Res., 66(11) 20
5927-5933). La especificidad se muestra utilizando células tumorales de ligando- o AcM de bloqueo de receptores 
específicos.

Ejemplo 2: Producción de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T (TCR) que expresan 
quNKG2D25

En este ejemplo, se realiza la expresión simultánea de un receptor quNKG2D y la inhibición de la expresión de TCR 
endógena. En este ejemplo, se utiliza un receptor quNKG2D murino, compuesto de NKG2D en combinación con un 
CD3-zeta unido en el extremo N. El receptor quNKG2D se genera y expresa en linfocitos T murinos. NKG2D es una 
proteína de tipo II, en la cual el extremo N está ubicado intracelularmente (Raulet (2003) Nat. Rev. Immunol. 3: 781-30
790), mientras que la cadena CD3-zeta es una proteína de tipo I con el extremo C en el citoplasma (Weissman, et al. 
(1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 9709-9713). Para generar una proteína de fusión NKG2D-CD3-zeta quimérica, 
se coloca un codón de iniciación ATG delante de la secuencia de codificación para la región citoplásmica de la 
cadena CD3-zeta (sin un codón de parada TAA) seguido de un gen NKG2D de tipo silvestre. Tras la expresión, la 
orientación de la porción CD3-zeta se invierte dentro de las células. Los dominios extracelulares y transmembrana 35
proceden de NKG2D. También se construye un segundo gen quimérico que codifica el gen Dap10 seguido de un 
fragmento que codifica el dominio citoplasmático CD3-zeta. La Figura 1 presenta las estructuras de los receptores 
quiméricos y de tipo silvestre.

Un ARNhc está unido operativamente en un vector lentiviral con el receptor quNKG2D. Para lograr la expresión de 40
ambos genes, el ARNhc es dirigido por un promotor U6 y el receptor quNKG2D por un promotor PGK. Las PBMC 
humanas primarias se aíslan de donantes sanos y se activan con dosis bajas de anti-CD3 soluble y rhuIL-2 25U/ml 
durante 48 horas. Aunque no es necesario activar los linfocitos T para la transducción lentiviral, la transducción 
funcionará de manera más eficaz y permitirá que las células continúen expandiéndose en la IL-2. Las células 
activadas se lavan y se transducen utilizando una centrifugación de 1 h a 30 °C, seguido de un período de reposo 45
durante 7 h. Las células se lavan y se cultivan en 25 U/ml de IL-2 durante 3 a 7 días para permitir la expansión de las 
células efectoras de una manera similar a la de la utilización de las células in vivo. La expresión de TCRαβ, CD3 y 
NKG2D se evalúa mediante citometría de flujo y PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR). El número de linfocitos 
T CD4+ y CD8+ se determina mediante citometría de flujo. El número total de células y el porcentaje de linfocitos T 
deficientes y que expresan el complejo TCR se determinan mediante citometría de flujo. Estos se comparan con las 50
PBMC que se transducen con los genes ARNhc o quNKG2D solos (como controles). Las células transducidas de 
solo vector también se incluyen como controles.

Se anticipa que aquellas células con poca o ninguna expresión de TCR en la superficie celular expresarán mayores 
cantidades de NKG2D en la superficie celular debido a la coexpresión del receptor quNKG2D.55

Como alternativa, la transducción puede ocurrir con dos virus al mismo tiempo, uno con la construcción de ARNhc y 
otro con el receptor quNKG2D. Se utiliza una mayor cantidad del virus quNKG2D para garantizar una alta expresión 
de quNKG2D en aquellos linfocitos T que carecen de expresión de TCR. Los linfocitos T TCR+ que pueden 
permanecer se eliminan para obtener linfocitos T TCR-, quNKG2D+.60

Después de la transducción y expansión viral, los linfocitos TCR+ y TCR- se separan mediante AcM con perlas 
magnéticas sobre columnas Miltenyi. La verificación de la expresión de quNKG2D se realiza mediante QRT-PCR 
utilizando cebadores específicos para el receptor quNKG2D.

65
Para determinar si los linfocitos T perdieron la función de TCR y retuvieron la función de quNKG2D, los linfocitos T 
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transducidos o de control se cultivan con PBMC alogénicas tratadas con mitomicina C o PBMC singénicas. Los 
linfocitos T están precargados con CFSE, que es un colorante permeable a las células que se divide por igual entre 
las células hijas después de la división. La extensión de la división celular se puede determinar fácilmente mediante 
citometría de flujo.

5
Para determinar si la construcción de ARNhc puede inhibir la función de TCR y permitir la función del receptor 
quNKG2D, los linfocitos T transducidos se cultivan con PBMC alogénicas tratadas con mitomicina C, PBMC 
singénicas o células tumorales: P815-MICA (un tumor murino que expresa MICA humana, un ligando para NKG2D), 
P815, A2008 (una célula tumoral de ovario humano, ligando+ NKG2D) y U266 (una línea celular de mieloma 
humano, ligando+ NKG2D). Después de 48 horas, se recogieron los sobrenadantes libres de células y la cantidad de 10
IL-2 y IFN-γ producida se cuantificará mediante ELISA. Los linfocitos T solo se utilizan como control negativo.

Ejemplo 3: Administración in vivo de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T (TCR) que 
expresan quNKG2D

15
En este ejemplo, los linfocitos T deficientes en TCR, que expresan un receptor quNKG2D murino como se produce 
en el Ejemplo 2, se administran a ratones para evaluar el potencial terapéutico in vivo de dichos linfocitos T en 
ciertos cánceres. Los linfocitos T portadores de NKG2D quiméricos (106) se inyectan conjuntamente con células 
tumorales RMA/Rae-1β (105) por vía subcutánea a ratones C57BL/6. Los ratones quiméricos que portan NKG2D y 
tratados con linfocitos T deficientes en TCR que están libres de tumores o tienen un crecimiento inhibido por tumores 20
de tumores RMA/Rae-1β, después de 30 días reflejan la actividad terapéutica contra el cáncer en estos ratones.

En un segundo y más estricto modelo, los linfocitos T transducidos (107) se transfieren de manera adoptiva i.v. en 
ratones B6 un día antes de la inoculación del tumor RMA/Rae-1β s.c. en el flanco derecho. La supresión del 
crecimiento de los tumores RMA/Rae-1β (s.c.) en comparación con los linfocitos T modificados con vector de control 25
refleja la actividad terapéutica contra el cáncer en estos ratones. En cuanto a la toxicidad del tratamiento con 
linfocitos T modificados con NKG2D quiméricos, se anticipa que los animales no mostrarán ninguna evidencia 
manifiesta de daño inflamatorio (es decir, cabello rizado, jorobado o diarrea, etc.) cuando se traten con linfocitos T 
que portan NKG2D quiméricos, lo que sería un reflejo de la falta de toxicidad manifiesta.

30
En un modelo más riguroso de tumores ováricos establecidos (ID8), los linfocitos T quNKG2D transducidos (5 x 106

linfocitos T, i.p.) se inyectan en ratones portadores de tumores durante 5 semanas. Los ratones se inyectan 
adicionalmente con linfocitos T a las 7 y 9 semanas después del desafío tumoral. En estas condiciones, los ratones 
tratados con linfocitos T quNKG2D permanecerán libres de tumores durante más de 250 días, mientras que los 
ratones tratados en un programa similar con linfocitos T de control morirán por el crecimiento del tumor dentro de los 35
100 días. En cuanto a la toxicidad del tratamiento con linfocitos T modificados con NKG2D quiméricos, se anticipa 
que los animales no mostrarán ninguna evidencia manifiesta de daño inflamatorio (es decir, cabello rizado, jorobado 
o diarrea, etc.) cuando se traten con linfocitos T que portan NKG2D quiméricos, lo que sería un reflejo de la falta de 
toxicidad manifiesta.

40
En un modelo de mieloma múltiple, los ratones que portan células tumorales 5T33MM se tratan el día 12 después de 
la infusión de células tumorales con linfocitos T quNKG2D (5 x 10

6
células, i.v.). Este tratamiento dará como 

resultado un aumento en la vida útil de todos los ratones y aproximadamente la mitad de estos ratones serán 
sobrevivientes a largo plazo y sin tumores. Los ratones tratados con linfocitos T de control sucumbirán a sus tumores 
dentro de los 30 días. No se observará evidencia manifiesta de toxicidad debido al tratamiento con los linfocitos T 45
quNKG2D.

Debido a que el sistema inmunitario puede seleccionar variantes de tumores, las inmunoterapias más eficaces 
contra el cáncer probablemente serán aquellas que inducen inmunidad contra múltiples antígenos tumorales. En un 
tercer experimento, se prueba si el tratamiento con linfocitos T que portan NKG2D quiméricos inducirá la inmunidad 50
del hospedador contra células tumorales de tipo silvestre. Los ratones que se tratan con linfocitos T que portan 
NKG2D quimérico y células tumorales 5T33MM, y están libres de tumor después de 80 días, se estimulan con 
células tumorales 5T33MM. Los ratones supervivientes libres de tumor son resistentes a un desafío posterior de 
células 5T33MM (3 x 105), en comparación con los ratones de control sin tratamiento previo que sucumben al tumor 
en un promedio de 27 días. Sin embargo, los ratones supervivientes libres de tumores no son resistentes a un 55
desafío posterior de las células tumorales RMA-Rae1 (3 x 105) y sucumben al tumor en un lapso de tiempo similar al 
de los ratones sin tratamiento previo (20 días). Esto indica que la transferencia adoptiva de linfocitos T que portan 
NKG2D quiméricos permitirá a los hospedadores generar memoria de linfocitos T específica de tumor.

En esta invención, se proporcionan cuatro clases de moléculas inhibidoras de TCR (TIM) que afectan la función de 60
los linfocitos T. La Tabla 2 es un resumen del efecto de 19 TIM diferentes en la función efectora de los linfocitos T, 
ya sea en respuesta a la estimulación de anti-CD3 soluble (OKT3 (200 ng/ml)) (CD3), o el cultivo con PBMC 
alogénicas (Allo). Las designaciones a la izquierda se refieren a la clase de TIM. Los valores numéricos indican el 
porcentaje de reducción en la inhibición de TCR en relación con el control de linfocitos T transducidos con el vector 
pFB. NI: no inhibición. NH: no hecho.65
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Tabla 2. Resumen del efecto de las moléculas inhibidoras de TCR (TIM) sobre la función de los linfocitos T.
Clase de TIM CD3 Allo

ARNhc

TIM1* 22,6 NH
TIM2* NH NH
TIM3* 14,9 NH
TIM4** NI NH

Proteínas truncadas

TIM5*** NI NI
TIM6** NI 56
TIM7** 44 90
TIM8** 58 100

Proteínas de fusión KIR

TIM9** 32,7 NH
TIM10** 28 NH
TLM11** 32 NH
TIM12** -12 40
TIM13** NH -26

Mutaciones

TIM14** NI NH
TIM15** -6 35
TIM16** 23,2 27
TIM17** 8,2 -9
TIM18* -28 21
TIM19** 33,9 8

Ejemplo comparativo 4:

Producción de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T (TCR) utilizando ARNhc que se dirigen a los 5
ácidos nucleicos que codifican CD3-epsilon o CD3-zeta

En este ejemplo, la expresión de TCR endógena se inhibió utilizando secuencias de ARNhc que se dirigen a los 
ácidos nucleicos que codifican CD3-epsilon o CD3-zeta.

10
Se compraron secuencias de ARNhc clonadas en el vector retroviral pSM2c (Open Biosystems), con expresión 
controlada por el promotor U6. Estas construcciones de ARNhc se utilizaron para bloquear la expresión de las 
proteínas CD3-epsilon y/o CD3-zeta, de manera que el linfocito T ya no produjo uno de los componentes clave del 
complejo TCR. Por consiguiente, el complejo TCR se desestabilizó y se evitó la expresión en la superficie celular de 
un TCR funcional, lo que dio como resultado una función reducida de los linfocitos T a través del complejo TCR. La 15
secuencia de ARNhc contra CD3-epsilon o CD3-zeta se describe en la Tabla 1, que corresponde a las SEQ ID NO: 
9-26 y 68-71, respectivamente.

Para determinar si los ARNhc modificaron la función de TCR, la producción de IFN-gamma se midió en respuesta a 
(i) estimulación con anti-CD3 soluble (CD3) o (ii) en respuesta al cultivo con PBMC alogénicas (Allo). En particular, 20
los linfocitos T tratados con TIM1 o TIM3 tuvieron una reducción del 22,6 % o 14,9 % en la inhibición de TCR, 
respectivamente, después de la estimulación con 200 ng/ml de anticuerpo monoclonal anti-CD3. Véase la tabla 2 
supra.

Ejemplo 4: Producción de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T (TCR) utilizando un inhibidor negativo 25
dominante de CD3-zeta

En este ejemplo, la sobreexpresión de una proteína inhibidora negativa dominante, es decir, un TIM, interrumpió la 
expresión y función de TCR. La expresión de TCR endógena se inhibió utilizando una proteína inhibidora negativa 
dominante que comprende CD3-zeta alterada para incluir una señal inhibidora de KIR2DL1, y los linfocitos T 30
resultantes no se activaron en respuesta a la estimulación de TCR.

Las construcciones minigénicas que incorporaron todo, o parte de, un polinucleótido modificado que codifica CD3-
zeta se generaron mediante PCR utilizando plantillas de ADNc de CD3-zeta y KIR2DL1, correspondientes a la SEQ 
ID NO: 64 y la SEQ ID NO: 66, respectivamente, compradas en Open Biosystems (Huntsville, AL). Todas las PCR se 35
realizaron utilizando la Fusión de polimerasa de ADN de alta fidelidad (New England Biolabs, Ipswich, MA) y los 
cebadores se sintetizaron mediante tecnologías integradas de ADN (Coralville, IA). Utilizando los protocolos 
establecidos, cada construcción se clonó en el vector retroviral pFB-neo (Stratagene), con expresión controlada por 
la LTR en 5’. Las construcciones resultantes se seleccionaron y confirmaron su precisión mediante secuenciación y 
se analizaron mediante DNA Dynamo (Blue Tractor Software Ltd). Las secuencias de ADN y sus secuencias de 40
proteínas predichas corresponden a SEQ ID NOS: 68-101.

Las TIM se expresaron en linfocitos T primarios utilizando un sistema de expresión retroviral. Se utilizaron dos líneas 
celulares de empaquetamiento diferentes para producir virus con un título bajo o alto. El virus de bajo título se 
produjo mediante células GP2-293T que se transfectaron transitoriamente con el plásmido de empaquetamiento y un 45
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plásmido de envoltura. Después de 72 horas, se recogió el sobrenadante vírico y se midieron los títulos mediante la 
infección de células NIH-3T3 después de la selección con G418. Los títulos de los virus producidos por este sistema 
estaban entre 5x105 y 1x107 UFC/ml. Para producir virus de alto título, el sistema GP2-293T produjo virus para 
transducir células de empaquetamiento PT67. Las células PT67 infectadas con partículas virales se seleccionaron 
bajo tratamiento con G418 durante 5 días. Las células PT67 que expresan TIM se expandieron y se utilizaron para la 5
producción de virus. 72 horas después de que las células alcanzaron la confluencia, se recogió el sobrenadante 
vírico y se midieron los títulos en NIH-3T3. Los títulos de los virus obtenidos por este sistema estaban en el intervalo 
de 7x107 y 2x108 UFC/ml.

Para transducir linfocitos T humanos, se aislaron PBMC humanas primarias de donantes sanos y se activaron con 10
40 ng/ml de anti-CD3 soluble y 50 U/ml de rhuIL-2 durante 72 horas. Los linfocitos T activados se lavaron y se 
transdujeron con retrovirus producidos por virus de título bajo o alto utilizando una infección por centrifugación de 1 
hora a 32 °C, seguida de un período de descanso de 6 horas. Las células se lavaron y se cultivaron en 50 U/ml de 
IL-2 durante 48 horas, y luego se sometieron a selección durante 3 días. Después de la selección, las células vivas 
se aislaron utilizando Lymphoprep (Mediatech), y las células efectoras se expandieron en 50 U/ml de IL-2 durante 48 15
horas cuando las células se utilizaron para ensayos funcionales. La expresión de células endógenas de CD3-épsilon 
y CD3-zeta en células transducidas con ARNhc, y la disminución en la expresión de los genes por ARNhc, se 
analizaron mediante PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR). En resumen, el ARN se extrajo de los linfocitos T 
transducidos y se transcribieron de manera inversa 0,5-1 ug del ARN total utilizando el kit de transcripción 
QuantiTect Rev. (Qiagen). El ADNc resultante se utilizó con SYBR verde (Applied Biosystems) para el análisis de 20
qRT-PCR, y los datos se normalizaron a los niveles de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los 
cambios en la expresión de la superficie celular se analizaron utilizando anticuerpos específicos para CD3, CD8, 
CD4 y CD5, y no se observaron diferencias en la expresión de estas moléculas de la superficie celular en linfocitos T 
que expresan TIM en comparación con el vector de control.

25
Para determinar si la reducción en la expresión de TCR con cada construcción de ARNhc o minigen (que eliminó o 
interrumpió el TCR en la superficie celular) fue suficiente para prevenir la activación del linfocito T a la estimulación 
de TCR, los linfocitos T se analizaron para: (1) supervivencia celular in vitro; y (2) la producción de citocinas en 
respuesta a PBMC alogénicas y/o AcM anti-CD3.

30
Para probar la supervivencia celular, los linfocitos T transducidos se propagaron en medio RPMI completo con rhuIL-
2 (50 U/ml). Las células se colocaron en placas a densidades similares al comienzo del cultivo y se extrajo una 
muestra para el recuento y la viabilidad de las células diariamente durante 7 o más días. No se observó ninguna 
diferencia en el crecimiento de los linfocitos T que expresan TIM en comparación con los linfocitos T que expresan el 
vector de control correspondiente. Para determinar si los linfocitos T expresaron suficiente TCR para inducir una 35
respuesta contra células alogénicas, los linfocitos T transducidos o de control se cultivaron con PBMC alogénicas o 
autólogas en una proporción de 4:1. Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes libres de células y la 
cantidad de IFN-γ producida se cuantificó mediante ELISA. Los linfocitos T solos, incluidas las PBMC y las células 
transducidas, se utilizaron como controles negativos. Entre las moléculas inhibidoras de TCR analizadas, se 
identificaron dos minigenes (TIM7 y TIM8) que fueron capaces de reducir significativamente la función de TCR en los 40
linfocitos T. Véase, Figure 2. El ensayo alogénico se realizó utilizando 19 donantes diferentes que expresan TIM7 o 
TIM8, donde cada donante se cultivó con 3 PBMC alogénicas diferentes. Se observó una reducción promedio en la 
producción de IFN-γ del 49 % en los linfocitos T que expresan TIM7, y se observó una reducción promedio del 60 % 
en los linfocitos T que expresan TIM8.

45
Para determinar si cada TIM inhibió la función de los linfocitos T mediante la estimulación con anticuerpos directos 
del complejo TCR, los linfocitos T transducidos con TIM se trataron con un intervalo de diferentes concentraciones 
de AcM anti-CD3 (1,6 a 5000 ng/ml). Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes libres de células y la 
cantidad de IFN-γ producida se cuantificó mediante ELISA. Los linfocitos T solos se utilizan como control negativo. 
Cuando las células se estimularon con 200 ng/ml de AcM anti-CD3 durante 24 horas, se observó una reducción 50
máxima en la producción de IFN-γ del 44 % y 58 % en linfocitos T que expresan TIM7 y TIM8, respectivamente. En 
su conjunto, esto indica que una reducción en la expresión de TCR, por ejemplo, utilizando TIM para eliminar o 
interrumpir el TCR, es suficiente para alterar la función de los linfocitos T.

Ejemplo 5: Producción de linfocitos T deficientes en el receptor de linfocitos T (TCR) que expresan quNKG2D55

En este ejemplo, se realizó una sobreexpresión simultánea de una proteína inhibidora de TCR dominante negativa, 
es decir, una TIM, y la expresión de un receptor quimérico dirigido a tumores. En particular, la expresión de TCR 
endógena se inhibió utilizando una TIM y se expresó el receptor quimérico quNKG2D, es decir, NKG2D unido al 
dominio citoplasmático de CD3-zeta. NKG2D se asocia con Dap10 para proporcionar señales de activación primaria 60
y secundaria a los linfocitos T. Véase, Zhang, T. et al. 2006. Cancer Res. 66(11): 5927-5933. Los ligandos para 
NKG2D se expresan en la mayoría de las células tumorales humanas, pero no en la mayoría de las células 
normales.

Con el fin de probar la expresión tanto de una TIM como de un receptor quimérico dirigido al tumor, se aislaron 65
PBMC humanas primarias de donantes sanos y se activaron con 40 ng/ml de anti-CD3 soluble y 50 U/ml de rhuIL-2 
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durante 72 horas. Los linfocitos T activados se lavaron y se transdujeron con retrovirus de alto título utilizando una 
inoculación por centrifugación de 1 hora a 32 °C, seguida de un período de descanso de 7 horas. Se utilizaron 
cantidades iguales de virus TIM y quNKG2D para la transducción. Las células se lavaron y se cultivaron en 50 U/ml 
de IL-2 durante 48 horas, y luego se sometieron a selección de G418 durante 3 días. Después de la selección, las 
células vivas se aislaron utilizando Lymphoprep (Mediatech), y las células efectoras se expandieron en 50 U/ml de 5
IL-2 durante 48 horas cuando las células se utilizaron para ensayos funcionales. Los cambios en la expresión de la 
superficie celular se analizaron utilizando anticuerpos específicos para CD3, CD4, NKG2D y CD5. No se observaron 
diferencias en la expresión de estas moléculas de la superficie celular en linfocitos T que expresan TIM en 
comparación con el vector de control, a excepción de una mayor expresión del receptor NKG2D en células 
transducidas con el virus chNKG2D, como se esperaba.10

Para determinar si los linfocitos TIM+ quNKG2D+ tendrían una respuesta reducida a las células alogénicas, pero una 
mayor respuesta a las células tumorales, se cultivaron los linfocitos T conjuntamente con PBMC alogénicas, PBMC 
singénicas o células tumorales: RPMI8226 (una línea celular de mieloma humano, ligando+ NKG2D), PANC-1 (una 
línea celular pancreática humana, NKG2D+), o NIH-3T3 (una línea celular de fibroblastos de ratón normal, ligando-15
NKG2D), como control negativo. Después de 24 horas, se recogieron los sobrenadantes libres de células y la 
cantidad de IFN-γ producida se cuantificó mediante ELISA. Los linfocitos T solos y el cultivo con PBMC singénicas 
se utilizan como controles negativos.

En el ensayo alogénico, se observó una reducción del 45 % en la producción de IFN-γ en los linfocitos T que 20
expresan TIM7, y se observó una reducción del 44 % en la producción de IFN-γ en los linfocitos T que expresaban 
TIM8 que tenían coexpresión dquchNKG2D en comparación con células que expresan el vector de control. Cuando 
se cultivaron con células tumorales, se observó un aumento significativo en la cantidad de producción de IFN-γ en 
respuesta a las células tumorales en linfocitos TIM+ quNKG2D+, en comparación con las células que expresan TIM 
solamente, cuando las células tumorales expresaban ligandos NKG2D (RPMI8226 y PANC-1), pero no cuando se 25
cultiva con células tumorales deficientes en ligando (NIH-3T3). Véase la Figura 3 que muestra un experimento
representativo utilizando RPMI8226. El mismo experimento también demostró que una mayor producción de IFN-γ 
dependía de NKG2D, debido a que la incubación con un AcM de bloqueo para NKG2D no produjo un aumento en la 
producción de IFN-γ.
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<313> (1)..(604)

<400> 61

15

<210> 62
<211> 1677
<212> ADN
<213> Homo sapiens20

<300>
<308> NM_198053

E13784744
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<309> 01/08/2010
<313> (1)..(1677)

<400> 62
5

<210> 63

E13784744
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<211> 591
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<300>5
<308> M33195
<309> 27/04/1993
<313> (1)..(591)

<400> 6310

<210> 64
<211> 168715
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 64
20

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 65
<211> 163
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 65

10

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 66
<211> 255
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 66

10

<210> 67
<211> 84
<212> PRT
<213> Homo sapiens15

<400> 67

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 68
<211> 97
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ARNhc de CD3-zeta

10
<400> 68

<210> 6915
<211> 97
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> secuencia de ARNhc de CD3-zeta

<400> 69

25

<210> 70
<211> 97
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> secuencia de ARNhc de CD3-zeta

<400> 7035

E13784744
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<210> 71
<211> 97
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> secuencia de ARNhc de CD3-zeta

10
<400> 71

<210> 7215
<211> 528
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7220

<210> 73
<211> 17525
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 73
30

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 74
<211> 168
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 74

10

<210> 75
<211> 56
<212> PRT
<213> Homo sapiens15

<400> 75

E13784744
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<210> 76
<211> 189
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 76

10

<210> 77
<211> 63
<212> PRT
<213> Homo sapiens15

<400> 77

20
<210> 78
<211> 214
<212> ADN
<213> Homo sapiens

25
<400> 78

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 79
<211> 71
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 79

10

<210> 80
<211> 423
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 80

20
<210> 81
<211> 140
<212> PRT

E13784744
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52

<213> Homo sapiens

<400> 81

5

<210> 82
<211> 444
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 82

15
<210> 83

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<211> 147
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 835

10
<210> 84
<211> 471
<212> ADN
<213> Homo sapiens

15
<400> 84

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 85
<211> 155
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 85

10

<210> 86

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<211> 618
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 865

<210> 87
<211> 20510
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 87
15

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3

 



56

<210> 88
<211> 708
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 88

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 89
<211> 235
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 89

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3

 



58

<210> 90
<211> 492
<212> ADN5

E13784744
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<213> Homo sapiens

<400> 90

5

<210> 91
<211> 163
<212> PRT
<213> Homo sapiens10

<400> 91

15

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 92
<211> 492
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 92

10

<210> 93
<211> 163
<212> PRT
<213> Homo sapiens15

<400> 93

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 94
<211> 492
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 94

E13784744
14-02-2019ES 2 711 629 T3
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<210> 95
<211> 163
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 95

ES 2 711 629 T3
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<210> 96
<211> 465
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 96

10

ES 2 711 629 T3
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<210> 97
<211> 155
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 97

10

<210> 98
<211> 363
<212> ADN

ES 2 711 629 T3
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<213> Homo sapiens

<400> 98

5

<210> 99
<211> 121
<212> PRT
<213> Homo sapiens10

<400> 99

15
<210> 100
<211> 453
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 100

ES 2 711 629 T3
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<210> 101
<211> 151
<212> PRT5
<213> Homo sapiens

<400> 101

10

ES 2 711 629 T3
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir uno o más linfocitos T primarios humanos modificados, que comprende expresar en uno 
o más linfocitos T primarios humanos al menos una molécula inhibidora de TCR (TIM) codificada mediante una 
secuencia de ácido nucleico seleccionada de las SEQ ID NO: 72, 74, 76, y 78.5

2. El método de la reivindicación 1, donde el ácido nucleico codifica el polipéptido de la SEQ ID NO: 77 o 79.

3. El método de la reivindicación 1, donde la secuencia de ácido nucleico se selecciona de la SEQ ID NO: 76 o 78.
10

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el linfocito T está diseñado adicionalmente para 
expresar un receptor quimérico dirigido a tumores.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la TIM desestabiliza el complejo TCR mediante 
la reducción o el bloqueo de la expresión de los componentes del complejo TCR.15

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde los linfocitos T primarios humanos modificados 
no provocan una respuesta reducida de la enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD) en un receptor humano 
histoincompatible en comparación con la respuesta de GVHD provocada por uno o más linfocitos T primarios 
humanos que no expresan la al menos una molécula inhibidora de TCR (TIM).20

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde los linfocitos T primarios humanos modificados 
no provocan una respuesta GVHD en un sujeto humano.

8. Un linfocito o linfocitos T primarios humanos modificados producidos de acuerdo con cualquiera de las 25
reivindicaciones 1-7.

9. Una composición farmacéutica que comprende un linfocito o linfocitos T primarios humanos modificados de 
acuerdo con la reivindicación 8.

30
10. Un linfocito o linfocitos T primarios humanos modificados de acuerdo con la reivindicación 8 para su uso en 
terapia.

11. El linfocito o linfocitos T primarios humanos modificados de acuerdo con la reivindicación 8 para su uso en el 
tratamiento del cáncer.35

12. Un vector para modificar linfocitos T primarios humanos que contiene un ácido nucleico que codifica el 
polipéptido CD3-zeta truncado de SEQ ID NO: 77 o 79.

13. El vector de la reivindicación 12, donde la secuencia de ácido nucleico que codifica el polipéptido CD3-zeta 40
truncado es la SEQ ID NO: 76 o 78.

14. Un linfocito T humano que expresa el polipéptido CD3-zeta truncado de SEQ ID NO: 77 o 79.
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