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2

DESCRIPCIÓN

Células T que expresan un receptor antigénico quimérico como terapia contra el cáncer

Antecedentes de la invención5

La inmunoterapia basada en la transferencia adoptiva de linfocitos (por ejemplo, células T) en un paciente pueden 
tener un papel importante en la eliminación del cáncer. Entre los muchos tipos diferentes de agentes 
inmunoterapéuticos, uno de los métodos terapéuticos más prometedores que se están desarrollando son las células 
T que expresan Receptores Antigénicos Quiméricos (Chimeric Antigen Receptors, CAR). Los CAR son receptores 10
modificados genéticamente que están diseñados para dirigirse a un antígeno específico de un tumor seleccionado 
[1]. Por ejemplo, las células T que tienen una actividad citotóxica se transfectan con y se cultivan para que expresen 
los CAR de manera que las células T que expresan CAR pueden dirigirse y destruir tumores mediante antígenos 
asociados al tumor. 

15
Los CAR de primera generación estaban compuestos por dos regiones principales. La primera, una región de 
reconocimiento, por ejemplo, una región de fragmento variable de cadena sencilla (single chain fragment variable, 
scFv) derivado de un anticuerpo dirigido contra un tumor, para reconocer y unirse a antígenos asociados con un 
tumor. La segunda un dominio de señalización de activación, por ejemplo, la cadena CD3ζ de las células T, que 
sirve como señal de activación de las células T en los CAR [2]. Aunque las células T transducidas para que expresen 20
dichas construcciones presentaban resultados positivos in vitro, se ha descubierto que tienen una actuación limitada 
en la eliminación de células tumorales en los ensayos clínicos. La principal limitación ha sido la incapacidad relativa 
para prolongar y expandir la población de células T y conseguir unos efectos antitumorales sostenidos in vivo.

Para afrontar estos problemas, se incluye un dominio de co-estimulación (por ejemplo, de CD137, CD28 o CD134) 25
en los CAR de segunda generación para conseguir la activación completa, prolongada de las células T. La adición 
de un dominio de co-estimulación aumenta la proliferación in vivo y la supervivencia de las células T que contienen 
los CAR, y los datos clínicos iniciales han demostrado que dichas construcciones son un agente terapéutico 
prometedor en el tratamiento de tumores [3].

30
Aunque el uso de células T que expresan CAR como agente inmunoterapéutico se muestra prometedor, aún existen 
muchos desafíos a superar con el fin de conseguir resultados clínicos significativos. En primer lugar, puede haber un 
resultado de toxicidades "fuera de diana" debido al hecho de que es difícil dirigirse solo a las células cancerosas 
mediante antígenos asociados al tumor debido a que en muchos casos las células normales también expresan el 
antígeno asociado al tumor. Por ejemplo, el CD19 es un antígeno asociado al tumor que se expresa en células B 35
malignas. Se generaron y utilizaron CAR que contenían un anticuerpo anti-CD19 para tratar pacientes. Aunque se 
descubrió una remisión de las células B malignas, también se agotaron las células B normales en los pacientes 
debido a que las células B normales también expresan el CD19 [4]. Otro ejemplo se refiere a la anhidrasa carbónica 
IX (CAIX) que está sobre expresada en carcinoma renal de células claras. Se descubrió una toxicidad hepática en
sujetos del primer ensayo clínico utilizando CAR que se dirigían a la CAIX, probablemente debido al hecho de que la 40
CAIX también se expresa en las células epiteliales del conducto biliar y como tal, las células T se dirigían también al 
tejido normal [5].

En segundo lugar, se puede encontrar una 'actividad de CAR no regulada' en la que la rápida erradicación de las 
células cancerosas por los CAR induce una constelación de alteraciones metabólicas, llamada síndrome de lisis 45
tumoral o una tormenta de citocinas, que puede ser una consecuencia fatal para los pacientes [1, 4, 6]. Este 
resultado es debido a que las células T transducidas que expresan CAR no pueden regularse fácilmente. Una vez 
que las células T transducidas se infunden en los pacientes, actualmente es muy difícil regular o controlar la 
activación de las células.

50
Por lo tanto; aunque las células T que expresan CAR presentan un gran potencial como herramientas en el 
tratamiento del cáncer, se necesita un sistema de CAR de próxima generación que proporcione una toxicidad fuera 
de diana (off-target toxicity) reducida y un mayor control de la activación. La presente invención se refiere a este y 
otros fines importantes.

55
Breve sumario de la invención

El alcance de la presente invención se define en las reivindicaciones adjuntas. Cualquier otra divulgación de la 
presente descripción, independientemente de si se indica como preferida o ejemplificada, no forma parte de la 
presente invención. Las referencias al "método de tratamiento" en la descripción se refiere a la terapia reivindicada60
para su uso en dichos métodos.

La invención se refiere a un sistema de Receptor Antigénico Quimérico (CAR) y el sistema para su uso en el 
tratamiento de sujetos con cáncer. El sistema de CAR de la presente invención incluye linfocitos citotóxicos que
expresan CAR que se dirigen a un resto que no se produce o expresa en las células del sujeto que se va a tratar. 65
Este sistema de CAR permite por lo tanto dirigir de manera focal los linfocitos citotóxicos a las células diana, tales 
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como las células cancerosas. El resto direccionado es parte de un conjugado de moléculas pequeñas (Small 
Conjugate Molecule, SCM) que también comprende un ligando de un receptor de célula tumoral. La administración 
de una SCM junto con los linfocitos citotóxicos que expresan los CAR da como resultado el direccionamiento de la 
respuesta de linfocitos citotóxicos solamente contra las células que expresan el receptor tumoral al que está unido el 
SCM.5

Las siguientes realizaciones NO son parte de la invención:

En una primera realización, se desvelan linfocitos citotóxicos que expresan CAR. El CAR es una proteína de fusión 
que comprende una región de reconocimiento, al menos un dominio de co-estimulación, y un dominio de 10
señalización de la activación. El CAR tiene una especificidad de unión para el resto direccionado seleccionado o se 
puede unir a un resto direccionado.

En ciertos aspectos de la presente realización, la región de reconocimiento del CAR es un fragmento variable de 
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo con especificidad de unión para el resto direccionado. En un aspecto 15
particular, la región de reconocimiento del CAR es un fragmento de la región variable de cadena sencilla (scFv) de 
un anticuerpo anti-FITC.

En ciertos aspectos de la presente realización, el dominio de co-estimulación del CAR se selecciona de entre el 
grupo que consiste en CD28, CD137 (4-1BB), CD134 (OX40), y CD278 (ICOS).20

En ciertos aspectos de la presente realización, el dominio de señalización de la activación del CAR es la cadena 
CD3ζ de la célula T o el receptor γ de Fc.

En ciertos aspectos de la presente invención, los linfocitos citotóxicos son uno o más de entre células T citotóxicas, 25
células citolíticas naturales (Natural Killer, NK), y células citolíticas activadas por linfocinas (Lymphokine-Activated 
Killer, LAK).

En un aspecto particular de esta realización, la región de reconocimiento es un fragmento de la región variable de 
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, el dominio de co-estimulación es CD137 (4-1BB), y el dominio de 30
señalización de la activación es la cadena CD3ζ de célula T.

En ciertos aspectos de la presente realización, el resto direccionado es una molécula seleccionada de entre el grupo 
que consiste en 2,4-dinitrofenol (DNP), 2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceína, isotiocianato de 
fluoresceína (FITC), NHS-fluoresceína, éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo (TFP), una knotina, 35
una centirina y una DARPina.

En ciertos aspectos de la presente realización, la especificidad de unión del CAR para el resto direccionado tiene
una afinidad de al menos aproximadamente 100 pM.

40
En una segunda realización, se desvelan conjugados de moléculas pequeñas (SCM) que comprenden un resto 
direccionado conjugado con un ligando de receptor tumoral, donde el ligando del receptor tumoral es el folato.

Los restos direccionados que se pueden utilizar en los SCM de la invención incluyen, pero no se limitan a 2,4-
dinitrofenol (DNP), 2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceína, isotiocianato de fluoresceína (FITC), 45
NHS-fluoresceína, éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo (TFP), una knotina, una centirina y una 
DARPina. 

En ciertos aspectos de la presente divulgación, el resto direccionado y el ligando se conjugan mediante un dominio 
enlazador. Los dominios enlazadores incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoácido 50
hidrofílico, un azúcar, un peptidoglicano no natural, polivinilpirrolidona, y pluronic F-127. En un aspecto particular, el 
dominio enlazador es (PEG)12.

En ciertos aspectos de la presente realización, el resto direccionado es FITC. 
55

En ciertos aspectos de la presente realización, el resto direccionado es FITC y el enlazador es (PEG)12.

En aspectos particulares de la presente realización, el SCM es FITC-folato, o FITC-(PEG)12-folato.

Las siguientes realizaciones SON parte de la invención:60

En una tercera realización, la invención se refiere a un agente terapéutico del cáncer de dos componentes que comprende: 

(a) un conjugado de moléculas pequeñas (SCM) que comprende un resto direccionado conjugado con un ligando 
de receptor tumoral, donde el ligando del receptor tumoral es el folato; y65
(b) linfocitos citotóxicos que expresan un receptor antigénico quimérico (CAR), donde el CAR es una proteína de 
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fusión que comprende una región de reconocimiento, un dominio de co-estimulación y un dominio de señal de 
activación, y donde el CAR tiene una especificidad de unión para el resto direccionado. 

Los restos direccionados que se pueden utilizar en los SCM incluyen, pero no se limitan a 2,4-dinitrofenol (DNP), 
2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceína, isotiocianato de fluoresceína (FITC), NHS-fluoresceína, 5
éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo (TFP), una knotina, una centirina y una DARPina.

En ciertos aspectos de la presente divulgación, el resto direccionado y el ligando se conjugan mediante un dominio 
enlazador. Los dominios enlazadores incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoácido 
hidrofílico, un azúcar, un peptidoglicano no natural, polivinilpirrolidona, y pluronic F-127. En un aspecto particular, el 10
dominio enlazador es (PEG)12.

En ciertos aspectos de la presente realización, el resto direccionado es FITC.

En ciertos aspectos de la presente realización, el resto direccionado es FITC y el enlazador es (PEG)12.15

En aspectos particulares de la presente realización, el SCM es FITC-folato, o FITC-(PEG)12-folato.

En ciertos aspectos de la presente realización, la región de reconocimiento del CAR es un fragmento variable de 
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo con especificidad de unión para el resto direccionado. En un aspecto 20
particular, la región de reconocimiento del CAR es un fragmento de la región variable de cadena sencilla (scFv) de 
un anticuerpo anti-FITC.

En ciertos aspectos de la presente realización, el dominio de co-estimulación del CAR es CD28, CD137 (4-1BB), 
CD134 (OX40), y CD278 (ICOS).25

En ciertos aspectos de la presente realización, el dominio de señalización de la activación del CAR es la cadena 
CD3ζ de la célula T o el receptor γ de Fc.

En ciertos aspectos de la presente invención, los linfocitos citotóxicos son uno o más de entre células T citotóxicas, 30
células citolíticas naturales (NK), y células citolíticas activadas por linfocinas (LAK).

En un aspecto particular de esta realización, la región de reconocimiento es un fragmento de la región variable de 
cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, el dominio de co-estimulación es CD137 (4-1BB), y el dominio de 
señalización de la activación es la cadena CD3ζ de célula T.35

En ciertos aspectos de la presente realización, la especificidad de unión del CAR para el resto direccionado es una 
afinidad de al menos aproximadamente 100 pM.

En una cuarta realización la invención se refiere al agente terapéutico contra el cáncer de dos componentes de la 40
invención para su uso en un método de tratamiento del cáncer en un sujeto. En un primer aspecto el método 
comprende:

(a) el cultivo de una población de linfocitos citotóxico bajo condiciones que promuevan la activación;
(b) la transfección de la población de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico 45
(CAR), donde el CAR es una proteína de fusión que comprende una región de reconocimiento, un dominio de co-
estimulación y un dominio de señalización de la activación;
(c) la administración de un número terapéuticamente eficaz de los linfocitos transfectados de (b) a un sujeto que 
tiene cáncer; y
(d) la administración de un conjugado de moléculas pequeñas (SCM) que comprende un resto conjugado dirigido 50
a un ligando de receptor tumoral al sujeto, donde el ligando es reconocido y se une por un receptor sobre la 
superficie de una célula del cáncer, y donde el CAR tiene una especificidad de unión por el resto direccionado o 
se puede unir mediante el resto direccionado;
tratando de esta manera el cáncer en un sujeto. 

55
En una realización relacionada el método comprende:

(a) el cultivo de una población de linfocitos citotóxico bajo condiciones que promuevan la activación;
(b) la transfección de la población de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico 
(CAR), donde el CAR es una proteína de fusión que comprende una región de reconocimiento, un dominio de co-60
estimulación y un dominio de señalización de la activación;
(c) administrar un conjugado de moléculas pequeñas (SCM) que comprende un resto conjugado dirigido a un 
ligando de receptor tumoral a un sujeto que tiene cáncer; y en el que el ligando es reconocido y se une por un 
receptor sobre la superficie de una célula del cáncer; y
(d) la administración de un número terapéuticamente eficaz de los linfocitos T transfectados de (b) al sujeto y65
donde el CAR tiene una especificidad de unión por el resto direccionado o se puede unir mediante el resto 
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direccionado;
tratando de esta manera el cáncer en un sujeto.

En una realización relacionada adicional el método comprende:
5

(a) el cultivo de una población de linfocitos citotóxicos bajo condiciones que promuevan la activación;
(b) la transfección de la población de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico 
(CAR), donde el CAR es una proteína de fusión que comprende una región de reconocimiento, un dominio de co-
estimulación y un dominio de señalización de la activación, y en el que el CAR tiene una especificidad de unión 
por el resto direccionado o se puede unir mediante el resto direccionado;10
(c) incubar los linfocitos de (b) con un conjugado de moléculas pequeñas (SCM) que comprende un resto 
conjugado dirigido a un ligando de receptor tumoral; 
(d) la administración de un número terapéuticamente eficaz de los linfocitos transfectados de (c) a un sujeto que 
tiene cáncer;
tratando de esta manera el cáncer en un sujeto.15

En estas tres realizaciones relacionadas, los linfocitos citotóxicos pueden ser células autólogas o heterólogas, con 
respecto al sujeto que se va a tratar, o una combinación de ambas. 

En estas tres realizaciones relacionadas, las condiciones de cultivo de (a) pueden comprender el cultivo de la 20
población de linfocitos en presencia de anticuerpos anti-CD3 o anticuerpos anti-CD28, o ambos.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, la región de reconocimiento del CAR es un fragmento 
variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo con especificidad de unión para el resto direccionado. En un 
aspecto particular, la región de reconocimiento del CAR es un fragmento de la región variable de cadena sencilla 25
(scFv) de un anticuerpo anti-FITC.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el dominio de co-estimulación del CAR es CD28, 
CD137 (4-1BB), CD134 (OX40), y CD278 (ICOS).

30
En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el dominio de señalización de la activación del CAR es 
la cadena CD3ζ de la célula T o el receptor γ de Fc.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, los linfocitos citotóxicos son uno o más de entre células 
T citotóxicas, células citolíticas naturales (NK), y células citolíticas activadas por linfocinas (LAK).35

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, la región de reconocimiento es un fragmento de la 
región variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC, el dominio de co-estimulación es CD137 (4-
1BB), y el dominio de señalización de la activación es la cadena CD3ζ de célula T.

40
En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el resto direccionado es una molécula seleccionada de 
entre el grupo que consiste en 2,4-dinitrofenol (DNP), 2,4,6-trinitrofenol (TNP), biotina, digoxigenina, fluoresceína, 
isotiocianato de fluoresceína (FITC), NHS-fluoresceína, éster de pentafluorofenilo (PFP), éster de tetrafluorofenilo 
(TFP), una knotina, una centirina y una DARPina. En un aspecto particular, el resto direccionado es FITC.

45
En dichas tres realizaciones relacionadas, el ligando es folato.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el resto direccionado y el ligando se conjugan mediante 
un dominio enlazador. El dominio enlazador puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoácido 
hidrofílico, un azúcar, un peptidoglicano no natural, polivinilpirrolidona, y pluronic F-127.50

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el resto direccionado es FITC y el enlazador es 
(PEG)12.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el vector es un vector lentivírico.55

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, la especificidad de unión del CAR por el resto 
direccionado es una afinidad de al menos aproximadamente 100 pM.

En ciertos aspectos de estas tres realizaciones relacionadas, el sujeto es un ser humano.60

En ciertas realizaciones de estas tres realizaciones relacionadas, el cáncer es uno o más de un cáncer del cerebro, 
tiroides, pulmón, páncreas, riñón, estómago, estroma gastrointestinal, endometrio, mama, cuello uterino, ovario, 
colon, próstata, leucemias, linfomas, otros cánceres relacionados con la sangre o cáncer de cabeza y cuello.

65
Breve descripción de los dibujos
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La Figura 1A es un esquema que presenta la construcción CAR4-1BBZ.

La Figura 1B muestra la eficacia de transducción en las células T de la construcción CAR4-1BBZ. 96 h después de 
la transducción, la expresión de CAR4-1BBZ se identificó por la expresión de copGFP mediante citometría de flujo. 5
Como se muestra en la figura, aproximadamente el 30 % de las células T transfectadas expresaban CAR4-1BBZ.

La Figura 1C muestra la expresión de CAR4-1BBZ sobre las células T transducidas utilizando microscopía confocal. 
Se expresaba copGFP sobre las células T transducidas positivamente que contenían CAR4-1BBZ (flechas). Sin 
embargo, la expresión de copGFP no se detectaba sobre las células T no transducidas que no expresaban CAR4-10
1BBZ.

La Figura 2 muestra la microscopía confocal de la expresión de copGFP en las células T transducidas que contienen 
CAR4-1BBZ (fila superior) y la unión de FITC-folato en las células T transducidas con CAR-1BBZ (fila central). La fila 
inferior muestra la misma vista en ausencia de fluorescencia.15

La Figura 3 muestra la capacidad de unión de los conjugados FITC-Folato a las células cancerosas mediante 
microscopía de fluorescencia. La Figura 3A muestra la unión de los conjugados FITC-Folato a las células 
cancerosas KB. La Figura 3B muestra la unión de los conjugados FITC-Folato a las células cancerosas L1210A. La 
Figura 3C muestra la unión de los conjugados FITC-(PEG)12-Folato a las células cancerosas KB. La Figura 3D 20
muestra la unión de los conjugados FITC-(PEG)12-Folato a las células cancerosas L1210A. El competidor era un 
exceso de 50x de folato ácido.

La Figura 4 muestra los resultados de los ensayos para determinar si las células T que expresan CAR son 
citotóxicas para las células cancerosas en presencia o ausencia de conjugados de FITC-Folato utilizando células KB 25
(Figura 4A) o células L1210A (Figura 4B).

Descripción detallada de la invención

I. Definiciones30

A menos de que se señale otra cosa, los términos técnicos se utilizan de acuerdo con el uso convencional. Las 
definiciones de términos comunes en biología molecular puede encontrarse, por ejemplo, en Benjamin Lewin, Genes 
VII, publicado por Oxford University Press, 2000 (ISBN 019879276X); Kendrew et al. (eds.); The Encyclopedia of 
Molecular Biology, publicado por Blackwell Publishers, 1994 (ISBN 0632021829); y Robert A. Meyers (ed.), 35
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por Wiley, John & Sons, Inc., 
1995 (ISBN 0471186341); y otras referencias técnicas similares.

Como se utiliza en el presente documento, "un" o "una" puede significar uno o más. Como se utiliza en el presente 
documento cuando se utiliza en conjunción con la palabra "que comprende", las palabras "un" o "una" puede 40
significar uno o más de uno. Como se utiliza en el presente documento, "otro" puede significar al menos un segundo 
o más. Además, a menos de que se necesite otra cosa según el contexto, los términos en singular incluyen las 
pluralidades y los términos en plural incluyen el singular. 

Como se utiliza en el presente documento, "aproximadamente" se refiere a un valor numérico, incluyendo, por 45
ejemplo, números enteros, fracciones, y porcentajes, estén indicados explícitamente o no. El término 
"aproximadamente" se refiere en general a un intervalo de valores numéricos (por ejemplo, +/- un 5-10 % del valor 
mencionado) que un experto habituado en la técnica consideraría equivalente al valor mencionado (por ejemplo, que 
tiene la misma función o resultado). En algunos casos, el término "aproximadamente" puede incluir los valores 
numéricos que se han redondeado a la figura significativa más cercana.50

Como se utiliza en el presente documento, "tratar" y todas sus formas y tiempos (incluyendo, por ejemplo, tratar, 
tratando, tratado y tratamiento) se refiere tanto al tratamiento terapéutico como al tratamiento profiláctico o 
preventivo.

55
II. La presente invención

La presente invención se refiere a un sistema CAR para su uso en el tratamiento de sujetos con cáncer. El sistema 
de CAR de la presente invención (por ejemplo, los linfocitos citotóxicos que expresan los nuevos CAR y los 
conjugados de moléculas pequeñas (SCM) equivalentes) utilizan los CAR que se dirigen a un resto que no se 60
produce o expresa en las células del sujeto que se va a tratar. Este sistema de CAR permite por lo tanto dirigir de 
manera focal los linfocitos citotóxicos a las células diana, tales como las células cancerosas. El resto direccionado es 
parte de un conjugado de moléculas pequeñas (SCM) que también comprende un ligando de un receptor de célula 
tumoral. Debido a que normalmente se utilizan moléculas orgánicas pequeñas como resto direccionado, el 
aclaramiento de los SCM de la corriente sanguínea dentro de aproximadamente 20 minutos. Mediante la 65
administración de una SCM junto con los linfocitos citotóxicos que expresan CAR, se puede direccionar la respuesta 
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de los linfocitos hacia solo las células que expresan el receptor tumoral, reduciendo de esta manera la toxicidad 
fuera de la diana, y se puede controlar más fácilmente la activación de los linfocitos debido al rápido aclaramiento del 
SCM. Como ventaja añadida, los linfocitos que expresan CAR se pueden utilizar como una célula citotóxica 
"universal" para dirigirla contra una amplia variedad de tumores sin la necesidad de preparar construcciones CAR 
diferentes. El resto direccionado reconocido por el CAR también se puede mantener constante. Solo es necesario 5
alterar la parte del ligando del SCM para permitir al sistema que se dirija a las células cancerosas de identidad 
diferente.

Una realización de la invención proporciona una ilustración de este nuevo sistema de CAR. En esta realización, y 
como un primer componente, se preparar una SCM que comprende FITC unido a un ligando de un receptor celular 10
tumoral seleccionado. Como segundo componente, se transducen las células T citotóxicas para expresar un CAR 
que comprende un scFv anti-FITC. Este CAR se dirige entonces al isotiocianato de fluoresceína (FITC) en vez de a 
un antígeno asociado al tumor que también se puede expresar por las células sanas, no dianas. Los dos 
componentes se administran a un sujeto que tiene cáncer y el FITC-SCM (primer componente) se une a las células 
tumorales diana (mediante la unión de la parte de ligando de la molécula al receptor celular tumoral equivalente). La 15
parte FITC del SCM es reconocida y se une por el anti-FITC CAR expresado por las células T (segundo 
componente). Al unirse al FITC, las células T que expresan el CAR anti-FITC se activan y la célula tumoral es 
destruida. Como será evidente para el experto, las células T citotóxicas no pueden destruir células con la primera 
unión a la célula tumoral. Como será evidente adicionalmente, las células T no se unirán a las células no diana 
debido a que la región de reconocimiento del CAR solo reconocerá y se unirá al FITC, que no se produce o expresa 20
por las células del sujeto. El SCM actúa por lo tanto como un puente entre las células T citotóxicas y las células 
tumorales diana. A condición de que el resto direccionado del SCM sea un resto que no se encuentre en el huésped,
la actividad de las células T se puede limitar a las células diana. Adicionalmente, la activación de las células T que 
expresan CAR puede regularse limitando la cantidad de SCM administrada al sujeto, por ejemplo, manipulando la 
infusión del conjugado de moléculas pequeñas si se detecta un efecto secundario. Por lo tanto, el sistema de CAR 25
de la presente invención supera los problemas asociados con la terapia de CAR convencional.

Conjugados de moléculas pequeñas (SCM)

El sistema de CAR de la presente invención utiliza conjugados de moléculas pequeñas (SCM) como puente entre los 30
linfocitos citotóxicos y las células cancerosas direccionadas. Los SCM son conjugados que comprenden un resto 
direccionado sobre un extremo de la molécula y un ligando del receptor tumoral en el otro, conectados 
opcionalmente por un dominio puente. El resto direccionado es una molécula que es reconocida por un CAR de un 
linfocito transducido o que se puede unir a una región del CAR. La identidad del resto direccionado está limitada solo 
en que debe ser una molécula que pueda ser reconocida y unirse al CAR expresado por un linfocito; o reconocida y 35
se une al propio CAR, en ambos casos preferentemente con una especificidad y que tenga un peso molecular 
relativamente bajo. Los restos direccionados ejemplares son los haptenos que pueden ser reconocidos y unirse a los 
CAR e incluyen moléculas orgánicas de pequeño peso molecular tales como DNP (2,4-dinitrofenol), TNP (2,4,6-
trinitrofenol), biotina y digoxigenina, junto con fluoresceína y derivados de la misma, que incluyen el FITC ( 
isotiocianato de fluoresceína), NHS-fluoresceína, y derivados del éster de pentafluorofenilo (PFP) y éster de 40
tetrafluorofenilo (TFP). Los restos direccionados adecuados que se unen por sí mismos a una o más regiones de un 
CAR incluyen la knotinas [16], centirinas y DARPinas [7].

El ligando del receptor tumoral folato que está comprendido en los SCM de la presente invención es una molécula 
reconocida y que se une a los receptores expresados por las células tumorales diana, que se expresan normalmente 45
en la superficie de las células tumorales. El folato es un ligando unido por el receptor de folato de las células de 
cánceres que incluyen los cánceres del ovario, cuello uterino, endometrio, pulmón, riñón, cerebro, mama, colon y 
cánceres de cabeza y cuello [10].

El resto direccionado y el ligando pueden conjugarse directamente mediante medios tales como la reacción entre el 50
grupo isotiocianato del FITC y el grupo amina libre de los ligandos pequeños (por ejemplo, folato, DUPA y ligando 
CCK2R). Sin embargo, el uso de un dominio de unión para conectar las dos moléculas puede ser útil ya que puede 
proporcionar flexibilidad y estabilidad al SCM dependiendo de la identidad de los componentes que comprendan el 
SCM. Ejemplos de dominios de unión adecuados incluyen: 1) polietilenglicol (PEG); 2) poliprolina; 3) aminoácidos 
hidrofílicos; 4) azúcares; 5) peptidoglicanos no naturales; 6) polivinilpirrolidona; 7) pluronic F-127. Las longitudes de 55
los enlazadores que son adecuadas incluyen, pero no se limitan a, enlazadores que tienen 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 
11, 12, 13, 1.4, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40, o 
más átomos.

Aunque la afinidad a la que el ligando y los receptores de la célula cancerosa se unen puede variar, y en algunos 60
casos puede ser preferible una unión de baja afinidad (tal como de aproximadamente 1 μM), la afinidad de unión de 
los ligandos y los receptores de la célula cancerígena será en general de al menos aproximadamente 100 μM, 1 nM, 
10 nM, o 100 nM, preferentemente de al menos aproximadamente 1 pM o 10 pM, incluso más preferentemente de al 
menos aproximadamente 100 pM.

65
El experto entenderá y reconocerá que se pueden utilizar distintos medios para preparar los SCM comprendidos por
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un resto direccionado, un dominio de unión y un ligando. Se proporcionan ejemplos en los Ejemplos incluidos en el 
presente documento. 

Antes de administrarse a un sujeto, los SCM se preparan en una formulación farmacéuticamente aceptable. Dichas 
formulaciones pueden contener un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptables.5

Los SCM ejemplares incluidos dentro del alcance de la invención incluyen las siguientes moléculas.

FITC-Folato
10

FITC-(PEG)12-Folato

15
Receptores antigénicos quiméricos (CAR)

El sistema de CAR de la presente invención también utiliza linfocitos citotóxicos modificados para que expresen los
receptores antigénicos quiméricos (CAR) que reconocen y se unen al resto direccionado de los SCM. Los CAR que 
se utilizan en el sistema de CAR comprenden tres dominios. El primer dominio es la región de reconocimiento que, 20
como su nombre sugiere, reconoce y se une al resto de direccionamiento. El segundo dominio es el dominio de co-
estimulación, que aumenta la proliferación y supervivencia de los linfocitos. El tercer dominio es el dominio de 
señalización de la activación que es una señal de activación del linfocito citotóxico. Los tres dominios, juntos en 
forma de proteína de fusión, comprenden los CAR de la presente invención.

25
Como se ha sugerido anteriormente, la región de reconocimiento es la parte de un CAR que reconoce y se une al 
resto direccionado. Las regiones de reconocimiento que comprenden los CAR de la presente invención son 
fragmentos de regiones variables de cadena sencilla (scFv) de anticuerpos que se unen al resto direccionado. 
Preferentemente, las regiones scFv se unen al resto direccionado con especificidad. La identidad del anticuerpo 
utilizado en la producción de la región de reconocimiento está limitada solo en que se una al resto direccionado del 30
SCM. Las regiones scFv se pueden preparar a partir de (i) anticuerpos conocidos en la técnica por unirse al resto 
direccionado, (ii) anticuerpos recientemente preparados utilizando un resto direccionado seleccionado como 
hapteno, y (iii) variantes de secuencia derivadas de las regiones scFv de dichos anticuerpos, por ejemplo, regiones 
scFv que tengan al menos un 80 % de identidad con la secuencia de aminoácidos de la región scFv de la que se 
derivan. El uso de anticuerpos sin alterar (es decir, de tamaño completo), tal como IgG, IgM, IgA, IgD o IgE, en el 35
CAR o como el CAR se excluyen del alcance de la invención.

El dominio de co-estimulación sirve para aumentar la proliferación y supervivencia de los linfocitos citotóxicos 
cuando se une el CAR a un resto direccionado. La identidad del dominio de co-estimulación está limitada solo en 
que tenga la capacidad de aumentar la activación de la proliferación celular y supervivencia al unirse el CAR al resto 40
direccionado. Los dominios de co-estimulación adecuados incluyen: 1) CD28 [11]; 2) CD137 (4-1BB), un miembro de 
la familia del receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) [12]; 3) CD 134 (OX40), un miembro de la superfamilia de 
receptores TNFR [13]; 4) CD278 (ICOS), una molécula co-estimulante de la superfamilia del CD28 que se expresa 
sobre las células T activadas [14]. El experto entenderá que las variantes de secuencia de estos dominios de co-
estimulación señalados se pueden utilizar sin que tengan un impacto adverso en la invención, cuando las variantes 45
tienen la misma actividad o similar que el dominio sobre el que se han modelado. Dichas variantes tendrán al menos 
aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del dominio del que se 
derivan.

En algunas realizaciones de la invención, las construcciones de CAR comprenden dos dominios co-estimulantes. 50
Aunque las combinaciones particulares incluyen todas las variaciones posibles de los cuatro dominios señalados, los 

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



9

ejemplos específicos incluyen: 1) CD28+CD137 (4-1BB) y 2) CD28+CD134 (OX40).

El dominio de señalización de la activación sirve para activar los linfocitos citotóxicos cuando se une el CAR a un 
resto direccionado. La identidad del dominio de señalización de la activación está limitada solo en que tenga la 
capacidad de inducir la activación del linfocito citotóxico al unirse el CAR al resto direccionado. Los dominios de 5
señalización de la actividad adecuados incluyen la cadena CD3ζ de la célula T y el receptor γ de Fc. El experto 
entenderá que las variantes de secuencia de estos dominios de señalización de la activación señalados se pueden 
utilizar sin que tengan un impacto adverso en la invención, cuando las variantes tienen la misma actividad o similar 
que el dominio sobre el que se han modelado. Dichas variantes tendrán al menos aproximadamente un 80 % de 
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del dominio del que se derivan.10

Las construcciones que codifican los CAR de la invención se preparan mediante ingeniería genética. Como ejemplo, 
se puede preparar un plásmido o un vector de expresión vírico que codifique una proteína de fusión que comprenda 
una región de reconocimiento, uno o más dominios de co-estimulación, y un dominio de señalización de la 
activación, en fase y unidos en dirección 5' a 3'. Sin embargo, los CAR de la presente invención no se limitan a esta 15
disposición y se aceptan otras disposiciones que incluyen: (i) una región de reconocimiento, un dominio de 
señalización de la activación y uno o más dominios de co-estimulación, y (ii) una región de reconocimiento, un 
dominio de co-estimulación, y un dominio de señalización de la activación, unidos en dirección 5' a 3'. Se entenderá 
que debido a que la región de reconocimiento debe estar libre para unirse al resto direccionado, el emplazamiento 
de la región de reconocimiento en la proteína de fusión en general será de manera que se consiga que presente la 20
región al exterior de la célula. De la misma manera, debido a que los dominios de co-estimulación y señalización de 
la activación sirven para inducir la actividad y la proliferación de los linfocitos citotóxicos, las construcciones
codificarán en general una proteína de fusión que presenta estos dominios en el interior de la célula.

Los CAR pueden incluir elementos adicionales, tales como un péptido de señal para asegurar la exportación 25
apropiada de la proteína de fusión a la superficie de las células, un dominio transmembrana para asegurar que la 
proteína de fusión se mantenga como una proteína integrante de la membrana, y un dominio de bisagra que 
transmita flexibilidad a la región de reconocimiento y permita una fuerte unión al resto direccionado. 

Un ejemplo de un CAR ejemplar de la presente invención se muestra en la Figura 1A donde la proteína de fusión se 30
codifica por un vector de expresión lentivírico y donde "SP" es un péptido de señal, el CAR es un CAR anti-FITC, 
está presente una bisagra CD8α, está presente un dominio transmembrana ("TM"), el dominio de co-estimulación es 
4-1BB, y el dominio de señalización de la activación es CD3ζ. La secuencia del vector que codifica el CAR se 
proporciona como la SEQ ID NO: 1. 

35
Además del uso del plásmido y vectores víricos, los linfocitos citotóxicos se pueden modificar para que expresen los 
CAR de la invención mediante retrovirus, lentivirus (sistema de suministro genético de CAR mediado por virus), bella 
durmiente, y superpuesto (sistemas de transposón/transposasa que incluyen un sistema de suministro genético de 
CAR mediado no víricamente).

40
Aunque la afinidad a la que los CAR, expresados por los linfocitos citotóxicos, se unen al resto direccionado puede 
variar, y en algunos casos puede ser preferible una unión de baja afinidad (tal como de aproximadamente 50 nM), la 
afinidad de unión de los CAR al ligando direccionado será en general de al menos aproximadamente 100 nM, 1 pM, 
o 10 pM, preferentemente de al menos aproximadamente 100 pM, 1 fM o 10 fM, incluso más preferentemente de al 
menos aproximadamente 100 fM.45

Linfocitos citotóxicos que expresan CAR

Las células que se utilizan en el sistema de CAR de la presente invención son linfocitos citotóxicos seleccionados de 
entre (i) células T citotóxicas (también conocidas de manera distinta como linfocitos T citotóxicos, CTL, células T 50
citotóxicas, células T citolíticas, células T CD8+, y células T citotóxicas), células citolíticas naturales (NK), células 
citolíticas activadas por linfocinas (LAK). Al activarse, cada uno de estos linfocitos citotóxicos desencadenan la 
destrucción de las células tumorales diana. Por ejemplo, las células T citotóxicas desencadenan la destrucción de 
células tumorales diana por uno o ambos de los siguientes medios. Primero, al activarse las células T liberan 
citotoxinas tales como perforina, granzimas y granulolisina. La perforina y granulolisina crean poros en la célula 55
diana, y las granzimas entran en la célula y desencadenan una cascada de caspasa en el citoplasma que induce la 
apoptosis (muerte celular programada) de la célula. Segundo, la apoptosis se puede inducir mediante la interacción 
de ligando Fas-Fas entre las células T y las células tumorales diana.

Los linfocitos citotóxicos serán preferentemente células autólogas, aunque también se pueden utilizar células 60
heterólogas, tales como cuando el sujeto que se va a tratar utilizando el sistema de CAR de la invención ha recibido 
quimioterapia de altas dosis o tratamiento de radiación para destruir el sistema inmunitario del sujeto. En dichas 
circunstancias, se pueden utilizar células alógenas. 

Los linfocitos citotóxicos se pueden aislar de la sangre periférica utilizando técnicas bien conocidas en la técnica, 65
que incluyen centrifugación en gradiente de densidad de Ficoll seguido por una selección negativa para retirar las 
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células no deseadas.

Los linfocitos citotóxicos se pueden modificar para que expresen construcciones CAR transfectando una población 
de linfocitos con un vector de expresión que codifique la construcción de CAR. Los medios apropiados para la 
preparación de una población de linfocitos transducida que expresen una construcción de CAR seleccionada serán 5
bien conocidos por el experto en la técnica, e incluyen retrovirus, lentivirus (sistema de suministro genético de CAR 
mediado por virus), bella durmiente, y superpuesto (sistemas de transposón/transposasa que incluyen un sistema de 
suministro genético de CAR mediado no víricamente), por nombrar algunos ejemplos. 

Los linfocitos citotóxicos transducidos se cultivan bajo condiciones que sean adecuadas para que se introduzca una 10
población de células en un sujeto tal como un ser humano. Las consideraciones específicas incluyen el uso de 
medios de cultivo que carezcan de productos animales, tales como el suero bovino. Otras consideraciones incluyen 
la condición de esterilización para evitar la contaminación con bacterias, hongos y micoplasmas.

Antes de que se administre a un sujeto, las células se aglomeran, se lavan y se resuspenden en un vehículo o 15
diluyente farmacéuticamente aceptables. Las formulaciones ejemplares que comprenden linfocitos citotóxicos que 
expresan CAR incluyen formulaciones que comprenden las células en solución salina estéril de 290 mOsm, un 
criomedio infundible (que contenga Plasma-Lyte A, dextrosa, cloruro sódico para inyección, seroalbúmina humana y 
DMSO), un 0,9 % de NaCl con un 2 % de seroalbúmina humana o cualquiera de otros materiales infundibles 
estériles de 290 mOsm.20

Métodos de tratamiento

El sistema de CAR de la presente invención se puede utilizar en el tratamiento de un sujeto que tiene cáncer. El 
sistema de CAR para su uso en los métodos de tratamiento englobados por la invención incluye en general las 25
etapas de (i) obtención de una población de linfocitos citotóxicos autólogos o heterólogos, (ii) el cultivo de los 
linfocitos bajo condiciones que promuevan la activación de las células, (iii) la transfección de los linfocitos con un 
vector de expresión que codifique un CAR, (iv) la administración de una formulación que comprende los linfocitos 
transfectados a un sujeto que tiene cáncer, y (v) la administración de una formulación que comprende una SCM al 
sujeto.30

La invención también incluye variaciones de este tema tal como la administración de la formulación que comprende 
el SCM al sujeto antes de la formulación que comprenden los linfocitos transfectados, o al mismo tiempo que la 
formulación que comprende los linfocitos transfectados. Una variación adicional incluye el cultivo de la formulación 
que comprende los linfocitos transfectados con el SCM antes de la administración al sujeto.35

La población de linfocitos citotóxicos se puede obtener de un sujeto por medios bien conocidos en la técnica. Por 
ejemplo, las células T citotóxicas se pueden obtener recolectando sangre periférica del sujeto, sometiendo la sangre 
a una centrifugación en gradiente de densidad de Ficoll, y luego utilizando un kit de aislamiento de células T negativo 
(tal como el kit EasySep™ T Cell Isolation) para aislar una población de células T citotóxicas de la sangre. Aunque la 40
población de linfocitos citotóxicos no tiene que ser pura y puede contener otras células sanguíneas tales como 
células T, monocitos, macrófagos, células citolíticas naturales y células B, dependiendo de la población que se 
recolecte, preferentemente, la población comprende al menos aproximadamente un 90 % del tipo celular 
seleccionado. En aspectos particulares, la población comprende al menos aproximadamente un 90 %, 91 %, 92 %, 
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, o incluso un 100 % del tipo celular seleccionado. Como se ha indicado 45
anteriormente, la población de células puede venir del sujeto que se va a tratar, de uno o más sujetos diferentes, o la 
población puede ser una combinación de células del sujeto que se va a tratar y de uno o más sujetos diferentes. 

Después de obtener la población de linfocitos citotóxicos, las células se cultivan bajo condiciones que promuevan la 
activación de las células. Las condiciones de cultivo serán de manera que las células se puedan administrar a un 50
sujeto sin problemas de reactividad contra los componentes del cultivo. Por ejemplo, cuando se administre la 
población a un ser humano, las condiciones de cultivo no incluirán productos de suero bovino, tal como 
seroalbúmina bovina. La activación de los linfocitos en el cultivo se puede conseguir introduciendo activadores 
conocidos en el cultivo tales como anticuerpos anti-CD3 en el caso de las células T citotóxicas. Otros activadores 
adecuados incluyen los anticuerpos anti-CD28. La población de linfocitos se cultivará en general bajo condiciones 55
que promuevan la activación durante aproximadamente 1 a 4 días. El nivel apropiado de activación celular se puede 
determinar por el tamaño celular, tasa de proliferación o marcadores de activación mediante citometría de flujo. 

Después de cultivarse la población de linfocitos citotóxicos bajo condiciones que promuevan la activación, las células 
se transfectan con un vector de expresión que codifique un CAR. Dichos vectores se han descrito anteriormente,60
junto con medios adecuados de transfección. Después de la transfección, la población de células resultante se 
puede administrar inmediatamente a un sujeto o las células se pueden cultivar durante al menos aproximadamente 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 o más días, o entre aproximadamente 5 y 12 días, entre 
aproximadamente 6 y 13 días, entre aproximadamente 7 y 14 días, o entre aproximadamente 8 y 15 días, por 
ejemplo, de tiempo para permitir que las células se recuperen de la transfección. Las condiciones de cultivo 65
adecuadas serán las mismas que las condiciones en las que se cultivaron mientras se promovía la activación, sea 
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con o sin el agente que se utilizó para promover la activación y la expansión.

Cuando las células transfectadas están listas, se preparar una formulación que comprende las células y se 
administra a un sujeto que tenga un cáncer. Antes de la administración, se puede lavar y resuspender la población 
de células en un vehículo o diluyente farmacéuticamente aceptables para formar la formulación. Dichos vehículos y 5
diluyentes incluyen, pero no se limitan a, solución salina estéril de 290 mOsm, un criomedio infundible (que contenga 
Plasma-Lyte A, dextrosa, cloruro sódico para inyección, seroalbúmina humana y DMSO), un 0,9 % de NaCl con un 
2 % de seroalbúmina humana o cualquiera de otros materiales infundibles estériles de 290 mOsm. De manera 
alternativa, dependiendo de la identidad del medio de cultivo utilizado en la etapa previa, las células se pueden 
administrar en el medio de cultivo como formulación, o se concentran y resuspenden en el medio de cultivo antes de 10
la administración. La formulación se puede administrar al sujeto mediante un medio adecuado, tal como la 
administración parenteral, por ejemplo, por vía intradérmica, subcutánea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, 
o intratecal. 

El número total de células y la concentración de las células en la formulación que se administra a un sujeto variará 15
dependiendo de varios factores incluyendo el tipo de linfocitos citotóxicos que se va a utilizar, la especificidad de 
unión del CAR , la identidad del resto direccionado y el ligando, la identidad del cáncer o tumor que se va a tratar, la 
localización en el sujeto del cáncer o tumor, el medio utilizado para administrar las formulaciones al sujeto, y la 
salud, edad, y peso del sujeto que se va a tratar. Sin embargo, las formulaciones adecuadas que comprenden 
linfocitos transducidos incluyen los que tienen un volumen de entre aproximadamente 5 ml y 200 ml, que contienen20
desde aproximadamente 1 x 105 a 1 x 1015 células transducidas. Las formulaciones típicas comprenden un volumen 
de entre aproximadamente 10 ml y 125 ml que contiene desde aproximadamente 1 x 107 a 1 x 1010 células 
transducidas. Una formulación ejemplar comprende aproximadamente 1 x 109 células transducidas en un volumen 
de aproximadamente 100 ml.

25
La etapa final en el método es la administración de una formulación que comprende una SCM al sujeto. Como se ha 
descrito anteriormente, el SCM se preparará en una formulación apropiada para el sujeto que recibe las moléculas. 
La concentración de SCM en una formulación de SCM variará dependiendo de factores que incluyen la especificidad 
de unión del CAR, la identidad del resto direccionado y el ligando, la identidad del cáncer o tumor que se va a tratar, 
la localización en el sujeto del cáncer o tumor, el medio utilizado para administrar las formulaciones al sujeto, y la 30
salud, edad, y peso del sujeto que se va a tratar. Sin embargo, las formulaciones adecuadas que comprenden SCM 
incluyen las que tienen un volumen de entre aproximadamente 1 ml y 50 ml y que contienen entre aproximadamente 
20 ug/kg de peso corporal y 3 mg/kg de peso corporal de SCM. Las formulaciones típicas comprenden un volumen 
de entre aproximadamente 5 ml y 20 ml y contienen entre aproximadamente 0,2 mg/kg de peso corporal y 0,4 mg/kg 
de peso corporal de SCM. Una formulación ejemplar comprende aproximadamente 50 ug/kg de peso corporal de 35
SCM en volumen de aproximadamente 10 ml.

El tiempo entre la administración de la formulación de linfocitos transducidos y la formulación de SCM variará 
dependiendo de factores que incluyen el tipo de linfocitos citotóxicos que se va a utilizar, la especificidad de unión 
del CAR , la identidad del resto direccionado y el ligando, la identidad del cáncer o tumor que se va a tratar, la 40
localización en el sujeto del cáncer o tumor, el medio utilizado para administrar las formulaciones al sujeto, y la 
salud, edad, y peso del sujeto que se va a tratar. Además, la formulación de SCM se puede administrar antes, 
simultáneamente, o después de la formulación de linfocitos. En general, la formulación de SCM se administrará 
después de la formulación de linfocitos, tal como dentro de 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, o 24 horas, o dentro de 0,5, 1, 1,5, 
2, 2,5, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más días. Cuando se administra la formulación de SCM antes de la formulación de 45
linfocitos, la formulación de linfocitos se administrará en general dentro de 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 
11, 12 o más horas. Cuando la formación de SCM y la formulación de linfocitos se añaden simultáneamente, es 
preferible que las formulaciones no se combinen y por lo tanto se administren por separado al sujeto. 

Dependiendo del cáncer que se va a tratar la etapa de administración de la formulación de linfocitos, o la etapa de 50
administración de la formulación de SCM, o ambas se puede repetir una o más veces. El número y orden 
particulares de las etapas están limitados ya que el médico encargado puede encontrar que un método se puede 
practicar para la ventaja del sujeto utilizando uno o más de las siguientes metodologías, u otras no mencionadas 
aquí: (i) la administración de formulación de linfocitos (A) seguida por la formulación de SCM (B), es decir, A luego B; 
(ii) B luego A; (iii) A luego B, luego A, luego B; (iv) A luego B, luego A; (v) B luego A, luego B, luego A; (vi) A luego A, 55
luego B; (vii) B luego A, luego A; (viii) B luego B, luego A.

Las formulaciones se pueden administrar como dosis únicas continuas, o se pueden dividir y administrarse como un 
régimen de dosis múltiples dependiendo de la reacción (es decir, efectos secundarios) del paciente a las 
formulaciones.60

Los tipos de cánceres que se pueden tratar utilizando los métodos de la invención se gobernarán basándose en la 
identidad del ligando utilizado en el SCM. Cuando se utiliza el ligando definido anteriormente (es decir, el folato) los 
cánceres que se pueden tratar utilizando el sistema de CAR y los métodos de la presente invención incluyen en 
general tumores sólidos, y más específicamente incluyen el adenocarcinoma canceroso de próstata, hepatoma, 65
metástasis hepática de cáncer colorrectal, y cánceres de origen neuroendocrino.
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En cada una de las realizaciones y aspectos de la invención, el sujeto es un ser humano, un primate no humano, un 
ave, caballo, vaca, cabra, oveja, animal de compañía, tal como un perro, gato o roedor, u otro mamífero.

III. Ejemplos5

1. Generación de CAR4-1BBZ y transducción de células T de ratón para que expresen CAR

Para generar células T modificadas que contengan CAR que se dirijan a las células cancerosas mediante 
conjugados de molécula pequeña FITC-ligando, se diseñaron construcciones CAR y se generaron como se muestra 10
en la Figura 1.

A) Generación del receptor antigénico quimérico (CAR) en un vector lentivírico 

Se utilizó un método de PCR solapada para generar construcciones CAR que comprenden un scFv contra FIT 15
(CAR4-1BBZ). Se sintetizó el scFv contra FITC 4M5.3 (Kd = 270 fM, 762 pb) derivado del anticuerpo anti-
fluorescencia (4-4-20), basándose en un informe previo [15]. Como se muestra en la Figura 1, la secuencia que 
codifica el péptido de señal CD8α de ratón (SP, 81 pb), la región de bisagra y transmembrana (207 pb), el dominio
citoplásmico de 4-1BB (CD137, 144 pb) y la cadena CD3ζ (339 pb) se fusionaron con el scFv anti-FITC mediante 
PCR de solapamiento. La construcción CAR resultante (CAR4-1BBZ) (1533 pb; SEQ ID NO: 2) se insertó en el 20
vector de expresión lentivírico escindido por NheI/NotI pCDH-EFl-MCS-BGH-PGK-GFP-T2A-Puro (System 
Biosciences, Mountain View, CA). La expresión de CAR4-1BBZ se regula mediante un promotor EF1α en el vector 
lentivírico. La secuencia de las construcciones CAR en el vector lentivírico (CAR4-1BBZ) se confirmó por 
secuenciación de ADN (en la Purdue Genomic Core Facility) y se proporciona en la SEQ ID NO: 1. Se controló la 
expresión de copGFP codificada en el vector lentivírico para identificar la expresión de CAR-1BBZ (Figura 1C).25

B) Aislamiento y transducción de células T de ratón

Las células T se aislaron del bazo de ratón o la sangre periférica. Para aislar las células T, se aislaron los 
esplenocitos de ratón y las células mononucleares de la sangre periférica (PBMC) mediante centrifugación en 30
gradiente de densidad de Ficoll (GE Healthcare Lifesciences). Después de retirar por lavado la solución de Ficoll, las 
células T se aislaron con el kit EasySep™ Mouse T Cell Isolation (STEM CELL technologies). Las células T 
purificadas se cultivaron en RPMI 1640 con un 10 % de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS), un 1 % de 
penicilina y sulfato de estreptomicina, 10 mM de HEPES. Para preparar el virus lentivírico CAR-1BBZ, se 
cotransfectó la línea celular de empaquetamiento 293TN con el vector lentivírico CAR-1BBZ y los plásmidos de 35
empaquetamiento. Después de 48 y 72 horas de la transfección, se recolectaron los sobrenadantes que contenían 
los lentivirus CAR4-1BBZ y se concentraron las partículas víricas para la transducción. Para la transducción de las 
células T de ratón, las células T aisladas se activaron con Dynabeads acopladas con anticuerpos anti-CD3 / CD28 
(Life Technologies) durante 12-24 horas en presencia de IL-2 de ratón (50 unidades/ml), y luego se infectaron con el 
vector de expresión lentivírico que contenía CAR4-1BBZ. La IL-2 de ratón (50 unidades/ml) se proporcionó día sí día 40
no. Después de 96 horas, se recolectaron las células y la expresión de CAR en las células T transducidas se 
identificó mediante citometría de flujo. Como se muestra en la Figura 1B, aproximadamente el 30 % de las células T 
transfectadas expresaban CAR4-1BBZ.

C) Citometría de flujo45

La expresión de CAR4-1BBZ en las células T transducidas se determinó mediante citometría de flujo. Como el 
armazón de expresión lentivírica también codifica la expresión de copGFP, se verificaron las células T transducidas 
con CAR4-1BBZ mediante la expresión de copGFP. La Figura 1C muestra la expresión de CAR4-1BBZ en las 
células T transducidas. Las células T transducidas se confirmaron adicionalmente mediante microscopía confocal. La 50
copGFP se expresaba en las células T transducidas que contenían CAR4-1BBZ (flechas). Sin embargo, la expresión 
de copGFP no se detectaba sobre las células T no transducidas que no expresaban CAR4-1BBZ. Los datos se 
analizaron con el software FlowJo.

Basándose en estos resultados, era evidente que las construcciones CAR4-1BBZ se transdujeron satisfactoriamente 55
en las células T de ratón y que las células T transducidas expresan CAR4-1BBZ.

D) Cultivo celular

Se utilizaron dos líneas celulares de cáncer en este estudio: L1210A y KB. L1210A es una línea celular de leucemia 60
murina. KB es una línea celular de un carcinoma epidermoide humano. Ambas tienen una expresión del receptor de 
folato mayor en la superficie celular. 

Las células L1210A y KB se cultivaron en un medio RPMI deficiente en ácido fólico, se incluyeron en el medio de 
cultivo un 10 % de suero bovino fetal inactivado por calor (FBS), un 1 % de penicilina y sulfato de estreptomicina.65
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2. Generación del conjugado de moléculas pequeñas que comprende FITC y ligandos 

A) Síntesis de FITC-Folato

El Folato-γ-etilendiamina se acopló con el isómero I de FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en dimetilsulfóxido 5
anhidro en presencia de tetrametilguanidina y diisopropilamina. El producto en bruto se cargó en una columna de 
HPLC preparativa Xterra RP18 (Waters) y se eluyó con condiciones de gradiente que se inician con un 99 % de 
fosfato sódico 5 mM (fase móvil A, pH 7,4) y un 1 % de acetonitrilo (fase móvil B) y alcanzaba un 90 % de A y un
10 % de B en 10 min con un caudal de 20 ml/min. En estas condiciones, el pico principal de FITC-folato 
normalmente se eluía a los 27-50 min. La calidad de la fracción folato-FITC se controló mediante HPLC de fase 10
inversa analítica con un detector de UV. Las fracciones con más de un 98,0 % de pureza (LCMS) se liofilizaron para 
obtener el producto final de folato-FITC.

FITC-Folato

15
B) Síntesis de FITC-(PEG)12-Folato

Se cargó la resina Universal PEG Nova Tag™ (0,2 g) en un vaso de síntesis de péptidos y se lavó con i-PrOH (3 x 
10 ml), seguido por DMF (3 x 10 ml). La desprotección de Fmoc se llevó a cabo utilizando un 20 % de piperidina en 
DMF (3 x 10 ml). Se llevaron a cabo los ensayos de Kaiser para evaluar la terminación de la reacción. Se introdujo 20
entonces en el vaso una solución de Fmoc-Glu-(O-t-Bu)-OH (23,5 mg) en DMF, i-Pr2NEt (4 equiv), y PyBOP (2 
equiv). La desprotección de Fmoc se llevó a cabo utilizando un 20 % de piperidina en DMF (3 x 10 ml). Se introdujo 
entonces en el vaso una solución de N10-TFA-Pte-OH (22.5 mg), DMF, i-Pr2NEt (4 equiv), y PyBOP (2 equiv). Se 
burbujeó el argón durante 2 h, y se lavó la resina con DMF (3 x 3 ml) e iPrOH (3 x 3 ml). Después de hinchar la 
resina en DCM, se añadió una solución de 1 M de HOBT en DCM/TFE (1:1) (2 x 3 ml) para retirar el grupo Mmt. Se 25
burbujeó el argón durante 1 h, se retiró el disolvente y se lavó la resina con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). 
Después de hinchar la resina en DMF, se añadió una solución de Fmoc-NH-(PEG)12-COOH (46,3 mg) en DMF, i-
Pr2NEt (4 equiv), y PyBOP (2 equiv). Se burbujeó el argón durante 2 h, y se lavó la resina con DMF (3 x 3 ml) e i-
PrOH (3 x 3 ml). La desprotección de Fmoc se llevó a cabo utilizando un 20 % de piperidina en DMF (3 x 10 ml). Se 
llevaron a cabo los ensayos de Kaiser para evaluar la terminación de la reacción. Se introdujo entonces en el vaso 30
una solución de FITC (21,4 mg) en DMF, i-Pr2NEt (4 equiv), entonces se burbujeó el argón durante 2 h, y se lavó la 
resina con DMF (3 x 3 ml) e i-PrOH (3 x 3 ml). Entonces se añadió en el vaso un 2 % de NH2NH2 en DMF (2 x 2 ml). 
El compuesto final se escindió de la resina utilizando un TFA:H2O: TIS (95:2,5:2,5) y se concentró al vacío. El 
producto concentrado se precipitó en Et2O y se secó al vacío. El producto en bruto se purificó utilizando una RP-
HLPC preparativa (fase móvil: A = 10 mM de acetato amónico pH = 7, B = ACN; método: 0 % de B a 30 % de B en 35
30 min a 13 ml/min). Las fracciones puras se agruparon y se secaron por congelación, suministrando el FITC-
(PEG)12-Folato.

ESQUEMA 1. Síntesis de unidad espaciadora del Folato-(PEG)12-FITC:
40
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Reactivos y condiciones: (i) a) un 20 % de piperidina, DMF; b) Fmoc-NH-Glu(OtBu)-COOH, PyBOP, DIPEA, DMF; 
(ii) a) un 20 % de piperidina, DMF; b) ácido N10-(Trifluoroacetil) pteroico, PyBOP, DIPEA,DMF; (iii) a) 1 M de HOBT 
en DCMTFE (1:1); b) Fmoc-NH-PEG12CH2CH2COOH, PyBOP, DIPEA, DMF; (iv) a) un 20 % de piperidina, DMF; b) 
FITC, DIPEA, DMF; (v) a) un 2 % de NH2NH2, DMF: b) TFA, agua, i-Pr3SiH.5

3. Unión de conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato a las células T transducidas mediante el scFv anti-FITC 
en CAR4-1BBZ

Para examinar la capacidad de las células T transducidas que contienen CAR4-1BBZ para unirse a los conjugados 10
de FITC-Folato, se llevaron a cabo ensayos de unión con el conjugado FITC-Folato y el conjugado FITC-(PEG)12-
Folato. Como la longitud de onda de excitación del FITC en los conjugados de FITC-Folato se solapaban con 
copGFP en las células T transducidas con CAR4-1BBZ, era difícil distinguir entre la unión con FITC y la expresión de 
copGFP. Por lo tanto, se utilizaron un anticuerpo monoclonal anti-folato ácido (FA) y un anticuerpo anti-IgG de ratón 
marcado con un fluoróforo (con una excitación de 640 nm).15

Primero, se incubaron las células T transducidas con los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato a 
temperatura ambiente durante 1 hora. Después de un lavado con PBS 1x, las células T transducidas se incubaron 
con el anticuerpo monoclonal anti-FA (con una dilución 1:15) durante 1 hora. Después de otro lavado con PBS 1x, 
las células T transducidas se incubaron adicionalmente con el anticuerpo anti-IgG de ratón marcado con un 20
fluoróforo (con una excitación de 640 nm) (con una dilución de 1:50). Finalmente, los anticuerpos no unidos se 
retiraron mediante lavado y se utilizó un microscopio confocal para confirmar la capacidad de unión de los 
conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato. Todos los datos se analizaron con el software Olympus Fluoview . 
Como se muestra en la Figura 2, la expresión de copGFP se observaba en las células T transducidas que contenían 
CAR4-1BBZ (fila superior), pero no en las células T no transducidas. Como se muestra en el panel del medio se 25
observaba una unión de FITC-Folato en las células T transducidas con CAR-1BBZ, pero no en las células T no 
transducidas. De manera más importante, solo las células T transducidas que presentaban expresión de copGFP 
(fila superior) también presentaban unión con los conjugados FITC-Folato (fila del medio). Mediante microscopía 
confocal, se confirmó que los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato se unían satisfactoriamente al anti-
FITC de las células T transducidas, pero no de las células T no transducidas. De manera simultánea, también se 30
detectó la unión de los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato (flechas) en las células T transducidas con 
CAR4-1BBZ. Basándose en estos datos, se concluyó que las células T transducidas expresan CAR4-1BBZ y que los 
conjugados de FITC-Folato se pueden unir a las células T transducidas mediante el scFv anti-FITC expresado por la 
transducción de CAR4-1BBZ.

35
4. La unión de conjugados de FITC-Folato a células cancerosas positivas a FR

Se investigó a continuación la capacidad de los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato para unirse a las 
células cancerosas positivas al receptor de folato (FR). Se utilizaron las líneas celulares positivas a FR L1210A 
(leucemia linfocítica de ratón) y KB (carcinoma epidérmico de la boca) que son líneas celulares positivas a FR, para 40
ensayar la afinidad de unión de los conjugados FITC-Folato. En resumen, se prepararon 3-4 x 104 células 
cancerosas para llevar a cabo los ensayos de afinidad de unión con los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-
Folato. Se incubaron los dos conjugados de FITC-Folato con dos concentraciones diferentes (por ejemplo, 20 nM, 70 
mM), con células cancerosas a temperatura ambiente durante 1 hora. Como ambos conjugados FITC-Folato tienen 
fluorescencia, se puede detectar la capacidad de unión de los conjugados FITC-Folato a las células cancerosas 45
mediante microscopía de fluorescencia. Después de dos lavados con solución salina tampón de fosfato (PBS) 1x 
para retirar todos los compuestos no unidos, las células cancerosas se observaron mediante microscopio confocal. 
En el fin de especificar si los conjugados FITC-Folato se unían a las células cancerosas mediante el FR en la 
superficie de las células cancerosas, también se incubó un Folato ácido con las células cancerosas como compuesto 
de competición. Como se muestra en las Figuras 3A, B, C y D, los conjugados de FITC-Folato se pueden unir a 50
ambas células cancerosas (KB, L1210A) mediante el FR de la superficie celular. Como se muestra en el panel de 
competición, la adición de un exceso de 50x de folato ácido bloqueaba la unión de FITC-Folato a estas células 
cancerosas, lo que indica que la unión específica es entre el folato ácido y el FR de la superficie celular.

Como se muestra en la Figura 3A el conjugado FITC-Folato se internalizaba en el citoplasma celular de las células 55
KB, a causa de endocitosis mediada por el FR. Sin embargo, como se muestra en la Figura 3C, el conjugado FITC-
(PEG)12-Folato que tiene el enlazador (PEG)12 entre el Folato y el FITC, se mantenía en la superficie extracelular de 
las células KB.

A partir de estos datos se concluyó que los conjugados FITC-Folato y FITC-(PEG)12-Folato se podían unir a las 60
células cancerosas mediante el FR de la superficie de las células cancerosas. Se descubrió también que el 
enlazador PEG entre el Folato y el FITC podía impedir la internalización del conjugado de FITC-Folato. La 
localización en la superficie del conjugado FITC-Folato ayudaría a aumentar la oportunidad de que las células 
cancerosas sean reconocidas por las células T transducidas que contengan CAR4-1BBZ. Si los conjugados FITC-
Folato se internalizan mediante endocitosis mediada por el FR, las células T transducidas no pueden direccionarse a 65
las células cancerosas mediante los conjugados de FITC-Folato.
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5. Citotoxicidad de las células T modificadas con CAR anti-FITC contra las células cancerosas positivas al receptor 
de folato (FR+)

Con el fin de explorar si las células T que expresan CAR pueden destruir las células cancerosas, se llevaron a cabo 5
ensayos de liberación de 51Cromo. En este ensayo, las células cancerosas se marcaron con 51Cr. Cuando las células 
cancerosas se lisaban, el 51Cr se liberaría de las células cancerosas al sobrenadante. Midiendo el 51Cr del 
sobrenadante, se puede determinar el número de células cancerosas destruidas.

En primer lugar, se incubaron las células cancerosas diana L1210A en 50 μl de medio de cultivo que contenía 50 μCi 10
de 51Cromo para marcarlas. Después de un lavado x3 con PBS se resuspendieron las células L1210A y se 
incubaron a 37 ºC durante 1 hora en el medio de cultivo que contenía 70 nM de conjugado FITC-Folato o el 
conjugado FITC-(PEG)12-Folato. Después de retirar mediante lavado el exceso de conjugados de FITC, se 
añadieron 5 x 103 células cancerosas diana en cada pocillo de placas de 96 pocillos. Cuando se utilizaron células KB 
adherentes como diana, se trataron de manera similar a las células L1210A, excepto que las células KB se cultivaron 15
en placas de 96 pocillos durante 24 horas antes de marcarlas con el 51Cr y se llevó a cabo la unión con los 
conjugados FITC-Folato en placas de 96 pocillos. Las células T efectoras se recolectaron entonces, se 
resuspendieron en medio de cultivo y se añadieron a los pocillos que contenían las células cancerosas diana. La 
relación entre células T efectoras respecto a células cancerosas diana era de 20:1. Después de una incubación 
durante 4-10 horas, se recolectaron alícuotas de 20 μl de sobrenadante libre de células y se midió el 51Cr de los 20
sobrenadantes en un contador de centelleo o un contador γ. 

El porcentaje de citólisis específica se calculó utilizando la siguiente fórmula: % de citólisis = (liberación de 51Cr 
experimental - liberación de 51Cr de control) / (Máxima liberación de 51Cr - liberación de 51Cr de control) x 100

25
Los pocillos de control contenían solo las células cancerosas diana; no se añadieron nunca células T efectoras a 
estos pocillos. La máxima liberación de 51Cr se determinó midiendo la liberación de 51Cr de las células diana 
marcadas tratadas con un 2,5 % de SDS para lisar todas las células.

Como se muestra en la Figura 4A, en ausencia de conjugados FITC-Folato, las células T que expresan CAR 30
presentaban una actividad insignificante (~5 %) de citólisis celular de las KB diana. En presencia del conjugado de 
FITC-Folato, las células T que expresaban CAR presentaban ~18 % de citólisis de células cancerosas. Esto 
implicaba que el conjugado FITC-Folato actúa como un puente para redirigir las células T que expresan CAR anti-
FITC a las células KB FR+. Además, en presencia del conjugado FITC-(PEG)12-Folato, que tiene un espaciador de 
(PEG)12 de ~40 Å entre las moléculas de FITC y Folato, las células T que expresaban CAR anti-FITC presentaban 35
una actividad mucho más alta (~39 %) sobre la citólisis de las células cancerosas. Con una distancia de ~40 Å entre 
el FITC y el Folato este conjugado puede redirigir las células T que expresan CAR a las células KB FR+ mucho 
mejor (un 39 % vs un 18 %). Como control de citotoxicidad no específico, las células T no modificadas presentaban 
solo un 5-10 % de citólisis. La existencia o ausencia de los conjugados de FITC-Folato no presentan ningún efecto 
sobre la citotoxicidad de las células T no modificadas contra las células KB FR+.40

La Figura 4B muestra la citotoxicidad de las células T modificadas con CAR anti-FITC contra la línea de células 
cancerosas L1210A. En ausencia de conjugados de FITC-Folato, las células T que expresan CAR presentaban una 
actividad insignificante (2-3 %) de citólisis celular de las L1210A diana. En presencia del conjugado de FITC-Folato, 
las células T que expresaban CAR presentaban ~29 % de citólisis de células cancerosas. Esto implicaba que el 45
conjugado FITC-Folato actúa como un puente para redirigir las células T que expresan CAR anti-FITC a las células 
L1210A FR+. Además, en presencia del conjugado FITC-(PEG)12-Folato, que tiene un espaciador de (PEG)12 de ~40 
Å entre las moléculas de FITC y Folato, las células T que expresaban CAR anti-FITC presentaban una actividad 
mucho más alta (~51 %) sobre la citólisis de L1210A FR+. Con una distancia de ~40 Å entre el FITC y el Folato este 
conjugado puede redirigir las células T que expresan CAR a las células L1210A FR+ mucho mejor (un 51 % vs un 50
29 %). Como control de citotoxicidad no específico, las células T no modificadas presentaban solo un 5-10 % de 
citólisis como se esperaba.

A partir de estos datos se concluyó que las células T que expresan CAR anti-FITC no tienen una citotoxicidad innata 
contar las células cancerosas FR+. Sin embargo, en presencia del conjugado de FITC-Folato, las células T que 55
expresan CAR anti-FITC se redirigen a las células cancerosas FR+ y producen citólisis específica, y la activación de 
las células T que expresan CAR se puede regular controlando la adición de conjugados de FITC-Folato. 
Adicionalmente, el conjugado de FITC-(PEG)12-Folato, que tienen un espaciador de ~40 Å entre las moléculas de 
FITC y de Folato, puede redirigir las células T que expresan CAR anti-FITC hacia las células cancerosas FR+ mucho 
mejor que el conjugado sin el espaciador.60
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REIVINDICACIONES

1. Un agente terapéutico del cáncer de dos componentes que comprende:

(a) un conjugado de moléculas pequeñas (Small Conjugate Molecule, SCM) que comprende un resto 5
direccionado conjugado con un ligando de receptor tumoral, donde el ligando del receptor tumoral es un folato; y
(b) linfocitos citotóxicos que expresan un receptor antigénico quimérico (Chimeric Antigen Receptor, CAR), donde 
el CAR es una proteína de fusión que comprende una región de reconocimiento, un dominio de co-estimulación y 
un dominio de señalización de la activación, y donde el CAR tiene una especificidad de unión para el resto 
direccionado o puede unirse al resto direccionado.10

2. El agente terapéutico del cáncer de dos componentes de la reivindicación 1, donde el resto direccionado y el 
ligando se conjugan mediante un dominio enlazador, donde el dominio enlazador se selecciona de entre el grupo 
que consiste en polietilenglicol (PEG), poliprolina, un aminoácido hidrofílico, un azúcar, un peptidoglicano no natural, 
polivinilpirrolidona, y pluronic F-127.15

3. El agente terapéutico del cáncer de dos componentes de la reivindicación 1, donde el resto direccionado es FITC.

4. El agente terapéutico del cáncer de dos componentes de la reivindicación 2, donde el resto direccionado es FITC 
y el enlazador es (PEG)12.20

5. El agente terapéutico del cáncer de dos componentes de la reivindicación 3 o 4, donde la región de 
reconocimiento del CAR es un fragmento de la región variable de cadena sencilla (scFv) de un anticuerpo anti-FITC.

6. El agente terapéutico del cáncer de dos componentes de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 25
para su uso en un método de tratamiento del cáncer en un sujeto, donde el cáncer se selecciona de entre el grupo 
que consiste en cáncer de cerebro, tiroides, pulmón, páncreas, riñón, estómago, estroma gastrointestinal, 
endometrio, mama, cuello uterino, ovario, colon, próstata, leucemia, linfoma y de cabeza y cuello,
donde dicho método comprende

30
(a) el cultivo de una población de linfocitos citotóxicos bajo condiciones que promuevan la activación;
(b) la transfección de la población de linfocitos de (a) con un vector que codifica un receptor antigénico quimérico 
(CAR), donde el CAR es una proteína de fusión que comprende una región de reconocimiento, un dominio de co-
estimulación y un dominio de señalización de la activación;
(c) la administración de un número terapéuticamente eficaz de los linfocitos transfectados de (b) a un sujeto que 35
tenga cáncer; y
(d) la administración de un conjugado de moléculas pequeñas (SCM) que comprende un resto direccionado 
conjugado con un ligando de receptor tumoral al sujeto, donde el ligando es reconocido y se une a un receptor 
sobre la superficie de una célula del cáncer, y donde el CAR tiene una especificidad de unión por el resto 
direccionado o se puede unir mediante el resto direccionado.40

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



24

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



25

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



26

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



27

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



28

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 



29

E13864097
09-03-2020ES 2 776 698 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

