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DESCRIPCIÓN

Receptores de antígeno quimérico dirigidos a mesotelina y usos de los mismos

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud de patente provisional estadounidense con n.º de serie 62/008.851,
presentada el 6 de junio de 2014.5

Información sobre la subvención

Esta invención se realizó con apoyo del gobierno con los n.os de subvención W81XWH-11-1-0783 y W81XWH-12-1-
0230 del Departamento de Defensa. El gobierno tiene determinados derechos en la invención.

Introducción

El contenido dado a conocer actualmente proporciona métodos y composiciones para mejorar la respuesta 10
inmunitaria frente a cánceres y patógenos. Se refiere a los receptores de antígeno quimérico (CAR) que se dirigen 
específicamente a la mesotelina humana y a las células inmunorreactivas que comprenden tales CAR. Los CAR 
dirigidos a mesotelina dados a conocer actualmente tienen propiedades inmunoactivadoras mejoradas, que incluyen 
actividad antitumoral, a la vez que poseen características para minimizar la toxicidad e inmunogenicidad inducida por 
CAR.15

Antecedentes de la invención

La inmunoterapia basada en células es una terapia con potencial curativo para el tratamiento del cáncer. Las células 
T y otras células inmunitarias pueden modificarse para dirigirse a antígenos tumorales a través de la introducción de 
material genético que codifica para receptores artificiales o sintéticos para el antígeno, denominados receptores de 
antígeno quimérico (CAR), específicos para antígenos seleccionados. La terapia dirigida de células T usando CAR 20
ha demostrado un éxito clínico reciente en el tratamiento de algunos tumores malignos hematológicos. Sin embargo, 
traducir la terapia con células T que expresan CAR a tumores sólidos plantea varios obstáculos que deben 
superarse para lograr un beneficio clínico. Las células malignas se adaptan para generar un microentorno
inmunosupresor para protegerse del reconocimiento y la eliminación inmunitarios. Este microentorno tumoral plantea 
un desafío para los métodos de tratamiento que implican la estimulación de una respuesta inmunitaria, tal como las 25
terapias dirigidas con células T. Los tumores sólidos también pueden estar restringidos dentro de compartimientos 
anatómicos que impiden el tráfico eficaz de células T, carecen de expresión de ligandos coestimuladores agonistas 
y/o expresan reguladores negativos de la función de células T. Por tanto, la eliminación exitosa de tumores sólidos 
requiere una infiltración tumoral eficaz y la superación de la inmunosupresión inducida por el tumor. Además, los 
tumores sólidos representan un desafío para seleccionar dianas inmunitarias óptimas, antígenos cuyo 30
direccionamiento permitiría la erradicación del tumor por células T potentes, con una toxicidad mínima o tolerable 
para los tejidos no tumorales. Por consiguiente, se necesitan estrategias terapéuticas novedosas para diseñar CAR 
para tratar cánceres, en particular, tumores sólidos, estrategias que pueden inducir una potente erradicación tumoral 
con mínima toxicidad e inmunogenicidad (la inmunogenicidad de CAR puede dar como resultado una eficacia 
reducida o una toxicidad aguda ejemplificada en el contexto de respuesta anafiláctica a CAR subóptimos).35

El documento WO2013/063419A2 da a conocer un receptor de antígeno quimérico dirigido a mesotelina (CAR).

El documento US2014/099340 A1 da a conocer un CAR dirigido a la proteína de activación de fibroblastos (FAP).

El documento Wang et al., Cancer Immunology Research, col. 2 n.º 2 2013, páginas 154-166 da a conocer un CAR 
dirigido a FAP.

Sumario de la invención40

El contenido dado a conocer actualmente proporciona generalmente receptores de antígeno quimérico (CAR) que se 
dirigen específicamente a mesotelina humana, células inmunorreactivas que comprenden tales CAR, y usos de 
estos CAR y células inmunorreactivas para tratar cánceres, infecciones por patógenos, etc.

Según un aspecto de la invención, se proporciona un receptor de antígeno quimérico (CAR), que comprende un 
dominio de unión a antígeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular, en el que el dominio 45
de unión a antígeno extracelular comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), en el que el scFv 
comprende:

una región variable de cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID
NO:11, una región variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ
ID NO:12, una región variable de cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en50
SEQ ID NO:13, una región variable de cadena ligera CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en SEQ ID NO:14, una región variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos 
expuesta en SEQ ID NO:15, y una región variable de cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de 
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aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:16.

En una realización de la invención, el dominio de unión a antígeno extracelular, del CAR reconoce mesotelina 
humana con un nivel de expresión de mesotelina de aproximadamente 1.000 o más sitios de unión a 
mesotelina/célula.

En una realización de la invención, el dominio de unión a antígeno extracelular se une específicamente a mesotelina 5
humana con una afinidad de unión de desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 25 nM. En algunas 
realizaciones de la invención, el scFv comprende una región variable de cadena pesada que comprende los 
aminoácidos 1-119 de SEQ ID NO:1, y/o una región variable de cadena ligera que comprende los aminoácidos 1-
107 de SEQ ID NO:5 o aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO:3 y opcionalmente en el que el scFv comprende: (a) una 
región variable de cadena pesada que comprende los aminoácidos 1-119 de SEQ ID NO:1; y una región variable de 10
cadena ligera que comprende los aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO:5; o (b) una región variable de cadena pesada
que comprende los aminoácidos 1-119 de SEQ ID NO:1; y una región variable de cadena ligera que comprende los 
aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO: 3.

Según un segundo aspecto de la invención, se proporciona una célula inmunorreactiva que comprende el CAR tal 
como se da a conocer actualmente.15

Según un tercer aspecto de la invención, se proporciona una célula inmunorreactiva según la invención para su uso
en la reducción de la carga tumoral en un sujeto, el aumento o alargamiento de la supervivencia de un sujeto que 
tiene una neoplasia, el aumento de la producción de citocinas inmunoactivadoras en respuesta a una célula 
cancerosa o un patógeno en un sujeto, la prevención o tratamiento de una enfermedad inflamatoria en un sujeto o la 
prevención del rechazo de injerto en un sujeto que es un receptor de un trasplante de órgano.20

Según un cuarto aspecto de la invención, se proporciona un método para producir una célula inmunorreactiva que se 
une a mesotelina humana, que comprende introducir en la célula inmunorreactiva una secuencia de ácido nucleico
que codifica para un receptor de antígeno quimérico (CAR) que comprende un dominio de unión a antígeno 
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular, en el que el dominio de unión a antígeno
extracelular comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), en el que el scFv comprende:25

una región variable de cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID
NO:11, una región variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ
ID NO:12 una región variable de cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en
SEQ ID NO:13, una región variable de cadena ligera CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta 
en SEQ ID NO:14, una región variable de cadena ligera CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos 30
expuesta en SEQ ID NO:15, y una región variable de cadena ligera CDR3 que comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:16.

Según un quinto aspecto de la invención se proporciona un ácido nucleico que codifica para el CAR tal como se da a 
conocer.

Según un sexto aspecto de la invención, se proporciona un vector que comprende el ácido nucleico tal como se da a 35
conocer y opcionalmente en el que el vector es un vector �-retroviral.

Según un séptimo aspecto de la invención, se proporciona una composición farmacéutica que comprende una 
cantidad eficaz de la célula inmunorreactiva de la invención y un excipiente farmacéuticamente aceptable, y
opcionalmente que es para tratar una neoplasia, y opcionalmente en la que la neoplasia se selecciona del grupo que 
consiste en mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de 40
colon, cáncer pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico,
carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos.

Según un octavo aspecto de la invención, se proporciona un kit para tratar o prevenir una neoplasia, una infección 
por patógenos, un trastorno autoinmunitario, una enfermedad inflamatoria, un trasplante alogénico o rechazo de 
injerto, que comprende la célula inmunorreactiva de la invención o el ácido nucleico de la invención, y opcionalmente45
en el que el kit comprende además instrucciones escritas para usar la célula inmunorreactiva para tratar un sujeto 
que tiene una neoplasia, una infección por patógenos, un trastorno autoinmunitario, una enfermedad inflamatoria, un 
trasplante alogénico o rechazo de injerto; y opcionalmente en el que la neoplasia se selecciona del grupo que 
consiste en mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de 
colon, cáncer pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico,50
carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos.

En una realización específica no limitativa, el scFv es un scFv humano. En una realización, la secuencia líder 
comprende un polipéptido CD8. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR comprende un 
polipéptido CD8, un polipéptido CD28, un polipéptido CD3�, un polipéptido CD4, un polipéptido 4-1BB, un 
polipéptido OX40, un polipéptido ICOS, un polipéptido CTLA-4, un polipéptido PD-1, un polipéptido LAG-3, un 55
polipéptido 2B4, un polipéptido BTLA, un péptido sintético (no basado en una proteína asociada con la respuesta 
inmunitaria), o una combinación de los mismos. En una realización, el dominio transmembrana comprende un 
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polipéptido CD8. En una realización, el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD28.

Según el contenido dado a conocer actualmente, el dominio intracelular comprende un polipéptido CD3�. En
algunas realizaciones, el dominio intracelular comprende además al menos una región de señalización 
coestimuladora. En algunas realizaciones, la al menos una región de señalización coestimuladora comprende un 
polipéptido CD28, un polipéptido 4-1BB, un polipéptido OX40, un polipéptido ICOS, un polipéptido PD-1, un 5
polipéptido CTLA-4, un polipéptido LAG-3, un polipéptido 2B4, un polipéptido BTLA, un péptido sintético (no basado 
en una proteína asociada con la respuesta inmunitaria), o una combinación de los mismos. En una realización, el 
dominio transmembrana comprende un polipéptido CD8 y el dominio intracelular comprende un polipéptido CD3�.
En otra realización, el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD28 y el dominio intracelular comprende
un polipéptido CD3� y un dominio de señalización coestimulador que comprende un polipéptido CD28. En aún otra 10
realización, el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD8 y el dominio intracelular comprende un 
polipéptido CD3� y un dominio de señalización coestimulador que comprende un polipéptido 4-1BB.

En una realización, el CAR es Mz. Mz comprende un dominio transmembrana que comprende un polipéptido CD8, y
un dominio intracelular que comprende un polipéptido CD3�. En una realización, el CAR es M28z. M28z comprende
un dominio transmembrana que comprende un polipéptido CD28, y un dominio intracelular que comprende un 15
polipéptido CD3� y una región de señalización coestimuladora que comprende un polipéptido CD28. En una 
realización, el CAR es MBBz. MBBz incluye un dominio transmembrana que comprende un polipéptido CD8, y un 
dominio intracelular que comprende un polipéptido CD3� y una región de señalización coestimuladora que 
comprende un polipéptido 4-1BB.

En determinadas realizaciones, el CAR se expresa de manera recombinante. El CAR puede expresarse a partir de 20
un vector. En una realización, el vector es un rector �-retroviral.

El contenido dado a conocer actualmente también proporciona células inmunorreactivas aisladas que comprenden 
los CAR descritos anteriormente. En determinadas realizaciones, la célula inmunorreactiva aislada comprende 
además al menos un ligando coestimulador exógeno. En algunas realizaciones, el al menos un ligando 
coestimulador se selecciona del grupo que consiste en 4-1BBL, CD80, CD86, CD70, OX40L, CD48, TNFRSF14, y25
combinaciones de los mismos. En una realización, el ligando coestimulador es 4-1BBL. En determinadas 
realizaciones, la célula inmunorreactiva aislada comprende además al menos una citocina exógena. En algunas 
realizaciones, la al menos citocina se selecciona del grupo que consiste en IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11, IL-12, IL-15, 
IL-17, IL-21, y combinaciones de las mismas. En una realización, la citocina es IL-12. En algunas realizaciones, la 
célula inmunorreactiva aislada se selecciona del grupo que consiste en una célula T, un linfocito citolítico natural30
(NK), un linfocito T citotóxico (CTL), una célula T reguladora, una célula madre embrionaria humana, y una célula 
madre pluripotente de la cual pueden diferenciarse células linfoides. En una realización, la célula es una célula T. En
determinadas realizaciones, la célula inmunorreactiva expresa de desde aproximadamente 1 hasta 
aproximadamente 4 números de copias de vector/célula del CAR. En determinadas realizaciones, la célula 
inmunorreactiva aislada comprende además un receptor de reconocimiento de antígeno que se une a un antígeno 35
diferente de mesotelina humana. El antígeno puede ser un antígeno tumoral o de patógeno. En algunas 
realizaciones, el antígeno tumoral se selecciona del grupo que consiste en anhidrasa carbónica IX (CAlX), antígeno 
carcinoembrionario (CEA), CD5, CD7, CD10, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD34, CD38, CD41, CD44, CD49f,
CD56, CD74, CD123, CD133, CD138, un antígeno de una célula infectada por citomegalovirus (CMV) (por ejemplo,
un antígeno de superficie celular), glicoproteína 2 epitelial (EGP 2), glicoproteína 40 epitelial (EGP-40), molécula de 40
adhesión celular epitelial (EpCAM), tirosina-proteína cinasas receptoras erb-B2,3,4, proteína de unión a folato (FBP),
receptor de acetilcolina fetal (AChR), receptor a de folato, gangliósido G2 (GD2), gangliósido G3 (GD3), receptor 2 
del factor de crecimiento epidérmico humano (HER-2), telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT),
subunidad alfa-2 del receptor de interleucina 13 (IL-13R�2), cadena ligera �, receptor de dominio de inserto de 
cinasa (KDR), Lewis A (CA19.9), Lewis Y (LeY), molécula de adhesión celular L1 (LlCAM), familia A de antígeno de 45
melanoma, 1 (MAGE-AI), mucina 16 (Muc-16), mucina 1 (Muc-1), ligandos de NKG2D, antígeno de cáncer de 
testículo NY-ESO-1, antígeno oncofetal (h5T4), antígeno de células madre de próstata (PSCA), antígeno de 
membrana específico de próstata (PSMA), glicoproteína 72 asociada a tumor (TAG-72), factor de crecimiento 
endotelial vascular R2 (VEGF-R2), proteína tumoral de Wilms (WT-1), receptor transmembrana de tirosina-proteína 
cinasa de tipo 1 (ROR1), y una combinación de los mismos. En algunas realizaciones, la célula inmunorreactiva50
expresa una o más moléculas de adhesión. La molécula de adhesión puede aumentar la avidez del CAR. En
algunas realizaciones, la molécula de adhesión se selecciona del grupo que consiste en CD2, VLA-4, y
combinaciones de los mismos.

Además, el contenido dado a conocer actualmente proporciona diversos métodos de uso de la célula 
inmunorreactiva descrita anteriormente. Por ejemplo, el contenido dado a conocer actualmente proporciona métodos55
de reducción de la carga tumoral en un sujeto, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la 
célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto, induciendo de ese modo muerte de la célula tumoral 
en el sujeto. En una realización, el método reduce el número de células tumorales. En otra realización, el método 
reduce el tamaño tumoral. En aún otra realización, el método erradica el tumor en el sujeto. En algunas 
realizaciones, el tumor es un tumor sólido. En algunas realizaciones, el tumor sólido se selecciona del grupo que 60
consiste en mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de 
colon, tumor pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico,
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carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos.

El contenido dado a conocer actualmente también proporciona métodos para aumentar o alargar la supervivencia de
un sujeto que tiene neoplasia, en donde el método comprende administrar una cantidad eficaz de la célula 
inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto, aumentando o alargando de ese modo la supervivencia del 
sujeto. En determinadas realizaciones, la neoplasia se selecciona del grupo que consiste en mesotelioma, cáncer de 5
pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de colon, cáncer pleural, glioblastoma,
cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de endometrio, cáncer de 
estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos. El método puede reducir o erradicar la carga 
tumoral en el sujeto.

Además, el contenido dado a conocer actualmente proporciona métodos para aumentar la producción de citocinas 10
inmunoactivadoras en respuesta a una célula cancerosa o un patógeno en un sujeto, en donde el método 
comprende administrar la célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto. En determinadas 
realizaciones, la citocina inmunoactivadora se selecciona del grupo que consiste en factor estimulante de colonias 
de granulocitos y macrófagos (GM-CSF), IFN-�, IFN-�, IFN-�, TNF-�, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11, IL-7, IL-12, IL-15, IL-
21, factor 7 regulador de interferón (IRF7), y combinaciones de los mismos.15

Según el contenido dado a conocer actualmente, los diversos métodos descritos anteriormente pueden comprender 
administrar al menos un agente inmunomodulador. En determinadas realizaciones, el al menos un agente 
inmunomodulador se selecciona del grupo que consiste en agentes inmunoestimuladores, agentes de bloqueo 
inmunitario de punto de control, agentes de radioterapia, agentes de quimioterapia, y combinaciones de los mismos.
En algunas realizaciones, los agentes inmunoestimuladores se seleccionan del grupo que consiste en IL-12, un 20
anticuerpo monoclonal coestimulador agonista, y combinaciones de los mismos. En una realización, el agente 
inmunoestimulador es IL-12. En algunas realizaciones, el anticuerpo monoclonal coestimulador agonista se 
selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-4-1BB, un anticuerpo anti-OX40, un anticuerpo anti-ICOS, y
combinaciones de los mismos. En una realización, el anticuerpo monoclonal coestimulador agonista es un 
anticuerpo anti-4-1BB. En algunas realizaciones, los agentes de bloqueo inmunitario de punto de control se 25
seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos anti-PD-L1, anticuerpos anti-CTLA-4, anticuerpos anti-PD-1,
anticuerpos anti-LAG3, anticuerpos anti-B7-H3, anticuerpos anti-TIM3, y combinaciones de los mismos. En una 
realización, el agente de bloqueo inmunitario de punto de control es un anticuerpo anti-PD-L1. En determinadas 
realizaciones, el sujeto es un ser humano. En determinadas realizaciones, la célula inmunorreactiva se administra 
por vía pleural al sujeto.30

El contenido dado a conocer actualmente también proporciona métodos para producir una célula inmunorreactiva
que se une a mesotelina humana. En un ejemplo no limitativo, el método comprende introducir en la célula 
inmunorreactiva una secuencia de ácido nucleico que codifica para un receptor de antígeno quimérico (CAR), que 
comprende un dominio de unión a antígeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular, en el 
que el dominio de unión a antígeno extracelular se une específicamente a mesotelina humana con una afinidad de 35
unión de desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 25 nM. En una realización específica no limitativa,
el dominio de unión a antígeno extracelular es un scFv. En una realización específica no limitativa, el dominio de 
unión a antígeno extracelular es un Fab, que se reticula opcionalmente. En una realización específica no limitativa, el 
dominio de unión extracelular es un F(ab)2. En una realización específica no limitativa, cualquiera de las moléculas 
anteriores puede estar comprendida en una proteína de fusión con una secuencia heteróloga para formar el dominio 40
de unión a antígeno extracelular.

El contenido dado a conocer actualmente proporciona además ácidos nucleicos que codifican para los CAR dados a 
conocer actualmente, y vectores que comprenden los ácidos nucleicos. En una realización, el vector es un vector �-
retroviral.

El contenido dado a conocer actualmente proporciona además composiciones farmacéuticas que comprenden una 45
cantidad eficaz de las células inmunorreactivas dadas a conocer actualmente y un excipiente farmacéuticamente 
aceptable. También se proporcionan composiciones farmacéuticas para tratar una neoplasia, que comprenden una 
cantidad eficaz de las células inmunorreactivas dadas a conocer actualmente y un excipiente farmacéuticamente 
aceptable. En algunas realizaciones, la neoplasia se selecciona del grupo que consiste en mesotelioma, cáncer de 
pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de colon, cáncer pleural, glioblastoma,50
cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de endometrio, cáncer de 
estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos.

El contenido dado a conocer actualmente proporciona además kits para tratar o prevenir una neoplasia, una 
infección por patógenos, un trastorno autoinmunitario, una enfermedad inflamatoria, un trasplante alogénico o 
rechazo de injerto, que comprende las células inmunorreactivas dadas a conocer actualmente. También se 55
proporcionan kits para tratar o prevenir una neoplasia, una infección por patógenos, un trastorno autoinmunitario,
una enfermedad inflamatoria, un trasplante alogénico o rechazo de injerto, que comprenden ácidos nucleicos que 
comprenden los CAR dados a conocer actualmente. En algunas realizaciones, el kit incluye además instrucciones 
escritas para usar la célula inmunorreactiva para tratar un sujeto que tiene una neoplasia, una infección por 
patógenos, un trastorno autoinmunitario, una enfermedad inflamatoria, un trasplante alogénico o rechazo de injerto.60
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El contenido dado a conocer actualmente proporciona además un método para prevenir o tratar una enfermedad 
inflamatoria en un sujeto. En un ejemplo no limitativo, el método comprende administrar la célula inmunorreactiva 
dada a conocer actualmente al sujeto. En una realización, la célula inmunorreactiva es una célula inmunoinhibidora.
En una realización no limitativa, la célula inmunoinhibidora es una célula T reguladora. En una realización, la 
enfermedad inflamatoria es pancreatitis. En una realización, el sujeto es un ser humano. En una realización, el sujeto 5
es un receptor de un trasplante de órgano. En una realización específica, el sujeto es un receptor de un trasplante 
de páncreas.

El contenido dado a conocer actualmente proporciona además un método para prevenir el rechazo de injerto en un 
sujeto que es un receptor de un trasplante de órgano. En un ejemplo no limitativo, el método comprende administrar 
la célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto. En una realización, la célula inmunorreactiva es una 10
célula inmunoinhibidora. En una realización no limitativa, la célula inmunoinhibidora es una célula T reguladora. En
una realización, el sujeto es un ser humano. En una realización, el sujeto es un receptor de un trasplante de 
páncreas.

Breve descripción de las figuras

La siguiente descripción detallada, dada a modo de ejemplo, pero no prevista para limitar la invención a las 15
realizaciones específicas descritas, puede entenderse junto con los dibujos adjuntos.

La figura 1 representa los CAR de “segunda generación”.

Las figuras 2A-F representan la función efectora in vitro de constructos específicos de mesotelina. (A) Generación de
constructos específicos de mesotelina. Los constructos anti-mesotelina contienen o bien el endodominio CD3� solo 
(Mz) o bien en combinación con el dominio coestimulador CD28 (M28z). Se incluyó un CAR dirigido a PSMA (P28z)20
con coestimulación de CD28 en experimentos como control negativo. (B) Se transducen de manera eficaz 
subconjuntos de células T tanto CD4+ como CD8+ con CAR. Los porcentajes de transducción representan la 
expresión de genes indicadores tal como se mide mediante citometría de flujo. Se detectaron los CAR M28z y Mz
por medio de expresión de gen indicador de proteína fluorescente verde (GFP). Se detectaron células T que 
expresan el CAR P28z por medio de expresión de gen indicador de factor de crecimiento nervioso de baja afinidad 25
(LNGFR). Se usaron células no transducidas para establecer puertas positivas después de que una tinción de 
células vivas/muertas excluyera células no viables. Los porcentajes CD4+ y CD8+ se notifican después de 
seleccionar células CAR+. (C) Las células T específicas de mesotelina demuestran lisis específica de antígeno. Se 
incubaron células T a razones efector/diana indicadas con células diana MSTO-211H cargadas con 51Cr 
transducidas para sobreexpresar mesotelina (MSTO MSLN+) y se midió la lisis de célula diana (liberación de cromo).30
Las barras de error representan el EEM de la media de tres réplicas. (D) La coestimulación de CD28 mejora la 
secreción de citocinas específicas de antígeno. Se estimularon células T transducidas con control o transducidas 
con Mz o M28z con bien células MSTO-211H no transducidas (sin MSTO E) o células MSTO MSLN+ y se midieron 
citocinas usando ensayo con perlas Luminex. (E) La coestimulación de CD28 facilita la acumulación robusta de 
células T tras la estimulación de antígeno repetida. Se cultivaron conjuntamente células T con células tumorales sin35
MSTO o MSTO MSLN+ (las flechas indican reestimulación con células tumorales recién irradiadas). A la izquierda,
estimulación de antígeno sin la adición de IL-2 exógena. A la derecha, IL-2 exógena añadida (20 UI/ml). Se 
calcularon números de células T-CAR+ absolutos a los intervalos de tiempo indicados usando recuentos de 
hemocitómetro manuales corregidos por GFP+ en porcentaje determinado mediante citometría de flujo. Las barras 
de error representan el EEM de la media de tres réplicas. (F) Las células T transducidas con CAR específicos de 40
mesotelina logran un fenotipo efector 62L tras estimulaciones antigénicas sucesivas. Análisis de citometría de flujo 
multicolor en serie de células T-CAR+ tras cada estimulación de antígeno.

Las figuras 3A-E representan la erradicación de tumor pleural MSLN+ establecido tras administración intrapleural de 
células T M28z. (A) El modelo de ratón de mesotelioma pleural maligno ortotópico recapitula la enfermedad humana.
Fotografía e imagen de resonancia magnética de lesiones macroscópicas en ratones inyectados con 1 x 105 células 45
tumorales MSTO MSLN+ 5 semanas después de la inoculación de tumor (imagen superior izquierda y derecha 
respectivamente). Todos los ratones tienen crecimiento tumoral a lo largo de las superficies pleurales y 
diafragmáticas y atrapamiento de las estructuras mediastínicas. Parte inferior, tinción de hematoxilina y eosina 
(H&E) representativa de secciones de la pared torácica que demuestran invasión temprana de la pared torácica por 
el tumor (parte inferior izquierda) así como expresión de mesotelina sostenida (parte inferior derecha). (B) Obtención 50
de imágenes de bioluminiscencia (BLI, bioluminescence imaging) del tumor in vivo en serie de ratones 
NOD/SCID/�c

null (NSG) ratones que portan tumor pleural. Las células tumorales MSTO MSLN+ coexpresan proteína 
fluorescente verde/proteína de fusión de luciferasa de luciérnaga (GFP/Luc) para permitir la obtención de imágenes.
Tras el establecimiento del tumor intrapleural, los ratones se trataron con transferencia adoptiva de o bien 3 x 106

linfocitos T M28z por vía intravenosa o bien 3 x 105 linfocitos T M28z (una dosis 10 veces menor) por vía intrapleural,55
y 3 x 105 células T que portan el receptor de antígeno quimérico de direccionamiento a PSMA humano P28z se 
inyectaron por vía pleural como control negativo. Se muestran 4 ratones representativos de cada grupo. Se 
obtuvieron imágenes de los ratones tanto de manera ventral como dorsal. Se muestran intensidades de señal de BLI
en fotones/segundo. (C) La señal tumoral de BLI cuantificada por animal cada semana a lo largo de un periodo de
100 días. Cada línea corresponde a un animal, representando cada punto el recuento de fotones promedio de la 60
adquisición ventral y dorsal por animal en un punto de tiempo dado. (D) El análisis de supervivencia de Kaplan-Meier
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que compara células T M28z administradas por vía intravenosa (n=4, línea discontinua de color azul) tienen 
supervivencia disminuida en comparación con células T M28z+ administradas por vía intrapleural (n=7, línea de color 
azul) (92d frente a nd, p= 0,02). Resultados confirmados en múltiples experimentos de repetición. (E) Tratamiento de
animales después de la inoculación tumoral.

Las figuras 4A-F representan una acumulación robusta dependiente de antígeno tumoral in vivo de células T M28z+ 5
administradas por vía pleural. (A) BLI comparativa de células T in vivo de células T transferidas de manera adoptiva 
en ratones NSG que portan tumor MSTO MSLN+ en de 0 a 10 d después de la administración pleural o intravenosa
de 1 x 106 células T transducidas conjuntamente con luciferasa de luciérnaga mejorada (effLuc)(vector mostrado en 
la parte superior) y CAR M28z. Se administraron células T 1 semana después de la inyección intrapleural de 1 x 106

células tumorales MSTO MSLN+. Se muestra un ratón representativo por grupo (n=3-4). (B) Intensidades de señal 10
de luciferasa effLuc de BLI secuencial después de la transferencia de células T durante un periodo de 10 d. Cada
línea representa la señal promedio de 3-4 ratones, mostrando cada punto el recuento de fotones promedio de la 
adquisición ventral y dorsal por animal por grupo en un punto de tiempo dado. En particular, las células T M28z 
effLuc+ administradas por vía pleural presentan una luminiscencia aumentada y sostenida en comparación con 
células T M28z effLuc+ administradas por vía intravenosa que muestran retención pulmonar inicial y emisión de 15
señales retardada dentro del tumor en la cavidad pleural. (C) Análisis de citometría de flujo multicolor de una 
suspensión células individuales tumorales preparada a partir de animales representativos 3 d después de la 
administración de células T M28z o bien pleural o bien intravenosa. Se tiñeron las células con anticuerpos para CD3 
humano y se determinó la positividad a CAR mediante la expresión indicadora de GFP, el análisis adicional incluyó 
CD4/CD8/CD62L/CD45RA. (D) Inmunohistoquímica de células T M28z. (E) Números absolutos de células T M28z 20
que infiltran el tumor (recuentos celulares totales usando perlas brillantes). Los gráficos de barras mostrados 
representan la media ± EEM de tres ratones por grupo que muestran una acumulación robusta de células T M28z 7
días tras la administración pleural. Los ratones tratados con células T por vía intravenosa a la misma dosis 
demuestran menos acumulación dentro del tumor pleural. (F) Números absolutos de células T M28z que infiltran el 
tumor en el bazo 3 días y 7 días tras la administración pleural.25

Las figuras 5A-C representan coestimulación de CD28 que mejora la persistencia y eficacia de células T-CAR+ in 
vivo. (A) La coestimulación de CD28 mejora la eficacia de células T-CAR+ tal como se mide mediante la mediana de 
supervivencia y facilita la erradicación del tumor tras una única dosis de células T. Se administraron por vía pleural 1
x 105 células T-CAR+ Mz, M28z o P28z (control negativo) en ratones que portan tumores MSTO MSLN+ GFP/Luc+

pleurales establecidos. Se midió la carga tumoral a la semana mediante BLI. A la izquierda, curva de supervivencia 30
de Kaplan Meier. Se determinó la significación estadística que compara la mediana de supervivencia de grupos Mz y
M28z (al menos 9 ratones por grupo) usando una prueba de rangos logarítmicos. A la derecha, la carga tumoral tal 
como se cuantifica mediante BLI para cada ratón individual usando unidades de fotones por segundo. (B) La
coestimulación de CD28 mejora la persistencia de células T-CAR+. Se muestran células T-CAR+ absolutas por ml de 
sangre periférica a los 40 y 50 d tras la administración pleural de 3 x 106 células T-CAR+. Los gráficos de barras 35
mostrados representan la media ± EEM de tres ratones. Se realizaron pruebas de la t, y se determinó la significación 
estadística usando una corrección de Bonferroni para múltiples correcciones. *p<0,05. (C) Las células T-CAR+

persistentes son predominantemente CD4+. A la izquierda, análisis de citometría de flujo multicolor representativo de
sangre periférica en ratones tratados con células T-CAR o bien Mz o bien M28z. La estrategia de selección muestra
la puerta de linfocitos y la puerta de células T CD3+CD45+ después de la retirada de células muertas. Para cada40
ratón, se realizó análisis de fenotipo CD4+ y CD8+ después de seleccionar células vivas, células T CD3+CD45+ y
células T GFP+ (CAR+). A la derecha, gráficos de barras que representan razones CD4:CD8 determinadas usando 
análisis de citometría de flujo en serie de sangre periférica extraída en puntos de tiempo sucesivos tras la 
administración de células T. La razón CD4:CD8 de infusión previa fue aproximadamente 0,5 para todos los 
experimentos in vivo. Los resultados se muestran similares a lo largo de un intervalo de dosis de células T (3 x 106, 145
x 106 y 3 x 105 CAR+). Las pruebas de la t que compararan las razones de CD4+ con respecto a CD8+ medias (n=3
en cada punto de tiempo) demostraron significación estadística (después de la corrección de Bonferroni para 
múltiples comparaciones) a d 30, 40 y 50 tras la infusión de células T en los ratones tratados con Mz y a d 30 y 40
para ratones tratados con M28z.

Las figuras 6A-E representan células T CD4+ CAR+ con coestimulación de CD28 demuestran citotoxicidad retardada 50
pero eficaz. (A) La clasificación con perlas de selección negativa logró >98% de pureza para experimentos que 
analizan poblaciones de células T CD4+ y CD8+. (B) Las células T CD4+ M28z muestran una citotoxicidad 
antitumoral similar pero retardada en comparación con células T CD8+ M28z. Se incubaron células T-CAR+

específicas de mesotelina o transducidas con control a razones efector/diana indicadas con células diana 
MST0211H cargadas con 51Cr transducidas para sobreexpresar mesotelina (MSTO MSLN+) y se midió la lisis de 55
célula diana (liberación de cromo). Las barras de error representan el EEM de la media de tres réplicas. *p<0,05 que 
compara células T CD8 CAR+M28z con CD4 M28z. (C) La coestimulación de CD28 es necesaria para citotoxicidad 
óptima mediada por CD4+. Tras la purificación con perlas de subconjuntos de células T CD4+ y CD8+, se incubaron 
células T-CAR+ específicas de mesotelina transducidas con control a razones efector/diana indicadas con células 
diana MST0211H cargadas con 51Cr transducidas para sobreexpresar mesotelina (MSTO MSLN+) y se midió la lisis 60
de célula diana (liberación de cromo). *p<0,05 que compara células T-CAR+ CD4 M28z con CD4 Mz. (D) El 
sobrenadante rico en citocina no provoca directamente lisis de célula tumoral. Se mezclaron sobrenadantes 
obtenidos tras una incubación conjunta de 18 h de CD4+ M28z o CD4+ P28z (como control negativo) con células 
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diana MSTO MSLN+ o sin MSTO con dianas marcadas con 51Cr recién sembradas y se midió la lisis de célula diana 
en los puntos de tiempo indicados. Las células T-CAR CD4+ M28z demostraron lisis específica de antígeno (control 
positivo). (E) Las células T-CAR+ secretaron citocinas que mejoran la citotoxicidad mediada por CAR+. Los 
sobrenadantes obtenidos tras la estimulación específica de mesotelina de células T-CAR+ CD4+ M28z mejoran la 
citotoxicidad en cultivos conjuntos de 18 h de tanto CD8M28z como CD4M28z con células diana MSTO MSLN+5
diana. Las barras de error representan el EEM de la media de tres réplicas. *p<0,05 que compara células T-CAR+ 
con y sin sobrenadante añadido.

Las figuras 7A-D representan citotoxicidad de células T-CAR+ específicas de mesotelina mediante 
perforina/granzima. (A) La parte izquierda y central no demuestra influencia sobre la citotoxicidad en células T 
transducidas con M28z tras bloqueo de ligando de Fas. Se cultivaron conjuntamente células T CD4, CD810
clasificadas y CD4/8 M28z+ no clasificadas en presencia del AcM anti-Fas-L NOK-1 o un AcM de control de isotipo 
frente a IgG1 (cada 10 ug/ml) y MSTO MSLN+ en ensayos de liberación de 51Cr de 18 h. La figura a la derecha 
muestra la susceptibilidad de células diana a muerte celular mediada por Fas L (para detalles véase la sección 
Métodos). *p<0,05. (B) La lisis de células T transducidas con CAR específicas de mesotelina de dianas tumorales 
depende de la liberación de gránulos citotóxicos. Se cultivaron conjuntamente ensayos de liberación de 51Cr a las 15
18 h de subpoblaciones CD4+, CD8+ clasificadas y poblaciones no clasificadas de M28z o Mz transducidas con 
células T durante 18 h en placas de cultivo tisular de 96 pocillos en presencia o ausencia del agente quelante ácido 
tetraacético de etilenglicol (EGTA), con células tumorales MSTO MSLN+. *p<0,05. (C) Las células T-CAR CD4+

expresan granzima B tras la estimulación pero con cinética retardada cuando se compara con células T-CAR CD8+.
Se realizaron citometría de flujo intracelular para granzimas A y B en PBMC en reposo, blastocitos estimulados con 20
PHA y células T transducidas con CAR estimuladas con MSTO MSLN+ (razón 2:1 de efector con respecto a diana)
(M28z, Mz y P28z como control negativo). Se estimularon las células durante 4 ó 18 h con el fin de comparar los dos 
puntos de tiempo a los que se evaluó la liberación de cromo en ensayos de citotoxicidad. Después de seleccionar 
acontecimientos de CD3+ y GFP+, se determinaron los acontecimientos positivos para granzima usando 
fluorescencia menos unas células teñidas. El control de isotipo de anticuerpo fue negativo para todas las cepas. A la 25
izquierda, transferencias puntuales FACS representativas para subconjuntos de células T tanto CD4+ como CD8+. A 
la derecha, gráficos de barras de un experimento representativo de un total de 3 experimentos totales realizados. (D)
Las células T-CAR M28z expresan una mayor cantidad de granzima B que las células T-CAR Mz. Se tiñeron las 
células como en (c) y se muestran histogramas representativos 18 h tras la estimulación con estimulación de MSTO
MSLN+.30

Las figuras 8A y 8B representan el efecto coestimulador de CD28 de célula T-CAR+ específica de mesotelina está 
predominantemente mediado por CD4+. (A) La secreción de citocinas mejorada en células T M28z está 
principalmente mediada por CD4+. Se realizaron ensayos de liberación de citocinas para células T M28z y Mz 
clasificadas para subpoblaciones CD4+, CD8 (tal como se describió previamente) o una población global no 
clasificada. Se cultivaron conjuntamente 5 x 104 células T-CAR+ con 5 x 103 células diana por pocillo por triplicado en 35
placas de fondo redondo de 96 pocillos a un volumen final de 200 �l por pocillo. Después de 20 h, se recogieron los 
sobrenadantes del cultivo conjunto y se realizaron ensayos de citocina usando un ensayo de detección de citocina 
humana múltiple para detectar IL-2, GM-CSF, TNF-� e IFN-� (Millipore Corp.). Los datos representan la media ± 
EEM de los niveles de citocina en tres pocillos por citocina. (B) Capacidad de expansión de células T profunda de
células T CD4+ M28z sin IL-2 exógena. Expansión de células T de subpoblaciones CD4+, CD8+ transducidas con 40
M28z o con Mz o una población global no clasificada de células T cultivadas conjuntamente cada 4 d con
monocapas tumorales de MSLN+ o MSLN-. Se calcularon los números absolutos de células T-CAR+ a los intervalos 
de tiempo indicados usando recuentos de hemocitómetro manuales corregidos por GFP+ en porcentaje 
determinados mediante citometría de flujo. Cada punto representa la media ± EEM de recuentos en tres pocillos.

Las figuras 9A y 9B representan células T-CAR CD4+ M28z que son eficaces cuando se administran solas in vivo y45
mediante eficacia mejorada cuando se comparan con células T-CAR CD8+ M28z. (A) Obtención de imágenes de 
bioluminiscencia in vivo realizada a la semana que sigue la carga tumoral de tumores MSTO MSLN+ GFP/Luc+
inoculados en la cavidad pleural de NSG ratones (tiempo de inoculación d 0). A los 18 d tras la infusión tumoral, los 
ratones recibieron o bien 3 X 105, 1 X 105 o bien 3 X 104 células T-CAR+ de M28z global (n=5), CD4+ o CD8+ M28z
clasificados (n=7). Se inyectó un número igual de células T que expresan el CAR P28z de direccionamiento a PSMA 50
humano en el grupo de control (n=4). Se muestran las intensidades de señal de BLI como fotones/segundo y
representan el promedio de señales ventrales y dorsales. (B) Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de
ratones tratados con células T descritas en (a). Se calcularon los valores de P mostrados usando pruebas 
estadísticas de rangos logarítmicos. A todas las dosis las células T-CAR+ CD4+ M28z son eficaces en comparación 
con células T-CAR+ CD8+. La eficacia antitumoral de células T-CAR+ CD4+ es comparable con la de células T-CAR+55
no clasificadas.

Las figuras 10A-E representan la persistencia funcional de células T redirigidas a mesotelina transferidas de manera 
adoptiva está mediada predominantemente por CD4+ y está aumentada por coestimulación de CD28. (A) Análisis de 
citometría de flujo multicolor de una suspensión de células individuales del bazo preparada a partir de un ratón NSG 
representativo (n=3) sacrificado 202 d después de que se administraran células T por vía intrapleural. 184 d después 60
de la erradicación del tumor intrapleural MSTO MSLN+ establecido mediante la infusión de 3 x 105 células T M28z
(datos no mostrados). Las subpoblaciones de células T M28z tras la selección para acontecimientos de CAR+

(CD3+GFP+) muestran una predominancia de células T CD4+. (B) BLI in vivo de ratones NSG reexpuestos a tumor 
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MSTO MSLN+ y MSTO-211H-MSLN. 87 d después de la erradicación del tumor pleural tras la administración de o 
bien 1 x 105 células T transducidas con M28z o con Mz; se inyectaron 1 x 106 MSLN+ o MSLN- MSTO células 
tumorales en la cavidad peritoneal de ratones. En los puntos de tiempo indicados, se monitorizaron células 
tumorales luc+ mediante obtención de imágenes de bioluminiscencia. Se obtuvieron imágenes de tres ratones NSG 
por grupo de tratamiento. Cada línea representa la media ± EEM de cada grupo de ratones mostrando cada punto el 5
recuento de fotones promedio medido a lo largo de todo el ratón tanto de manera ventral como dorsal. Dos semanas
tras la reexposición tumoral en ratones inyectados con tumor peritoneal MSTO MSLN+, tanto las células T-CAR+ Mz
como M28z inyectadas 87 días antes demostraron eficacia antitumoral. Las células T-CAR+ M28z fueron más 
eficaces en la reducción de carga tumoral en comparación con células T-CAR+ Mz. (C y D). Números absolutos de 
células T M28z o Mz acumulados en el bazo después de la reexposición tumoral. Los gráficos de barras mostrados 10
representan la media ± EEM de células T transducidas del bazo de ratones NSG reexpuestos con tumor o bien 
MSLN+ (n=6) o bien MSLN- (n=6) y sacrificados 16 d tras la reexposición tumoral. Solo los ratones reexpuestos 
tratados con células T M28z con MSTO-211H-MSLN+ mostraron una acumulación robusta de células T-CAR+ en el 
bazo. También se cuantificaron subpoblaciones de células T mediante citometría de flujo (véase la sección Métodos 
para detalles) y mostraron que la mayoría de las células T observadas en el grupo de M28z son células T CD4+. (E)15
Tratamiento de animales después de la inoculación tumoral.

Las figuras 11A y 11B representan infiltración tumoral/estromal de CD4+ y CD8+ en un microentorno tumoral rico en 
FoxP3 que se asocia con supervivencia prolongada. (A) Se asocia una alta infiltración de tumor de células T CD8+

con supervivencia prolongada incluso en presencia de FoxP3. Se incluyeron los pacientes diagnosticados con MPM 
epitelioide entre 1989 y 2009 en el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center. Para cada uno de los 162 pacientes20
con especímenes disponibles, se revisaron todos los portaobjetos con H&E (mediana 9, intervalo 1-43). Se 
seleccionaron bloques representativos para construir una micromatriz tisular (TMA) tomando 9 núcleos 
representativos (0,6 mm) de cada bloque tumoral del paciente y garantizando al menos 6 núcleos tumorales 
completos. Se cortaron secciones de cinco micrómetros de la TMA y se tiñeron mediante anticuerpos específicos
(CD8: anticuerpo monoclonal de ratón, Dako, dilución 1:200, FoxP3: anticuerpo monoclonal de ratón, Abcam,25
dilución 1:2.000). La clasificación de intensidad de CD8 y FoxP3 se llevó a cabo en distintas ocasiones por un 
patólogo que era ciego a los datos clínicos tal como sigue: para cada paciente, se definió la infiltración de células 
inmunitarias mediante una puntuación de 1 (promedio, de 1 a 1,67), 2 (promedio, de 1,67 a 2,33) o 3 (promedio, >
2,33). Para análisis estadístico, una puntuación de 1 se consideró baja, y 2 y 3 se consideraron altas. (B) Una alta 
infiltración estromal de células T CD4+ se asocia con supervivencia prolongada en presencia de FoxP3. Tal como se 30
describe en a. usando anticuerpo policlonal de cabra, R&D Systems a una dilución 1:100 para teñir células CD4+.

La figura 12 representa la distribución de puntuaciones de MSLN: cáncer de mama triple negativo (TNBC) frente a 
cáncer distinto de TNBC.

Las figuras 13A-F representan el perfil de supervivencia: MSLN+TNBC frente a NSLN-TNBC.

La figura 14 representa la medición de los niveles de péptido relacionado con MSLN soluble preoperatorios (SMRP) 35
en los sueros de pacientes con ADC de pulmón en estadio I.

Las figuras 15A-C representan el desarrollo de modelos de ratón.

La figura 16 representa la eficacia de M28z para reducir la carga tumoral en un modelo de ratón de metástasis de 
pulmón.

Las figuras 17A-D representan células T M28z en la destrucción por vecindad específica de antígeno de dianas de 40
baja expresión de MSLN en comparación con dianas de alta expresión de MSLN.

La figura 18 representa PD-L1- que expresa células MSTO-211H (mesotelioma pleural humano).

La figura 19 representa la estructura de MBBz.

Las figuras 20A-C representan que la coestimulación de CD28 y 4-1BB dirigida a MSLN mejoró la función de células 
T-CAR en presencia de proteínas inmunosupresoras secretadas por el tumor.45

Las figuras 21A-C representan que la coestimulación de CD28 y 4-1BB dirigida a MSLN mejoró la función de células 
T-CAR en presencia de proteínas inmunosupresoras secretadas por el tumor.

La figura 22 representa la citotoxicidad de M28-IL12 y M28z en células cancerosas MSLN+.

La figura 23 representa el impacto de IL-12 en la expresión de citocinas inducidas por M28z.

Las figuras 24A-E representan los CAR según el contenido dado a conocer actualmente. (A) Se muestra la 50
estructura de SFG-M28z. (BB se muestra la estructura de SFG-MBBz. (C) Se muestra la estructura de SFG-M28z-4-
1BBL. (D) Se muestra la estructura de SFG-4-1BBL-M28z. (E) Se muestra la estructura de SFG-M28z-IRES-Flexi-IL-
12 (donde IRES puede expresarse alternativamente bajo el control de un elemento de sensible a interferón o NFAT).

La figura 25 representa la estructura de SFG-M28z-EGFRt.
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La figura 26 representa el mapa de restricción de SFG-iC9-M28z.

Las figuras 27 A-C representan células T humanas que expresan niveles variables de M28z.

La figura 28 representa líneas de células dianas que expresan niveles variables de mesotelina humana.

Las figuras 29A y B representan la producción de citocinas de células T M28z+ contra células diana que expresan 
niveles variables de mesotelina humana.5

La figura 30 representa la citotoxicidad de células T M28z+ contra células diana que expresan niveles variables de
mesotelina humana.

Las figuras 31A-C representan la producción de citocinas y la citotoxicidad de células T M28z+ contra células diana 
que expresan niveles variables de mesotelina humana (MSLN). (A) células MSTO-211H que expresan diferentes 
niveles de MSLN. (B) Análisis de CTL en células MSTO-211H que expresan diferentes niveles de MSLN. (C)10
producción de citocinas en células MSTO-211H que expresan diferentes niveles de MSLN.

La figura 32 representa que el tratamiento previo con cisplatino promovió la eficacia de una célula T que expresa 
CAR específica de MSLN dada a conocer actualmente.

La figura 33 representa que la radioterapia promovió la eficacia de una célula T que expresa CAR específico de 
MSLN dada a conocer actualmente. Secreción de quimiocinas y citocinas in vitro (A) e in vivo (B) 72 h tras la 15
exposición a radioterapia hemitorácica (HTRT) en ratones con tumores torácicos.

La figura 34 representa que la radioterapia promovió la eficacia de una célula T que expresa CAR específica de 
MSLN dada a conocer actualmente en su totalidad. La radioterapia hemitorácica antes de la administración de 
células T-CAR+ aumentó la acumulación de células T tal como se monitoriza mediante BLI de células T, el análisis
de bazos recogidos (día 56, células T) mostró una mayor proporción de células T persistentes, en comparación con20
ratones que recibían células T solas.

Las figuras 35A-E representan que la administración regional de células T transducidas con MSLN-CAR da como 
resultado una eficacia antitumoral superior. (A) La función efectora específica de antígeno de células T transducidas 
con MSLN-CAR tal como se muestra mediante lisis de células diana que expresan MSLN, pero que no expresan 
PSMA medidas mediante ensayos de liberación de cromo. (B y D) BLI de tumores de ratones NOD/SCID/�cnull que 25
portan tumor pleural. Los ratones que portan tumores se trataron con o bien 1×105 (1×) o bien 3×106 (30×) células T 
M28z por vía intravenosa (E:D, 1:3000 o 100, respectivamente), en comparación con 1×105 (1×) o 3×105 (3×) 
células T M28z por vía intrapleural (E:D, 1:3000 o 1000, respectivamente). La muerte se representa por un asterisco 
(*). (C y E) El análisis de supervivencia de Kaplan-Meier demuestra una eficacia superior con administración 
intrapleural (línea de color azul continua), en comparación con la administración intravenosa (línea de color azul 30
discontinua). No se alcanzó la mediana de supervivencia para la administración intrapleural de M28z; la mediana de 
supervivencia para la administración intravenosa fue de 27 días (1×) y 86 días (30×). Los ratones de control tratados 
con P28z pleural (línea de color negro) tenían una mediana de supervivencia de 27 a 42 días (n=4-10 por grupo). Se 
analizaron las curvas de supervivencia con prueba de rangos logarítmicos. **P < 0,01; ***P< 0,001.

Las figuras 36A-E representan que las células T M28z+ administradas por vía intrapleural presentan proliferación 35
temprana y robusta de subconjuntos tanto de CD4+ como CD8+. (A) BLI de células T en serie en ratones que portan 
tumores. Las células T M28z+ administradas por vía intravenosa presentan acumulación retardada pero equivalente
en el tumor pleural progresivo. (B) Intensidades de señal promedio de luciferasa effLuc a partir de BLI de células T 
secuencial. Las células T administradas por vía intrapleural (líneas de color azul) presentan una acumulación más 
temprana y sostenida, con señal de células T máxima en el día 5. Las células T administradas por vía intravenosa 40
muestran acumulación retardada, con señal máxima en el día 7. (C) Las razones E:D reflejan la acumulación de 
células T M28z en paralelo con la carga tumoral a las 6 h y los días 1, 3, y 7, confirmando los hallazgos de BLI de 
células T. La administración intravenosa muestra acumulación de células T retardada, menores razones E:D e
infiltración de células T CD8+ reducida. (D) El análisis mediante FACS en el día 7 presenta una acumulación igual de
subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ dentro del tumor y bazo después de la administración intrapleural, en 45
comparación con acumulación tumoral reducida de células T CD8+ e igual distribución de células T CD4+ y CD8+ en 
el bazo después de la administración intravenosa. (E) Se observó una disminución en la expresión de CD62L en 
células T tanto CD4+ como CD8+ tras la administración intrapleural. Las barras de error representan ± EEM. *P
<0,05, **P < 0,01, ***P <0,001 mediante la prueba de la t de Student.

Las figuras 37A-C representan que las células T M28z+ administradas por vía intrapleural presentan un tráfico y 50
acumulación sistémicos eficientes en tumor extrapleural de una manera específica de antígeno. (A) BLI de células T 
y tumores en serie con obtención de imágenes de luciferasa dual, lo que demuestra tráfico sistémico y acumulación 
de tumor extrapleural. Los ratones con tumor ffluc+ MSLN+ establecido en el costado derecho y la cavidad pleural y
tumor MSLN- en el costado izquierdo recibieron células T M28z luciferasa+ de Gaussia por vía intrapleural. Un ratón 
representativo con tumor en los costados y la cavidad pleural antes de la administración de células T (izquierda). La 55
BLI de células T 15 días después de la administración de células T (medio) demuestra células T residuales en la 
cavidad pleural y acumulación en el tumor en el costado derecho MSLN+ (medio). Un día después, la BLI de 
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tumores muestra una carga reducida en el tumor en el costado izquierdo MSLN+, en comparación con el tumor en el 
costado izquierdo MSLN- (derecha). (B y C) Las células T M28z+ administradas por vía intrapleural muestran 
acumulación temprana y robusta en tumor intraperitoneal MSLN+, en comparación con células T administradas por 
vía intravenosa. (C) La cuantificación del aumento en veces de la intensidad de señal de la cavidad peritoneal en
ratones que portan tumores presenta acumulación de células T mejorada con administración intrapleural, en 5
comparación con administración intravenosa (n=3 por grupo, las barras de error representan ± EEM).

Las figuras 38A y 38B representan que las células T administradas por vía intrapleural M28z erradican el tumor 
pleural y establecen persistencia predominante de CD4+ a largo plazo. (A) La coestimulación de CD28 facilita la 
erradicación del tumor tras una única dosis de células T. En total, 1×105 células T-CAR+ Mz, M28z o P28z (control 
negativo) se administraron por vía intrapleural en ratones que portan tumores establecidos. (Izquierda) Carga 10
tumoral. (Derecha) Curva de supervivencia de Kaplan-Meier. La mediana de supervivencia de los grupos Mz y M28z
(al menos 9 ratones por grupo) fue de 63 días y la mediana de supervivencia no alcanzada, respectivamente. Se 
analizó la curva de supervivencia mediante prueba de rangos logarítmicos. **P<0,01. (B) La coestimulación de CD28
mejora la persistencia de células T-CAR+. Recuentos absolutos de células T-CAR+ (por ml de sangre periférica) a 
los 50 días después de la administración intrapleural de 3×106 células T-CAR+. Las barras de error representan ± 15
EEM, *P < 0,05 mediante la prueba de la t de Student.

La figura 39 representa BLI de tumores de ratones reexpuestos con tumor MSLN+ y MSLN-. Ochenta y siete días
después de la erradicación del tumor pleural, tras la administración de una única dosis de 3×105 células T M28z o 
Mz, se inyectaron 1×106 MSLN+ o MSLN- células tumorales en la cavidad peritoneal. Tras la reexposición al tumor,
las células T Mz impiden el crecimiento tumoral, mientras que las células T M28z promueven la regresión tumoral.20

Las figuras 40A-F representan que las células T CD4+ M28z aumentan la acumulación de CD8+ que está mejorada 
con la preactivación. (A-C) Se sometieron a ensayo células T CD4+ y CD8+ clasificadas con perlas o M28z y Mz no 
clasificadas. Las células T M28z CD4+ muestran una (A) mayor secreción de citocinas (desde 4 hasta 14 veces;
***P<0,001 mediante la prueba de la t de Student) y (B) expansión profunda de células T sin IL-2 exógena. (C) La 
activación de CD4+ M28z facilita una acumulación robusta de células T CD8+ M28z tras la estimulación de antígeno 25
repetida in vitro. (D) La activación de CD4+ M28z activada por antígeno facilita la acumulación robusta de células T 
CD8+ M28z in vivo. Se administraron por vía intrapleural células T CD8+ effLuc M28z aisladas a ratones que portan 
tumores pleurales MSLN+ con o bien células T CD4+ M28z (n=6) o bien CD4+ transducidas con control T (n=6) y se 
obtuvieron imágenes en serie. Un ratón representativo (n=6 por grupo; izquierda) presenta acumulación aumentada 
de células T CD8+ M28z en presencia de CD4+ M28z. (E) La acumulación promedio de células T-CAR+ CD8+ se 30
calculó en los intervalos indicados (los valores de P tal como se muestran que calculan un aumento en veces de 
desde 16 hasta 72 horas, n=6 por grupo). (F) La preactivación de M28z CD4+ mejora la proliferación de CD8+, en 
comparación con la activación simultánea de CD4+. Se cultivaron conjuntamente células T CD8+ Mz o M28z
clasificadas con perlas con o bien células T CD4+ Mz o M28z correspondientes o células T CD4+ preactivadas 
(activadas en células tumorales MSLN+ 24 h antes del ensayo). La preactivación de M28z CD4+ mejora la 35
acumulación de CD8+ en mayor medida que la estimulación simultánea de CD8+ y CD4+.

Las figuras 41A-E representan que las células T-CAR+ CD4+ MSLN demuestran una función citolítica eficaz que es 
dependiente de granzima/perforina. (A) Las células T CD4+ M28z muestran una citotoxicidad retardada pero similar 
que las células T CD8+ M28z. (B) La coestimulación de CD28 mejora la citotoxicidad mediada por CD4+. (C) Los 
sobrenadantes ricos en citocina obtenidos a partir de células T-CAR+ CD4+ M28z estimuladas mejoran la 40
citotoxicidad de células T tanto CD8M28z como CD4M28z. (D) La función lítica de células T-CAR depende de la 
liberación de gránulos citotóxicos. Se cultivaron conjuntamente células T globales, CD4 o CD8 M28z y Mz durante 
18 h en presencia o ausencia del agente quelante ácido tetraacético de etilenglicol (EGTA). (A-D) Citotoxicidad de
células T CD4+ o CD8+ Mz y M28z purificadas con perlas. (E, izquierda) Las células T-CAR CD4+ expresan 
granzima B, pero con cinética retardada, en comparación con células T-CAR CD8+. Se realizó análisis mediante 45
FACS intracelular para granzimas B en PBMC en reposo, blastocitos estimulados con PHA y células T M28z, Mz y 
P28z estimuladas con MSLN+ durante 4 ó 18 h. (E, derecha) La coestimulación de CD28 mejora la expresión de
granzima B. Los histogramas muestran expresión a las 18 h después de la estimulación de MSLN+. Las barras de 
error representan ± EEM, *P < 0,05 mediante la prueba de la t de Student.

Las figuras 42A-C representan que las células T-CAR CD4+ M28z administradas por vía intrapleural son eficaces 50
cuando se administran solas in vivo; median eficacia mejorada, en comparación con células T CD8+ M28z; y
establecen persistencia funcional a largo plazo. (A) BLI de seguimiento de la progresión de la carga tumoral.
Dieciocho días después de la inyección del tumor, los ratones recibieron o bien 3×105 (3x), 1×105 (1x) o bien 3×104

(0,3x) células T-CAR+ de M28z global (n=5), CD4+, CD8+ M28z clasificados con perlas (n=7) o P28z (n=4). (B)
Curva de supervivencia de Kaplan-Meiers. A todas las dosis, las células T-CAR+ CD4+ M28z fueron eficaces, en 55
comparación con células T-CAR+ CD8+. La eficacia antitumoral de células T-CAR+ CD4+ fue comparable con la de
células T-CAR+ no clasificadas. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 mediante la prueba de la t de Student. Se 
proporcionan datos sin procesar y valores de P en los Materiales complementarios. (C) BLI de tumores de ratones 
reexpuestos con tumor. A los 196 días después de la administración intrapleural de una única dosis de 3×105 (3x)
células T M28z no clasificadas (globales) o M28z clasificadas con CD4+, se inyectaron 1×106 células tumorales 60
MSLN+ en la cavidad peritoneal. Las células T CD4+ M28z persistentes evitaron el crecimiento tumoral.
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Las figuras 43A y 43B representan que las células T-CAR dirigidas a mesotelina demuestran función efectora 
específica de antígeno. (B) El análisis mediante FACS de líneas de células tumorales usadas para el análisis in vitro
de la función efectora de células T-CAR. (C) Las células T-CAR M28z secretaron una cantidad de 2 a 5 veces mayor 
de las citocinas Th1.

La figura 44 representa análisis mediante FACS intracelular para granzimas A y B, que se realizó en PBMC en 5
reposo, blastocitos estimulados con PHA y células T-CAR M28z estimuladas con MSLN+, mostradas en este caso 
tras un cultivo conjunto de 18 h.

Las figuras 45A y 45B representan que la función citolítica de células T-CAR es proporcional al nivel de expresión de 
antígeno diana. (A) Expresión de mesotelina superficial por células tumorales de mesotelioma MSTO-211H 
transducidas con un nivel de mesotelina o bien bajo (gris) o bien alto (negro). La tinción de isotipo se incluye como 10
referencia. (B) Función citolítica de células T-CAR M28z medida mediante la liberación de cromo tras un cultivo 
conjunto de 18 h de células T y dianas o bien bajas o bien altas de mesotelina a las razones indicadas de efector 
con respecto a diana.

Las figuras 46A y 46B representan la estrategia de selección para citometría de flujo. (A) Para análisis in vitro e in 
vivo usando células T-CAR CD4 y CD8 clasificadas, se clasificaron todas las muestras para que tuvieran >95% de 15
pureza. (B) Se realizó análisis de fenotipo de células T con controles no transducidos apropiados (para determinar 
puerta positiva para CAR) y con controles de isotipo para establecer las puertas para CD62L y CD45RA.

Las figuras 47A-E representan receptores de antígeno quimérico (CAR) con coestimulación de CD29 o 4-1BB 
presentan secreción y proliferación de citocinas efectoras equivalentes in vitro tras la estimulación de antígeno 
inicial. (A) CAR de primera y segunda generación. (B) Los CAR dirigidos a mesotelina (MSLN) contienen el 20
endodominio CD3� o bien solo (Mz, CAR de primera generación) o bien en combinación con el dominio 
coestimulador de CD28 (M28z) o 4-1BB (MBBz) (CAR de segunda generación). Un CAR dirigido a antígeno de 
membrana específico de próstata (PSMA) con coestimulación de CD28 (P28z) así como dianas que expresan PSMA 
(PSMA+) se incluyen en experimentos como controles negativos. CYT, dominio citoplasmático; LS, secuencia líder;
LTR, repetición terminal larga; SA, aceptor de corte y empalme; SD, donador de corte y empalme; TM,25
transmembrana. (C-E) Funciones efectoras específicas de antígeno de células T transducidas con CAR. (C) Lisis de
dianas que expresan MSLN (MSLN+), pero no dianas PSMA+, tal como se mide mediante ensayos de liberación de 
cromo. (D) Las coestimulaciones de 4-1BB y CD28 mejoran la secreción de citocinas, tal como se evalúa mediante 
ensayo Luminex, después del cultivo conjunto de células T-CAR con células MSLN+. (E) Los CAR M28z y MBBz
facilitan la acumulación robusta de células T después de la estimulación con células MSLN+. Los datos representan 30
la media ± EEM (C, E) de tres réplicas o se representan gráficamente como puntos individuales (D). ***P<0,001, que 
compara células T-CAR coestimuladas (M28z o MBBz) con el receptor de primera generación (Mz), mediante la 
prueba de la t de Student; se determinó la significación usando la corrección de Bonferroni para múltiples 
comparaciones.

Las figuras 48A-C representan que los ratones tratados con células T-CAR M28z y MBBz demuestran erradicación 35
del tumor a una dosis mayor mientras que el tratamiento con dosis menores da como resultado una mayor tasa de
recidiva tumoral con M28z. (A) Se usó obtención de imágenes de bioluminiscencia (BLI) in vivo para monitorizar la 
carga tumoral (luciferasa de luciérnaga+ MSLN+) en ratones NOD/SCID/�c

null. Los ratones con tumor pleural 
establecido se trataron con una única dosis de 1e5 (E:D 1:3.000), 8e4 (E:D1:3.750) o 5e4 (E:D 1:6.000) células T-
CAR M28z o MBBz. El símbolo (†) indica la muerte de un ratón. Se combinan dos experimentos similares con el 40
mismo donador para la ilustración. (B) Los ratones se trataron con 4e4 células T-CAR (E:D 1:7.500). Se incluyen el 
CAR Mz de 1ª generación y control negativo P28z. (C) Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier que compara la 
eficacia de administración intrapleural in vivo de 4e4 células T-CAR Mz (n=13, color rojo), M28z (n=15, color azul),
MBBz (n=8, color verde) y P28z (n=3, color negro). Mediana de supervivencia en días tras la administración de 
células T. Se analizó la curva de supervivencia usando la prueba de rangos logarítmicos. *P<0,05; **P<0,01.45

Las figuras 49A-C representan que los ratones tratados con M28z y MBBz demuestran una acumulación de células 
T-CAR temprana y a largo plazo similar, y ratones tratados con M28z con tumores progresivos contienen células T-
CAR persistentes. (A) La coestimulación de CD28 y 4-1BB mejora la acumulación de células T-CAR intratumoral en 
partes iguales. Los paneles de la izquierda muestran los resultados de BLI de tumores después después de la 
administración de una única dosis 8e4 de células T-CAR. Después de 6 días, se recogieron células T del tumor; x50
denota ratones cuyos recuentos de células T se representan como puntos de tiempo. El panel de la derecha muestra
células T-CAR absolutas por gramo de tejido tumoral (*P<0,05). Se realizaron pruebas de la t de Student y se 
determinó la significación estadística usando la corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones. (B) La 
coestimulación de CD28 y 4-1BB mejora la persistencia de células T-CAR, tal como se mide en el bazo, en partes 
iguales. Se muestran células T-CAR absolutas por bazo 73 días después de la administración intrapleural de células 55
T-CAR (8e4). Los paneles de la izquierda muestran los resultados de BLI de tumores; x denota ratones cuyos 
recuentos de células T se representan como puntos de tiempo (*P<0,05). Se realizaron pruebas de la t de Student y
se determinó la significación estadística usando la corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones. (C) Los 
ratones tratados con una dosis baja de células T M28z (4e4) presentan recaída tumoral con células T-CAR 
persistentes en el bazo y tumor. El panel de la izquierda muestra los resultados de BLI de tumores. Se recogieron el 60
bazo y el tumor de ratones denotados por una x y se usaron para análisis mediante FACS (panel central) y
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cuantificación de células T (panel de la derecha).

Las figuras 50A-D representan que las células T-CAR se agotan tras la exposición a antígeno in vivo, aunque las 
células T-CAR MBBz conservan preferentemente la secreción de citocinas efectoras y citotoxicidad. (A) Seis días
después de la administración intrapleural de células T-CAR, se aislaron células T-CAR M28z y MBBz del tumor y
bazo y se sometieron a estimulación de antígeno ex vivo. (B) Ensayo de liberación de cromo tras la estimulación ex5
vivo demuestra una disminución en M28z pero función citolítica MBBz persistente (razón E:D 1:5) (C) Las 
mediciones de la secreción de citocinas demuestran disminuciones en la secreción de citocinas efectoras por células 
T-CAR, aunque las células T-CAR MBBz pueden conservar mejor la secreción. (D) Las mediciones de RT-PCR de la 
expresión de GzB, IFN-� e IL-2 por células T-CAR recogidas se correlacionan bien con las mediciones del nivel de 
proteínas en los paneles (A) y (B). Los datos representan el cambio en veces en relación con la expresión de ARNm 10
de célula T_CAR M28z no estimulada in vitro. Los datos representan la media ± EEM de tres pocillos individuales 
por condición. Se realizaron pruebas de la t de Student, y se determinó la significación estadística usando la 
corrección de Bonferroni para múltiples comparaciones (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). Los resultados se 
reproducen en dos cohortes diferentes de ratones usados para cada uno de los dos experimentos.

Las figuras 51A-E representan que las células T-CAR se agotan tras la estimulación de antígeno repetida in vitro,15
aunque las células T-CAR MBBz conservan preferentemente la secreción de citocinas efectoras y citotoxicidad in 
vitro y tras la reexposición tumoral in vivo. (A) Tanto las células T-CAR M28z con MBBz conservan capacidad 
proliferativa in vitro tras la estimulación de antígeno repetida. También se sometieron a prueba las células T para 
determinar la citotoxicidad mediante ensayo de liberación de cromo y para determinar la secreción de citocinas
mediante ensayo Luminex (B-D). (B) (Izquierda) Las células T-CAR demuestran una destrucción igual en la primera 20
estimulación y pérdida de función citolítica tras la estimulación de antígeno repetida, aunque las células T-CAR 
MBBz pueden conservar mejor la función citolítica tal como se mide mediante ensayo de liberación de cromo. (C) La 
liberación de gránulos citotóxicos tal como se mide mediante la expresión de CD107a (se muestra en la tercera
estimulación) se correlaciona con el ensayo de liberación de cromo (B). Los datos representan la media ± DE 
(triplicados) del cambio en veces en relación con la IFM de CD107a de células T-CAR no estimuladas. (D) Las 25
mediciones de secreción de citocinas demuestran de manera similar pérdida de función efectora de células T-CAR 
tras el encuentro repetido con el antígeno; de nuevo, las células T-CAR MBBz pueden conservar mejor su función.
(E) Aunque igualmente persistentes, las células T-CAR MBBz demuestran una persistencia funcional superior.
Veintiocho días después de la erradicación del tumor pleural (tras una única dosis de 1e5 células T-CAR), se 
inyectaron 1e6 células tumorales MSLN+ en la cavidad pleural (reexposición tumoral). Las células T-CAR MBBz 30
evitaron el crecimiento tumoral en todos los ratones, mientras que se observaron crecimiento y muerte tumoral en 2
de 4 ratones inicialmente tratados con células T-CAR M28z. se realizaron pruebas de la t de Student y se determinó 
la significación estadística usando la corrección de Bonferroni (*P<0,05; ***P<0,001). Los datos representan la media 
± EEM de tres réplicas o se representan gráficamente como puntos individuales.

Las figuras 52A-F representan que el receptor PD-1 y sus ligandos se regulan por incremento in vivo. (A) Las células 35
T-CAR M28z y MBBz que infiltran el tumor expresan receptores inhibidores 6 días después de su administración,
pero las células T-CAR MBBz expresan niveles mejores de PD-1. (B) La intensidad de fluorescencia media (FM, 
mean fluorescence intensity) de la expresión del receptor PD-1 de células T-CAR que infiltran el tumor (TIL) 6 días
después de la administración intrapleural. (C) Expresión relativa de ARNm de PD-1 en subconjuntos de células T-
CAR CD4 y CD8 que infiltran el tumor 6 días después de la administración intrapleural. Los datos se representan en40
cambios en veces en relación con el ARNm de expresión de PD-1 de células T M28z no estimuladas. (D) Las células 
T-CAR que infiltran el tumor M28z aisladas de tumores progresivos expresan los receptores inhibidores PD-1, Tim-3
y Lag-3. (E) Las suspensiones de tumor de células individuales recogidas de ratones tratados con células T-CAR 
M28z expresan altos niveles de ligandos de unión a PD-1. (F) Las células tumorales de mesotelioma cultivadas in 
vitro expresan los ligandos (PD-L1, PD-L2) para el receptor PD-1, y la expresión se regula por incremento 45
adicionalmente tras incubación durante 24 h con IFN-� y TNF-�.

Las figuras 53A-D representan que PD-L1 inhibe la función efectora de células T-CAR. (A) Los fibroblastos 3T3 se 
transdujeron para expresar o bien mesotelina sola (MSLN+, izquierda) o bien coexpresar MSLN además de PD-L1
(MSLN+ PD-L1+, derecha). (B-D) Se evaluaron las funciones efectoras de células T-CAR M28z y MBBz después de 
la estimulación con dianas 3T3 MSLN+ o MSLN+ PD-L1+. PD-L1 inhibe la acumulación de células T-CAR M28z y50
MBBz tras la estimulación de antígeno repetida (B), función citolítica tras dos estimulaciones con células tumorales 
MSLN+ PD-L1+ (C), y secreción de citocinas efectoras Th1 tras la primera estimulación (D). Los datos representan 
la media ± EEM de tres réplicas o se representan gráficamente como puntos individuales.

La figura 54 representa la transducción retroviral eficaz de células T humanas para expresar CAR Mz, M28z y MBBz.
(Parte superior) Se muestra análisis mediante FACS representativo 4 días después de la transferencia génica. Se 55
usó fluorescencia menos una tinción para establecer puertas positivas después de que una tinción de células 
vivas/muertas excluyera células no viables. Todos los experimentos usaron células T con del 50% al 70% de 
eficiencia de transducción de CAR; los porcentajes de transducción entre grupos de células T dentro del 5% entre sí.
(Parte inferior) Ambos subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ se transdujeron de manera eficaz. Se muestran los 
porcentajes de CD4+ y CD8+ después de seleccionar células T-CAR.60

La figura 55 representa que las células T-CAR MBBz expresan un fenotipo menos agotado, más potente en 
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comparación con células T-CAR M28z. Se expandieron células T coestimuladas con 4-1BB y CD28 con estimulación 
de antígeno repetida, y se extrajo ARNm y se sometió a análisis de RT-PCR 20 h después de la tercera 
estimulación. Los datos se representan en cambios en veces en relación con la expresión de ARNm de células T 
CD4+ no transducidas. Las células T-CAR MBBz expresan mayores niveles de EOMES (eomesodermina) y TBX21
(T-bet), y niveles menores de PDCD1 (PD-1) y FOXP3 (Foxp3). Todas las comparaciones fueron significativas a 5
P<0,001. Los resultados fueron similares similar en 3 experimentos diferentes usando diferentes donadores.

La figura 56 representa que las células T-CAR M28z y MBBz coexpresan PD-1 junto con otros receptores 
inhibidores. Las células T-CAR M28z y MBBz que infiltran el tumor se recogieron 6 días tras la administración 
intrapleural a ratones que portan tumores pleurales. Las células se tiñeron conjuntamente con anticuerpos para PD-1
y o bien Lag-3 (izquierda) o bien Tim-3 (derecha) y se analizaron mediante citometría de flujo. Se usaron controles 10
de tinción de isotipo (parte superior) para establecer puertas positivas.

La figura 57 representa la expresión de MSLN en diversas células cancerosas y normales.

La figura 58 representa la cuantificación de moléculas de MSLN por célula en diversas células cancerosas y 
normales.

La figura 59 representa el nivel de expresión de MSLN de ARNm en diversas células cancerosas y normales.15

La figura 60 representa la citotoxicidad de células T-CAR M28z en diversas células cancerosas y normales.

La figura 61 representa la acumulación de células T-CAR después de la estimulación repetida de antígeno en 
presencia de IL-2 exógena.

La figura 62 representa la acumulación de células T-CAR después de la estimulación repetida de antígeno en 
ausencia de IL-2 exógena.20

Las figuras 63A-C representan la eficacia in vivo de células T-CAR M28z en un modelo de cáncer de pulmón. (A)
Diseño del estudio. (B) Análisis de crecimiento tumoral mediante bioluminiscencia (BLI). (C) Análisis de 
supervivencia.

Las figuras 64A-D representan la acumulación in vivo de células T-CAR M28z en un modelo de cáncer de pulmón.
(A) Diseño del estudio. (B-D) Análisis de acumulación de células T mediante BLI.25

Descripción detallada de la invención

El contenido dado a conocer actualmente proporciona en general receptores de antígeno quimérico dirigidos a 
mesotelina (CAR). En un ejemplo no limitativo, el CAR comprende un dominio de unión a antígeno extracelular, un 
dominio transmembrana y un dominio intracelular, donde el dominio de unión a antígeno extracelular se une 
específicamente a mesotelina humana con una afinidad de unión (Kd) de desde aproximadamente 1 nM hasta 30
aproximadamente 25 nM. El contenido dado a conocer actualmente también proporciona células inmunorreactivas 
(por ejemplo, célula T, un linfocito citolítico natural (NK), un linfocito T citotóxico (CTL), una célula T reguladora, una 
célula madre embrionaria humana y una célula madre pluripotente de la cual pueden diferenciarse células linfoides)
que expresan los CAR dirigidos a mesotelina, y métodos de uso de tales células inmunorreactivas para tratar
neoplasia y otras patologías. Las células malignas han desarrollado una serie de mecanismos para protegerse del 35
reconocimiento y eliminación inmunitarios. El presente enfoque proporciona inmunogenicidad dentro del 
microentorno tumoral para la erradicación del tumor, y representa un avance significativo con respecto a la terapia 
de células T adoptiva convencional.

I. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen 40
el significado que entiende comúnmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invención. Las siguientes 
referencias proporcionan a un experto una definición general de muchos de los términos usados en esta invención:
Singleton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology (2ª ed. 1994); The Cambridge Dictionary of Science
and Technology (Walquer ed., 1988); The Glossary of Genetics, 5ª ed., R. Rieger et al. (eds.), Springer Verlag
(1991); y Hale & Marham, The Harper Collins Dictionary of Biology (1991). Tal como se usa en el presente 45
documento, los siguientes términos tienen los significados que se les atribuyen a continuación, a menos que se 
especifique lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” o “sobre” significa dentro de un intervalo 
de error aceptable para el valor particular tal como determina un experto habitual en la técnica, que dependerá en 
parte de cómo se mide o determina el valor, es decir, las limitaciones del sistema de medición. Por ejemplo,50
“aproximadamente” puede significar dentro de 3 o más de 3 desviaciones estándar, según la práctica en la técnica.
De manera alternativa, “aproximadamente” puede significar un intervalo de hasta el 20%, preferiblemente hasta el 
10%, más preferiblemente hasta el 5%, y más preferiblemente todavía hasta el 1% de un valor dado. De manera 
alternativa, particularmente con respecto a sistemas o procesos biológicos, el término puede significar dentro de un 
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orden de magnitud, preferiblemente dentro de 5 veces, y más preferiblemente dentro de 2 veces, de un valor.

Tal como se usa en el presente documento, el término “población celular” se refiere a un grupo de al menos dos
células que expresan fenotipos similares o diferentes. En ejemplos no limitativos, una población celular puede incluir 
al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al menos
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 500, al menos5
aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos
aproximadamente 900, al menos aproximadamente 1000 células que expresan fenotipos similares o diferentes.

Tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” significa no sólo moléculas de anticuerpo 
intactas, sino también fragmentos de moléculas de anticuerpo que conservan la capacidad de unión a inmunógeno.
Tales fragmentos también se conocen en la técnica y se emplean regularmente tanto in vitro como in vivo. Por 10
consiguiente, tal como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” significa no sólo moléculas de 
inmunoglobulina intactas sino también fragmentos activos bien conocidos F(ab’)2 y Fab. Los fragmentos F(ab’)2 y
Fab que carecen del fragmento Fe de anticuerpo intacto, se someten a aclaramiento más rápidamente de la 
circulación, y pueden tener una unión tisular menos específica de un anticuerpo intacto (Wahl et al., J. Nucl. Med. 
24: 316-325 (1983). Los anticuerpos de la invención comprenden anticuerpos nativos completos, anticuerpos 15
biespecíficos; anticuerpos quiméricos; Fab, Fab’, fragmentos de la región V de cadena sencilla (scFv), polipéptidos 
de fusión y anticuerpos no convencionales.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento variable de cadena sencilla” o “scFv” es una 
proteína de fusión de las regiones variables de las cadenas pesada (VH) y ligera (VL) de una inmunoglobulina (por 
ejemplo, de ratón o humana) ligadas de manera covalente para formar un heterodímero VH::VL. Las cadenas pesada 20
(VH) y ligera (VL) se unen o bien directamente o bien se unen por un ligador que codifica para el péptido (por 
ejemplo, 10, 15, 20, 25 aminoácidos), que conecta el extremo N-terminal de la VH con el extremo C-terminal de la VL,
o el extremo C-terminal de la VH con el extremo N-terminal de la VL. El ligador es habitualmente rico en glicina para 
la flexibilidad, así como serina o treonina para la solubilidad. El ligador puede ligar la región variable de cadena 
pesada y la región variable de cadena ligera del dominio de unión a antígeno extracelular. En un ejemplo no 25
limitativo, el ligador comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:17 tal como se 
proporciona a continuación.

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 17 se 
expone en SEQ ID NO: 18, que se proporciona a continuación:30

En otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos f SEQ ID NO:17 se 
expone en SEQ ID NO: 19, que se proporciona a continuación.

A pesar de la retirada de las regiones constantes y la introducción de un ligador, las proteínas de scFv conservan la 35
especificidad de la inmunoglobulina original. Los anticuerpos del polipéptido Fv de cadena sencilla pueden 
expresarse a partir de un ácido nucleico que comprende las secuencias que codifican para VH y VL tal como 
describen Huston, et al. (Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 85:5879-5883, 1988). Véanse también las patentes 
estadounidenses n.os 5.091.513, 5.132.405 y 4.956.778; y la publicación de patente estadounidense n.os 

20050196754 y 20050196754. Se han descrito scFv antagonistas que tienen actividad inhibidora (véase, por 40
ejemplo, Zhao et al., Hyrbidoma (Larchmt) 2008 27(6):455-51; Peter et al., J Cachexia Sarcopenia Muscle 2012
August 12; Shieh et al., J Imunol2009 183(4):2277-85; Giomarelli et al., Thromb Haemost 2007 97(6):955-63; Fife
eta., J Clin Invst 2006 116(8):2252-61; Brocks et al., Immunotechnology 1997 3(3):173-84; Moosmayer et al., Ther
Immunol 1995 2(10:31-40). Se han descrito scFv agonistas que tienen actividad estimuladora (véase, por ejemplo,
Peter et al., J Bioi Chern 2003 25278(38):36740-7; Xie et al., Nat Biotech 1997 15(8):768-71; Ledbetter et al., Crit45
Rev Immuno11997 17(5-6):427-55; Ho et al., BioChim Biophys Acta 2003 1638(3):257-66).

Tal como se usa en el presente documento, “F(ab)” se refiere a un fragmento de una estructura de anticuerpo que se 
une a un antígeno pero es monovalente y no tiene una porción de Fc, por ejemplo, un anticuerpo digerido por la 
enzima papaína produce dos fragmentos F(ab) y un fragmento Fc (por ejemplo, una región constante de cadena 
pesada (H); la región de Fc que no se une a un antígeno).50

Tal como se usa en el presente documento, “F(ab’)2” se refiere a un fragmento de anticuerpo generado mediante 
digestión con pepsina de anticuerpos IgG completos, en el que este fragmento tiene dos regiones (bivalentes) de 
unión a antígeno (ab’), en el que cada región de (ab’) comprende dos cadenas de aminoácidos distintas, una parte
de una cadena H y una cadena ligera (L) ligada por un enlace S-S para la unión a un antígeno y en el que las 
porciones de cadena H restantes se ligan entre sí. Un fragmento “F(ab’)2” puede dividirse en dos fragmentos Fab’55
individuales.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a cualquier elemento genético, tal como un 
plásmido, fago, transposón, cósmido, cromosoma, virus, virión, etc., que puede realizar replicación cuando se asocia 
con los elementos de control apropiados y que puede transferir secuencias de genes en las células. Por tanto, el 
término incluye vehículos de clonación y expresión, así como vectores virales y vectores plasmídicos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector de expresión” se refiere a una secuencia 5
recombinante de ácido nucleico, es decir molécula de ADN recombinante, que contiene una secuencia codificante 
deseada y secuencias de ácido nucleico apropiadas necesarias para la expresión de la secuencia codificante ligada 
de manera operativa en un organismo huésped particular. Las secuencias de ácido nucleico necesarias para 
expresión en procariotas habitualmente incluyen un promotor, un operador (opcional) y un sitio de unión a ribosoma,
a menudo junto con otras secuencias. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, agentes de mejora y 10
señales de terminación y poliadenilación.

Tal como se usa en el presente documento, el término “afinidad” quiere decir una medida de la fuerza de unión. Sin 
limitarse a la teoría, la afinidad depende de la cercanía del ajuste estereoquímico entre los sitios de combinación de 
anticuerpos y los determinantes del antígeno, del tamaño del área de contacto entre ellos y de la distribución de los 
grupos cargados e hidrófobos. La afinidad también incluye el término “avidez”, que se refiere a la fuerza del enlace 15
antígeno-anticuerpo después de la formación de complejos reversibles. Los métodos para calcular la afinidad de un 
anticuerpo por un antígeno se conocen en la técnica, comprendiendo el uso de experimentos de unión para calcular 
la afinidad. La actividad de anticuerpos en ensayos funcionales (por ejemplo, ensayo de citometría de flujo) también 
refleja la afinidad del anticuerpo. Los anticuerpos y las afinidades pueden caracterizarse fenotípicamente y 
compararse usando ensayos funcionales (por ejemplo, ensayo de citometría de flujo).20

Las moléculas de ácido nucleico útiles en los métodos de la invención incluyen cualquier molécula de ácido nucleico 
que codifique un polipéptido de la invención o un fragmento del mismo. Tales moléculas de ácido nucleico no 
necesitan ser el 100% idénticas a una secuencia de ácido nucleico endógeno, pero normalmente presentarán una 
identidad sustancial. Los polinucleótidos que tienen “identidad sustancial” con una secuencia endógena pueden 
normalmente hibridarse con al menos una cadena de una molécula de ácido nucleico bicatenario. Por “hibridar”25
quiere decirse un par para formar una molécula bicatenaria entre secuencias polinucleotídicas complementarias (por 
ejemplo, un gen descrito en el presente documento), o porciones de las mismas, en diversas condiciones de 
rigurosidad. (Véase, por ejemplo, Wahl, G. M. y S. L. Berger (1987) Methods Enzymol. 152:399; Kimmel, A. R. 
(1987) Methods Enzymol. 152:507).

Por ejemplo, una concentración de sal rigurosa será comúnmente de menos de aproximadamente NaCl 750 mM y30
citrato de trisodio 75 mM, preferiblemente menos de aproximadamente NaCl 500 mM y citrato de trisodio 500 mM, y
más preferiblemente menos de aproximadamente NaCl 250 mM y citrato de trisodio 25 mM. Puede obtenerse 
hibridación de baja rigurosidad en ausencia de disolvente orgánico, por ejemplo, formamida, mientras que puede 
obtenerse hibridación de alta rigurosidad en presencia de al menos aproximadamente formamida al 35%, y más
preferiblemente al menos aproximadamente formamida al 50%. Las condiciones de temperatura rigurosa incluirán 35
comúnmente temperaturas de al menos aproximadamente 30ºC, más preferiblemente de al menos
aproximadamente 37ºC, y lo más preferiblemente de al menos aproximadamente 42ºC. Los expertos en la técnica 
conocen bien parámetros adicionales variables, tales como tiempo de hibridación, la concentración de detergente,
por ejemplo, dodecilsulfato de sodio (SDS), y la inclusión o exclusión de ADN portador. Se logran diversos niveles de
rigurosidad combinando estas diversas condiciones según sea necesario. En una realización preferida, la hibridación 40
se producirá a 30ºC en NaCl 750 mM, citrato de trisodio 75 mM y SDS al 1%. En una realización más preferida, la 
hibridación se producirá a 37ºC en NaCl 500 mM, citrato de trisodio 50 mM, SDS al 1%, formamida al 35% y ADN de 
esperma de salmón desnaturalizado 100 �g/ml (ADNmc). En una realización más preferida, la hibridación se 
producirá a 42ºC en NaCl 250 mM, citrato de trisodio 25 mM, SDS al 1%, formamida al 50% y ADNmc 200 �g/ml.
Las variaciones útiles de estas condiciones serán fácilmente evidentes para los expertos en la materia.45

Para la mayoría de aplicaciones, las etapas de lavado que siguen a la hibridación también variarán en rigurosidad.
Las condiciones rigurosas de lavado pueden definirse por la concentración de sal y por la temperatura. Tal como 
antes, la rigurosidad del lavado puede aumentarse disminuyendo la concentración de sal o aumentando la 
temperatura. Por ejemplo, la concentración de sal rigurosa para las etapas de lavado será preferiblemente de menos 
de aproximadamente NaCl 30 mM y citrato de trisodio 3 mM, y lo más preferiblemente menos de aproximadamente 50
NaCl 15 mM y citrato de trisodio 1,5 mM. Las condiciones de temperatura rigurosas para las etapas de lavado
incluirán comúnmente una temperatura de al menos aproximadamente 25ºC, más preferiblemente de al menos
aproximadamente 42ºC, e incluso más preferiblemente de al menos aproximadamente 68ºC. En una realización 
preferida, las etapas de lavado se producirán a 25ºC en NaCl 30 mM, citrato de trisodio 3 mM y SDS al 0,1%. En una
realización más preferida, las etapas de lavado se producirán a 42ºC. en NaCl 15 mM, citrato de trisodio 1,5 mM y55
SDS al 0,1%. En una realización más preferida, las etapas de lavado se producirán a 68ºC en NaCl 15 mM, citrato 
de trisodio 1,5 mM y SDS al 0,1%. Variaciones adicionales de estas condiciones serán fácilmente evidentes para los 
expertos en la técnica. Las técnicas de hibridación las conocen bien los expertos en la técnica y se describen, por 
ejemplo, en Benton y Davis (Science 196:180, 1977); Grunstein y Rogness (Proc. Natl. Acad. Sci., USA 72:3961,
1975); Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, Nueva York, 2001); Berger y60
Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques, 1987, Academic Press, Nueva York); y Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York.
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Por “sustancialmente idéntico” quiere decirse una molécula de ácido nucleico o polipéptido que presenta al menos
una identidad del 50% con una secuencia de aminoácidos de referencia (por ejemplo, una cualquiera de las 
secuencias de aminoácidos descritas en el presente documento) o secuencia de ácido nucleico (por ejemplo, una 
cualquiera de las secuencias de ácido nucleico descritas en el presente documento). Preferiblemente, una secuencia 
de este tipo es al menos el 60%, más preferiblemente el 80% o el 85%, y más preferiblemente el 90%, el 95% o5
incluso el 99% idéntica al nivel de aminoácido o ácido nucleico con respecto a la secuencia usada para 
comparación.

La identidad de secuencia se mide normalmente usando un software de análisis de secuencia (por ejemplo, Paquete 
de software de análisis de secuencia del Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, programas BLAST, BESTFIT, GAP o PILEUP/PRETTYBOX). Tal 10
software concuerda secuencias idénticas o similares mediante la asignación de grados de homología a varias 
sustituciones, deleciones y/u otras modificaciones. En un enfoque a modo de ejemplo para determinar el grado de 
identidad, puede usarse un programa BLAST, con una puntuación de probabilidad entre e-3 y e-100 que indica una 
secuencia estrechamente relacionada.

Tal como se usa en el presente documento, el término “análogo” se refiere a una molécula de ácido nucleico o 15
polipéptido relacionada estructuralmente que tiene la función de una molécula de ácido nucleico o polipéptido de 
referencia.

Tal como se usa en el presente documento, el término “ligando” se refiere a una molécula que se une a un receptor.
En particular, el ligando se une a un receptor en otra célula, permitiendo reconocimiento y/o interacción entre 
células.20

Tal como se usa en el presente documento, el término “enfermedad” se refiere a cualquier estado o trastorno que 
daña o interfiere con la función normal de una célula, tejido u órgano. Los ejemplos de enfermedades incluyen 
neoplasia o infección por patógenos de una célula.

Tal como se usa en el presente documento, el término “cantidad eficaz” se refiere a una cantidad suficiente para 
tener un efecto terapéutico. En una realización, una “cantidad eficaz” es una cantidad suficiente para detener, 25
mejorar o inhibir la proliferación, crecimiento o metástasis continuada (por ejemplo, invasión o migración) de una 
neoplasia.

Tal como se usa en el presente documento, el término “endógeno” se refiere a una molécula de ácido nucleico o 
polipéptido que se expresa normalmente en una célula o tejido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “exógeno” se refiere a una molécula de ácido nucleico o 30
polipéptido que no está presente de manera endógena en la célula, o no está presente en un nivel suficiente para 
lograr los efectos funcionales obtenidos cuando se sobreexpresa. El término “exógeno” abarcaría, por tanto,
cualquier molécula de ácido nucleico o polipéptido recombinante que se expresa en una célula, tal como polipéptidos 
y moléculas de ácido nucleico foráneos, heterólogos y sobreexpresados.

Tal como se usa en el presente documento, el término “molécula de ácido nucleico heteróloga o polipéptido” se 35
refiere a una molécula de ácido nucleico (por ejemplo, una molécula de ADNc, ADN o ARN) o polipéptido que no 
está presente normalmente en una célula o muestra obtenida de una célula. Este ácido nucleico puede ser de otro 
organismo, o puede ser, por ejemplo, una molécula de ARNm que no se expresa normalmente en una célula o
muestra.

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula inmunorreactiva” se refiere a una célula que actúa en 40
una respuesta inmunitaria o un progenitor, o progenie del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “modular” se refiere a alterar positiva o negativamente. Las 
modulaciones a modo de ejemplo incluyen un cambio aproximadamente el 1%, aproximadamente el 2%,
aproximadamente el 5%, aproximadamente el 10%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 75% o aproximadamente el 100%.45

Tal como se usa en el presente documento, el término “aumentar” se refiere a alterar positivamente en al menos
aproximadamente el 5%, incluyendo, pero sin limitarse a, alterar positivamente en aproximadamente el 5%, en 
aproximadamente el 10%, en aproximadamente el 25%, en aproximadamente el 30%, en aproximadamente el 50%,
en aproximadamente el 75% o en aproximadamente el 100%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “reducir” se refiere a alterar negativamente en al menos50
aproximadamente el 5% incluyendo, pero sin limitarse a, alterar negativamente en aproximadamente el 5%, en 
aproximadamente el 10%, en aproximadamente el 25%, en aproximadamente el 30%, en aproximadamente el 50%,
en aproximadamente el 75% o en aproximadamente el 100%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “célula aislada” se refiere a una célula que se separa de los 
componentes moleculares y/o celulares que acompañan de manera natural a la célula.55
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Tal como se usa en el presente documento, el término “aislado”, “purificado” o “biológicamente puro” se refiere a 
material que está libre en grados variables de componentes que normalmente lo acompañan tal como se encuentra 
en su estado nativo. “Aislar” denota un grado de separación de la fuente original o sus alrededores. “Purificar” 
denota un grado de separación que es mayor que el aislamiento. Una proteína “purificada” o “biológicamente pura” 
está suficientemente libre de otros materiales de manera que las impurezas no afectan prácticamente a las 5
propiedades biológicas de la proteína ni provocan otras consecuencias adversas. Es decir, un ácido nucleico o 
péptido de esta invención se purifica si está sustancialmente libre de material celular, material viral o medio de 
cultivo cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante, o precursores químicos u otros productos 
químicos cuando se sintetiza químicamente. La pureza y la homogeneidad se determinan normalmente usando 
técnicas de química analítica, por ejemplo, electroforesis en gel de poliacrilamida o cromatografía de líquidos de alto 10
rendimiento. El término “purificado” puede denotar que un ácido nucleico o proteína da lugar esencialmente a una 
banda en un gel electroforético. Para una proteína que puede someterse a modificaciones, por ejemplo, fosforilación 
o glucosilación, diferentes modificaciones pueden dar lugar a diferentes proteínas aisladas, que pueden purificarse 
por separado.

Tal como se usa en el presente documento, el término “patógeno” se refiere a un virus, bacteria, hongo, parásito o 15
protozoo que puede provocar una enfermedad.

Los ejemplos de virus a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, Retroviridae (por ejemplo, virus de la 
inmunodeficiencia humana, tales como VIH-1 (también denominado HDTV-III, LAVE o HTLV-III/LAV o VIH-III; y otros 
aislados, tales como VIH-LP; Picornaviridae (por ejemplo, virus de la polio, virus de la hepatitis A; enterovirus, virus 
de Coxsackie humanos, rinovirus, ecovirus); Calciviridae (por ejemplo, cepas que provocan gastroenteritis);20
Togaviridae (por ejemplo, virus de la encefalitis equina, virus de la rubéola); Flaviridae (por ejemplo, virus del 
dengue, virus de la encefalitis, virus de la fiebre amarilla); Coronoviridae (por ejemplo, coronavirus); Rhabdoviridae
(por ejemplo, virus de la estomatitis vesicular, virus de la rabia); Filoviridae (por ejemplo, virus del ébola);
Paramyxoviridae (por ejemplo, virus paragripales, virus de las paperas, virus del sarampión, virus respiratorio 
sincicial); Orthomyxoviridae (por ejemplo, virus de la gripe); Bungaviridae (por ejemplo, virus Hantaan, virus bunga,25
flebovirus y virus Naira); Arena viridae (virus de las fiebres hemorrágicas); Reoviridae (por ejemplo, reovirus,
orbiviurs y rotavirus); Birnaviridae; Hepadnaviridae (virus de la hepatitis B); Parvovirida (parvovirus); Papovaviridae
(virus del papiloma, virus del polioma); Adenoviridae (la mayoría de adenovirus); Herpesviridae (virus del herpes 
simple (VHS) 1 y 2, virus de la varicela-zóster, citomegalovirus (CMV), virus del herpes; Poxviridae (virus de la 
viruela, virus de la vaccinia, poxvirus); e Iridoviridae (por ejemplo, virus de la peste porcina africana); y virus no 30
clasificados (por ejemplo, el agente de la hepatitis delta (que se cree que es un satélite defectuoso del virus de la 
hepatitis B), los agentes de hepatitis distinta de la hepatitis A, distinta de la hepatitis B (clase 1 =transmitida 
internamente; clase 2 =transmitida por vía parenteral (es decir, hepatitis C); virus de Norwalk y relacionados, y
astrovirus).

Las bacterias a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, especies de Pasteurella, Staphylococci,35
Streptococcus, Escherichia coli, Pseudomonas y especies de Salmonella. Los ejemplos específicos de bacterias 
infecciosas incluyen pero no se limitan a, Helicobacter pyloris, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophilia,
Mycobacteria sps (por ejemplo, M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. kansaii, M. gordonae),
Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus
pyogenes (estreptococo de grupo A), Streptococcus agalactiae (estreptococo de grupo B), Streptococcus (grupo 40
viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus bovis, Streptococcus (especies anaerobias), Streptococcus
pneumoniae, Campylobacter sp. patógena, Enterococcus sp., Haemophilus influenzae, Bacillus antracis,
corynebacterium diphtheriae, corynebacterium sp., Erysipelothrix rhusiopathiae, Clostridium perfringers, Clostridium
tetani, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella multocida, Bacteroides sp., Fusobacterium
nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidium, Treponema pertenue, Leptospira, Rickettsia y45
Actinomyces israelii.

Tal como se usa en el presente documento, el término “receptor” se refiere a un polipéptido, o porción del mismo,
presente en una membrana celular que se une selectivamente a uno o más ligando.

Tal como se usa en el presente documento, el término “reconocer” quiere decir que se une selectivamente a una 
diana. Una célula T que reconoce un virus expresa normalmente un receptor que se une a un antígeno expresado 50
por el virus.

Tal como se usa en el presente documento, el término “referencia” o “control” quiere decir un patrón de 
comparación. Por ejemplo, el nivel de unión a antígeno scFv por una célula que expresa un CAR y un scFv puede 
ser en comparación con el nivel de unión a antígeno scFv en una célula correspondiente que expresa CAR solo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “secretado” quiere decir un polipéptido que se libera de una 55
célula por medio de la ruta secretora a través del retículo endoplasmático, el aparato de Golgi y como una vesícula 
que se fusiona de manera transitoria en la membrana plasmática de la célula, liberando las proteínas fuera de la 
célula.

Tal como se usa en el presente documento, el término “se une específicamente” o “se une específicamente a” o “se 
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dirige específicamente” quiere decir un polipéptido o fragmento del mismo que reconoce y se une a una molécula
biológica de interés (por ejemplo, un polipéptido), pero que no reconoce sustancialmente y se une a otras moléculas
en una muestra, por ejemplo, una muestra biológica, que incluye naturalmente un polipéptido de la invención.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a la intervención clínica en 
un intento de alterar el transcurso de la enfermedad del individuo o la célula que se está tratando, y puede realizarse 5
o bien para la profilaxis o bien durante el transcurso de la patología clínica. Los efectos terapéuticos del tratamiento 
incluyen, sin limitación, la prevención de la aparición o la recaída de la enfermedad, el alivio de los síntomas, la 
disminución de cualquier consecuencia patológica directa o indirecta de la enfermedad, la prevención de metástasis, 
la disminución de la tasa de progresión de la enfermedad, la mejora o la paliación del estado patológico y remisión o 
mejor pronóstico. Al prevenir la progresión de una enfermedad o trastorno, un tratamiento puede prevenir el 10
deterioro debido a un trastorno en un sujeto afectado o diagnosticado o un sujeto que se sospecha que tiene el 
trastorno, pero también un tratamiento puede prevenir la aparición del trastorno o un síntoma del trastorno en un 
sujeto en riesgo de padecer el trastorno o que se sospecha que tiene el trastorno.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un 
mamífero), incluyendo, pero sin limitarse a, seres humanos, primates no humanos, roedores y similares (por 15
ejemplo, que va a ser el receptor de un tratamiento particular, o del cual se recogen células).

II. Receptor de antígeno quimérico (CAR).

Los receptores de antígeno quimérico (CAR) son receptores modificados por ingeniería, que injertan o confieren una 
especificidad de interés en una célula efectora inmunitaria. Pueden usarse CAR para injertar la especificidad de un 
anticuerpo monoclonal en una célula T; con transferencia de su secuencia codificante facilitada por vectores 20
retrovirales.

Existen tres generaciones de CAR. Los CAR de “primera generación” se componen normalmente de un dominio de 
unión a antígeno extracelular (por ejemplo, un fragmentos variables de cadena sencilla (scFv)) fusionado a un 
dominio transmembrana, fusionado a un dominio citoplasmático/intracelular de la cadena receptora de células T. Los 
CAR de “primera generación” tienen normalmente el dominio intracelular de la cadena CD3, que es el transmisor 25
primario de señales de TCR endógenos. Los CAR de “primera generación” pueden proporcionar reconocimiento de 
antígenos de novo y producir la activación tanto de células T CD4+ como CD8+ a través de su dominio de 
señalización de cadena CD3 en una única molécula de fusión, independiente de la presentación de antígeno 
mediada por HLA. Los CAR de “segunda generación” añaden dominios intracelulares de diversas moléculas 
coestimuladoras (por ejemplo, CD28, 4-1BB, ICOS, OX40) a la cola citoplasmática del CAR para proporcionar 30
señales adicionales a la célula T. Los CAR de “segunda generación comprenden aquellos que proporcionan tanto 
coestimulación (por ejemplo, CD28 ó 4-1BB) como activación (CD3). Los estudios preclínicos han indicado que los 
CAR de “segunda generación” pueden mejorar la actividad antitumoral de células T. Por ejemplo, la eficacia robusta 
de células T modificadas con CAR de “segunda generación” se demostró en ensayos clínicos que seleccionan como 
diana la molécula CD19 en pacientes con leucemia linfoblástica crónica (LLC) y leucemia linfoblástica aguda (LLA). 35
Los CAR de “tercera generación” comprenden aquellos que proporcionan coestimulación múltiple (por ejemplo, 
CD28 y 4-1BB) y activación (CD3).

Según el contenido dado a conocer actualmente, los CAR comprenden un dominio de unión a antígeno extracelular, 
un dominio transmembrana y un dominio intracelular, en los que el dominio de unión a antígeno extracelular se une 
a la mesotelina humana con una constante de disociación (Kd) de desde aproximadamente 1 nM hasta 40
aproximadamente 25 nM. En una realización no limitativa específica, el dominio de unión a antígeno extracelular es 
un scFv. En una realización no limitativa específica, el dominio de unión a antígeno extracelular es un Fab, que se 
reticula opcionalmente. En una realización no limitativa específica, el dominio de unión extracelular es un F(ab)2. En 
una realización no limitativa específica, cualquiera de las moléculas anteriores puede estar comprendida en una 
proteína de fusión con una secuencia heteróloga para formar el dominio de unión a antígeno extracelular.45

La mesotelina (MSLN) es un antígeno de la superficie celular inmunogénico27,28 que se expresa altamente en 
cánceres sólidos28-33. La MSLN está implicada en la proliferación celular34, adhesión35,36, invasión37-39, señalización 
celular35 y metástasis40. Los estudios han demostrado que el péptido soluble relacionado con MSLN sérico (SMRP) 
secretado por tumores que expresan MSLN puede medirse tanto en seres humanos 32,33,41-47 como en ratones, y se 
ha demostrado que se correlaciona con la terapia respuesta y el pronóstico. En tejidos normales, la MSLN se 50
expresa sólo en la pleura, pericardio y peritoneo, a niveles bajos28,48. La inmunotoxina recombinante anti-MSLN 
SS1P ha demostrado especificidad y actividad antitumoral significativa in vivo en pacientes49,50. En un ensayo de 
vacuna contra el cáncer de páncreas, los pacientes con ventaja de supervivencia tenían respuestas coherentes de 
células T CD8+ a MSLN asociadas con respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado inducida por vacuna51. Se 
demostró que los epítopos de células T específicos derivados de MSLN activan células T humanas para lisar de 55
manera eficaz tumores humanos que expresan MSLN52. Por tanto, existe una fuerte evidencia de apoyo de que la 
inmunoterapia adoptiva que selecciona como diana MSLN puede seleccionar como diana tumores que expresan 
MSLN.

En determinadas realizaciones no limitativas, MSLN es mesotelina humana que tiene la secuencia con un n.º de 
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referencia de NCBI: AAV87530.1 (SEQ ID NO: 43), o fragmentos de la misma.

SEQ ID NO:43 se proporciona a continuación:

En determinadas realizaciones no limitativas, el dominio de unión a antígeno extracelular de un CAR tiene una alta 
especificidad de unión, así como una alta afinidad de unión a MSLN humana. Por ejemplo, en tales realizaciones, el 5
dominio de unión a antígeno extracelular del CAR (incorporado, por ejemplo, en un scFv o un análogo del mismo) se 
une a MSLN humana con una constante de disociación (Kd) de aproximadamente 25 nM o menos. En algunas 
realizaciones, la Kd es de aproximadamente 24 nM, aproximadamente 23 nM, aproximadamente 22 nM, 
aproximadamente 21 nM o aproximadamente 20 nM o menos. En otras realizaciones, la Kd es de aproximadamente 
15 nM o menos, tal como aproximadamente 14 nM, aproximadamente 13 nM, aproximadamente 12 nM o 10
aproximadamente 11 nM. En otras realizaciones, la Kd es de aproximadamente 10 nM o menos, tal como 
aproximadamente 9 nM, aproximadamente 8 nM, aproximadamente 7 nM o aproximadamente 6 nM. En otras 
realizaciones, la Kd es de aproximadamente 5 nM o menos, tal como aproximadamente 4 nM, aproximadamente 
3 nM, aproximadamente 2,5 nM, aproximadamente 2 nM o aproximadamente 1 nM o menos. En algunas 
realizaciones, la Kd es de aproximadamente 1 a aproximadamente 20 nM, tal como aproximadamente de 2,5 a 15
aproximadamente 15 nM, o aproximadamente de 5 a aproximadamente 10 nM. En algunas realizaciones, Kd es de 
desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 25 nM, desde aproximadamente 1 nM hasta 
aproximadamente 20 nM, desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 15 nM, desde aproximadamente 
1 nM hasta aproximadamente 10 nM, desde aproximadamente 5 nM hasta aproximadamente 10 nM, desde 
aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 5 nM, o desde aproximadamente 1 nM hasta aproximadamente 20
2 nM. En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular comprende un anticuerpo anti-
mesotelina humano o una porción de unión a antígeno del mismo descrito en la patente estadounidense n.º 
8.357.783. En algunas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular se deriva de una región variable de 
cadena pesada y una región variable de cadena ligera de un anticuerpo que se une a mesotelina humana, por 
ejemplo, anticuerpo m912 tal como se da a conocer en Feng (2009). El anticuerpo m912 se aisló a partir de una 25
genoteca de Fab humano mediante cribado contra mesotelina recombinante. En otras realizaciones, el dominio de 
unión a antígeno extracelular se deriva de Fab (por ejemplo, de genotecas de Fab humanas o de ratón).

La unión del dominio de unión a antígeno extracelular (realización, por ejemplo, en un scFv o un análogo del mismo) 
de un CAR dado a conocer actualmente a MSLN humana puede confirmarse, por ejemplo, mediante ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA), análisis mediante FACS, bioensayo (por 30
ejemplo, inhibición de crecimiento) o ensayo de inmunotransferencia de tipo Western. Cada uno de estos ensayos 
detecta generalmente la presencia de complejos proteína-anticuerpo de particular interés empleando un reactivo 
marcado (por ejemplo, un anticuerpo, o un scFv) específico para el complejo de interés. Por ejemplo, el scFv puede 
marcarse radiactivamente y usarse en un radioinmunoensayo (RIA) (véase, por ejemplo, Weintraub, B., Principles of 
Radioimmunoassays, Seventh Training Course on Radioligand Assay Techniques, The Endocrine Society, marzo, 35
1986). El isótopo radiactivo puede detectarse por tales medios como el uso de un contado  o un contador de 
centelleo o mediante autorradiografía. En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular 
seleccionado como diana por MSLN se marca con un marcador fluorescente. Los ejemplos no limitativos de 
marcadores fluorescentes incluyen proteína verde fluorescente (GFP), proteína azul fluorescente (por ejemplo, 
EBFP, EBFP2, azurita y mKalama1), proteína cian fluorescente (por ejemplo, ECFP, Cerulean y CyPet) y proteína 40
amarilla fluorescente (por ejemplo, YFP, citrina, Venus y YPet). En una realización, el scFv humano seleccionado 
como diana por MSLN se marca con GFP.

En determinadas realizaciones no limitativas, el dominio de unión a antígeno extracelular de un CAR dado a conocer 
actualmente reconoce o se une a MSLN humana con un nivel de MSLN de aproximadamente 1.000 o más sitios de 
unión a MSLN/célula. En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular de un CAR dado a 45
conocer actualmente reconoce o se une a MSLN humana con un nivel de MSLN de desde aproximadamente 1.000 
hasta aproximadamente 50.000 sitios de unión a MSLN/célula. En algunas realizaciones, el dominio de unión a 
antígeno extracelular de un CAR dado a conocer actualmente no reconoce o no se une a MSLN humana con un 
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nivel de expresión de MSLN de menos de 1.000 sitios de unión a MSLN/célula, por ejemplo, la MSLN humana 
expresada en tejidos normales, por ejemplo, tejidos normales de pleura, pericardio y peritoneo. En determinadas 
realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular de un CAR dado a conocer actualmente no reconoce o no 
se une a MSLN humana con un nivel de expresión de MSLN de más de 50.000 sitios de unión a MSLN/célula. En 
una realización, un scFV humano comprendido en un CAR dado a conocer actualmente reconoce o se une a MSLN 5
humana con un nivel de expresión de MSLN de desde aproximadamente 1.000 hasta aproximadamente 50.000 
sitios de unión a MSLN/célula. En una realización, un scFV humano comprendido en un CAR dado a conocer 
actualmente no reconoce o se une a MSLN humana con un nivel de expresión de MSLN de más de 50.000 o menos 
de 1.000 sitios de unión a MSLN/célula.

En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular comprende una región variable de 10
cadena pesada que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:1 tal como se 
proporciona a continuación.

La secuencia de ácido nucleico que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:1 se expone en SEQ 
ID NO:2 tal como se proporciona a continuación.15

En algunas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular comprende una región variable de cadena 
ligera que comprende aminoácidos que tiene la secuencia expuesta en SEQ ID NO:3 tal como se proporciona a 
continuación.

20

La secuencia de ácido nucleico que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:3 se expone en SEQ 
ID NO:4 tal como se proporciona a continuación.

En algunas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular comprende una región variable de cadena 25
ligera que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:5 tal como se proporciona a 
continuación.
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En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular de un CAR dado a conocer actualmente 
comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv). En una realización específica, el dominio de unión a 
antígeno extracelular de un CAR dado a conocer actualmente comprende un scFV humano. En una realización, el 
scFV humano comprende una región variable de cadena pesada que comprende aminoácidos 1-119 de SEQ ID 5
NO:1. En otra realización, el scFV humano comprende una región variable de cadena pesada que comprende 
aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:6 tal como se proporciona a continuación.

En una realización, el scFV humano comprende una región variable de cadena ligera que comprende aminoácidos 
1-107 de SEQ ID NO:3. En una realización, el scFV humano comprende una región variable de cadena ligera que 10
comprende aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO:5.

En determinadas realizaciones, el scFV humano comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ 
ID NO:7 tal como se proporciona a continuación.

En una realización, la secuencia de ácido nucleico que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:7 15
se expone en SEQ ID NO:8 tal como se proporciona a continuación.

En otra realización, la secuencia de ácido nucleico que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:7 
se expone en SEQ ID NO:9 tal como se proporciona a continuación. La secuencia de ácido nucleico tal como se 20
expone en SEQ ID NO:9 se optimiza de manera sintética para el uso de codones, lo que puede aumentar la 
expresión del CAR.
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En aún otra realización, secuencia de ácido nucleico que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO:7 se expone en SEQ ID NO:10 tal como se proporciona a continuación. La secuencia de ácido nucleico tal como 
se expone en SEQ ID NO:10 se optimiza de manera sintética para el uso de codones, lo que puede aumentar la 
expresión del CAR.5

En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular comprende una región variable de 
cadena pesada CDR1 que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:11 o 
modificaciones conservadoras de la misma, una región variable de cadena pesada CDR2 que comprende 10
aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:12 o modificaciones conservadoras de la misma, y 
una región variable de cadena pesada CDR3 que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en 
SEQ ID NO:13 o modificaciones conservadoras de la misma. En algunas realizaciones, el dominio de unión a 
antígeno extracelular comprende una región variable de cadena ligera CDR1 que comprende aminoácidos que 
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:14 o modificaciones conservadoras de la misma, una región variable de 15
cadena ligera CDR2 que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:15 o 
modificaciones conservadoras de la misma, y una región variable de cadena ligera CDR3 que comprende 
aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:16 o modificaciones conservadoras de la misma. En 
una realización a modo de ejemplo no limitativa, el dominio de unión a antígeno extracelular es un scFv humano 
derivado de un anticuerpo m912 anti-MSLN completamente humano tal como se da a conocer en Feng et al., Mol. 20
Cancer Therapy (2009);8(5):1113-1118.

Las SEQ ID NO: 11-16 se proporcionan a continuación:
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Tal como se usa en el presente documento, el término “modificaciones de secuencia conservadoras” se refiere a 
modificaciones de aminoácidos que no afectan o alteran significativamente las características de unión del CAR 
dado a conocer actualmente (por ejemplo, el dominio de unión a antígeno extracelular) que comprende la secuencia 
de aminoácidos. Tales modificaciones conservadoras incluyen sustituciones, adiciones y deleciones de aminoácidos. 5
Las modificaciones pueden introducirse en el scFv humano del contenido dado a conocer actualmente mediante 
técnicas convencionales conocidas en la técnica, tales como mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada 
por PCR. Los aminoácidos pueden clasificarse en grupos según sus propiedades fisicoquímicas tales como carga y 
polaridad. Las sustituciones conservadoras de aminoácidos son unas en las que el residuo de aminoácido se 
reemplaza con un aminoácido dentro del mismo grupo. Por ejemplo, los aminoácidos pueden clasificarse por carga: 10
los aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina, arginina, histidina, los aminoácidos cargados negativamente 
incluyen ácido aspártico, ácido glutámico, los aminoácidos de carga neutra incluyen alanina, asparagina, cisteína, 
glutamina, glicina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptófano, tirosina y valina. 
Además, los aminoácidos pueden clasificarse por polaridad: los aminoácidos polares incluyen arginina (polar 
básica), asparagina, ácido aspártico (polar ácido), ácido glutámico (polar ácido), glutamina, histidina (polar básica), 15
lisina (polar básica), serina, treonina y tirosina; los aminoácidos apolares incluyen alanina, cisteína, glicina, 
isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptófano y valina. Por tanto, uno o más residuos de aminoácido 
dentro de una región CDR pueden reemplazarse con otros residuos de aminoácido del mismo grupo y el anticuerpo 
alterado puede someterse a prueba para determinar la función retenida (es decir, las funciones expuestas en (c) a 
(1) anterior) usando los ensayos funcionales descritos en el presente documento. En determinadas realizaciones, no 20
más de uno, no más de dos, no más de tres, no más de cuatro, no más de cinco residuos dentro de una secuencia 
especificada o una región CDR se alteran.

En determinadas realizaciones no limitativas, un dominio de unión a antígeno extracelular del CAR puede 
comprender un ligador que conecta la región variable de cadena pesada y la región variable de cadena ligera del 
dominio de unión a antígeno extracelular. Tal como se usa en el presente documento, el término “ligador” se refiere 25
a un grupo funcional (por ejemplo, compuesto químico o polipéptido) que se une de manera covalente a dos o más 
polipéptidos o ácidos nucleicos de manera que se conectan entre sí. Tal como se usa en el presente documento, un 
“péptido ligador” se refiere a uno o más aminoácidos usados para acoplar dos proteínas juntas (por ejemplo, para 
acoplar dominios VH y VL). En un ejemplo no limitativo, el ligador comprende aminoácidos que tienen la secuencia 
expuesta en SEQ ID NO:17 tal como se proporciona a continuación.30

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 17 se 
expone en SEQ ID NO: 18, que se proporciona a continuación:

En otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:17 se 35
expone en SEQ ID NO: 19, que se proporciona a continuación.

Además, el dominio de unión a antígeno extracelular puede comprender una secuencia líder o un péptido señal que 
dirige la proteína naciente al retículo endoplasmático. El péptido señal o la secuencia líder puede ser esencial si el 
CAR se va a glicosilar y a anclar en la membrana celular. La secuencia señal o secuencia líder puede ser una 40
secuencia peptídica (aproximadamente 5, aproximadamente 10, aproximadamente 15, aproximadamente 20, 
aproximadamente 25, o aproximadamente 30 aminoácidos de longitud) presente en el extremo N-terminal de 
proteínas recién sintetizadas que dirigen su entrada a la ruta secretora. En los ejemplos no limitativos, la secuencia 
líder se une de manera covalente al extremo 5’-terminal del dominio de unión a antígeno extracelular. En una 
realización, la secuencia líder comprende un polipéptido CD8 que comprende aminoácidos que tienen la secuencia 45
expuesta en SEQ ID NO:20 tal como se proporciona a continuación.

La secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:20 se expone en SEQ ID 
NO:21, que se proporciona a continuación:
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En determinadas realizaciones no limitativas, el dominio transmembrana del CAR comprende una hélice alfa 
hidrófoba que extiende al menos una porción de la membrana. Diferentes dominios transmembrana dan como 
resultado diferente estabilidad del receptor. Después del reconocimiento de antígenos, los receptores se agrupan y 
se transmite una señal a la célula. Según el contenido dado a conocer actualmente, el dominio transmembrana del 5
CAR puede comprender un polipéptido CD8, un polipéptido CD28, un polipéptido CD3, un polipéptido CD4, un 
polipéptido 4-1BB, un polipéptido OX40, un polipéptido ICOS, un polipéptido CTLA-4, un polipéptido PD-1, un 
polipéptido LAG-3, un polipéptido 2B4, un polipéptido BTLA, un péptido sintético (no basado en una proteína 
asociada con la respuesta inmunitaria), o una combinación de los mismos.

En una realización, el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD8. El polipéptido CD8 que tiene una 10
secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente 
el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o 
aproximadamente el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de referencia de NCBI: NP_001139345.1 (SEQ 
ID NO:22) (la homología en el presente documento puede determinarse usando software convencional tal como 
BLAST o FASTA) tal como se proporciona a continuación, o fragmentos del mismo, y/o puede comprender 15
opcionalmente hasta una o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no 
limitativas, el polipéptido CD8 puede tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ 
ID NO:22 que tiene al menos 20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50, y hasta 235 aminoácidos de longitud. 
Alternativa o adicionalmente, en diversas realizaciones no limitativas, el polipéptido CD8 tiene una secuencia de 
aminoácidos de aminoácidos 1 a 235, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 150, 150 a 200, o 200 a 235 de SEQ ID NO:22. En 20
una realización, el CAR del contenido dado a conocer actualmente es Mz, cuyo dominio transmembrana comprende 
un polipéptido CD8. En otra realización, el CAR del contenido dado a conocer actualmente es MBBz, cuyo dominio 
transmembrana comprende un polipéptido CD8. En una realización no limitativa, un CAR dado a conocer 
actualmente comprende un dominio transmembrana que comprende un polipéptido CD8 que tienen aminoácidos 
137 a 209 de SEQ ID NO: 22.25

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico CD8” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido CD8.

En una realización, el dominio transmembrana del CAR dado a conocer actualmente comprende un polipéptido 
CD28. El polipéptido CD28 puede tener una secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, 30
aproximadamente el 90%, aproximadamente 95%, el aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, 
aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de 
referencia de NCBI: P10747 o NP_006130 (SEQ ID No:23), o fragmentos de la misma, y/o puede comprender 
opcionalmente hasta una o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no 
limitativas, el polipéptido CD28 puede tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ 35
ID NO:23 que tiene al menos 20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 220 aminoácidos de longitud. 
Alternativa o adicionalmente, en diversas realizaciones no limitativas, el polipéptido CD28 tiene una secuencia de 
aminoácidos de aminoácidos 1 a 220, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 150, 150 a 200 o 200 a 220 de SEQ ID NO:23. En una 
realización, el CAR del contenido dado a conocer actualmente es M28z, que comprende un dominio transmembrana 
que comprende un polipéptido CD28, y un dominio intracelular que comprende una región de señalización 40
coestimuladora que comprende un polipéptido CD28. En una realización, el polipéptido CD28 comprendido en el 
dominio transmembrana y el dominio intracelular de M28z tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 117 
a 220 de SEQ ID NO:23.

SEQ ID NO:23 se proporciona a continuación:

45

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico CD28” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido CD28. En una realización, la molécula de ácido nucleico CD28 que 
codifica para el polipéptido CD28 comprendido en el dominio transmembrana y el dominio intracelular (por ejemplo, 
la región de señalización coestimuladora) de M28z comprende una secuencia de nucleótidos tal como se expone en 
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SEQ ID NO:24 tal como se proporciona a continuación.

En determinadas realizaciones no limitativas, un CAR también puede comprender una región espaciadora que une 
el dominio de unión a antígeno al dominio transmembrana. La región espaciadora puede ser suficientemente flexible 
para permitir que el dominio de unión a antígeno se oriente en diferentes direcciones para facilitar el reconocimiento 5
de antígenos. La región espaciadora puede ser la región bisagra de IgG1, o la región CH2CH3 de inmunoglobulina y 
porciones de CD3.

En determinadas realizaciones no limitativas, un dominio intracelular del CAR puede comprender un polipéptido 
CD3, que puede activar o estimular una célula (por ejemplo, una célula del linaje linfoide, por ejemplo, una célula 
T). CD3 comprende 3 ITAM, y transmite una señal de activación a la célula (por ejemplo, una célula del linaje 10
linfoide, por ejemplo, una célula T) después de unirse el antígeno. El polipéptido CD3 puede tener una secuencia 
de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, 
aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o 
aproximadamente el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de referencia de NCBI: NP_932170 (SEQ ID 
No: 25), o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente hasta una o hasta dos o hasta tres 15
sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no limitativas, el polipéptido CD3 puede tener una 
secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ ID NO: 25 que tiene al menos 20, o al menos 30, 
o al menos 40, o al menos 50, y hasta 164 aminoácidos de longitud. Alternativa o adicionalmente, en diversas 
realizaciones no limitativas, el polipéptido CD3 tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 1 a 164, 1 a 
50, 50 a 100, 100 a 150 o 150 a 164 de SEQ ID NO:25. En una realización, el polipéptido CD3 tiene una secuencia 20
de aminoácidos de aminoácidos 52 a 164 de SEQ ID NO: 25. En una realización, el CAR del contenido dado a 
conocer actualmente es Mz, cuyo dominio intracelular comprende un polipéptido CD3 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de aminoácidos 52 a 164 de SEQ ID NO: 25. En una realización, el CAR del contenido dado a conocer 
actualmente es M28z, cuyo dominio intracelular comprende un polipéptido CD3 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de aminoácidos 52 a 164 de SEQ ID NO:25. En una realización, el CAR del contenido dado a conocer 25
actualmente es MBBz, cuyo dominio intracelular comprende un polipéptido CD3 que tiene una secuencia de 
aminoácidos de aminoácidos 52 a 164 de SEQ ID NO: 25.

SEQ ID NO: 25 se proporciona a continuación:

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico CD3” se refiere a un 30
polinucleótido que codifica para un polipéptido CD3. En una realización, la molécula de ácido nucleico CD3 que 
codifica para el polipéptido CD3ζ comprendido en el dominio intracelular de los CAR dados a conocer actualmente 
(por ejemplo, Mz, M28z o MBBz) comprende una secuencia de nucleótidos tal como se expone en SEQ ID NO: 26 
tal como se proporciona a continuación.

35

En determinadas realizaciones no limitativas, un dominio intracelular del CAR comprende además al menos una 
región de señalización coestimuladora que comprende al menos una molécula coestimuladora, que puede 
proporcionar una activación de linfocitos óptima. Tal como se usa en el presente documento, “moléculas 
coestimuladoras” se refiere a moléculas de la superficie celular distintas de los receptores de antígeno o sus 
ligandos que se requieren para una respuesta eficaz de linfocitos a antígeno. La al menos una región de 40
señalización coestimuladora puede incluir un polipéptido CD28, un polipéptido 4-1BB, un polipéptido OX40, un 
polipéptido ICOS, un polipéptido PD-1, un polipéptido CTLA-4, un polipéptido LAG-3, un polipéptido 2B4, un 
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polipéptido BTLA, un péptido sintético (no basado en una proteína asociada con la respuesta inmunitaria), o una 
combinación de los mismos. La molécula coestimuladora puede unirse a un ligando coestimulador, que es una 
proteína expresada en la superficie celular que tras la unión a su receptor produce una respuesta coestimuladora, es 
decir, una respuesta intracelular que efectúa la estimulación proporcionado cuando un antígeno se une a su 
molécula de CAR. Los Ligandos coestimuladores, incluyen, pero no se limitan a CD80, CD86, CD70, OX40L, 4-5
1BBL, CD48, TNFRSF14 y PD-L1. Como un ejemplo, un ligando de 4-1BB (es decir, 4-1BBL) puede unirse a 4-1BB 
(también conocido como “CD137”) para proporcionar una señal intracelular que en combinación con una señal de 
CAR induce una función celular efectora de la célula T-CAR+. Los CAR que comprenden un dominio intracelular que 
comprende una región de señalización coestimuladora que comprende 4-1BB, ICOS o DAP-10 se dan a conocer en 
el documento U.S. 7.446.190 (por ejemplo, la secuencia de nucleótidos que codifica para 4-1BB se expone en SEQ 10
ID No: 15, la secuencia de nucleótidos que codifica para ICOS se expone en SEQ ID No: 16, y la secuencia de 
nucleótidos que codifica para DAP-10 se expone en SEQ ID No: 17 en el documento U.S. 7.446.190),. En algunas 
realizaciones, el dominio intracelular del CAR comprende una región de señalización coestimuladora que comprende 
dos moléculas coestimuladoras: CD28 y 4-1BB (véase, Sadelain, et al., Cancer Discovery, OF1-11, (2013)), o CD28 
y OX40.15

4-1BB puede actuar como un ligando del factor de necrosis tumoral (TNF) y tiene actividad estimuladora. El 
polipéptido 4-1BB puede tener una secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, 
aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, 
aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de 
referencia de NCBI: P41273 o NP_001552 (SEQ ID NO:27) o fragmentos de la misma, y/o puede comprender 20
opcionalmente hasta una o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no 
limitativas, el polipéptido 4-1BB puede tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ 
ID NO: 27 que tiene al menos 20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 255 aminoácidos de longitud. 
Alternativa o adicionalmente, en diversas realizaciones no limitativas, el polipéptido 4-1BB tiene una secuencia de 
aminoácidos de aminoácidos 1 a 255, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 150, 150 a 200 o 200 a 255 de SEQ ID NO: 27. En25
una realización, el CAR del contenido dado a conocer actualmente es MBBz, cuyo dominio intracelular comprende 
un polipéptido 4-1BB.

SEQ ID NO: 27 se proporciona a continuación:

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico 4-1BB” se refiere a un 30
polinucleótido que codifica para un polipéptido 4-1BB.

Un polipéptido OX40 puede tener una secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, 
aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, 
aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de 
referencia de NCBI: P43489 o NP_003318 (SEQ ID No: 28), o fragmentos de la misma, y/o puede comprender 35
opcionalmente hasta una o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos.

SEQ ID NO: 28 se proporciona a continuación:

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico OX40” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido OX40.40

Un polipéptido ICOS puede tener una secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, 
aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, 
aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de 
referencia de NCBI: NP_036224 (SEQ ID NO: 29) o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente 
hasta una o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos.45

SEQ ID NO: 29 se proporciona a continuación:
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Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico ICOS” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido ICOS.

CTLA-4 es un receptor inhibidor expresado por células T activadas, que cuando se acopla con sus ligandos 5
correspondientes (CD80 y CD86; B7-1 y B7-2, respectivamente), media la inhibición de células T activadas o 
anergia. En ambos estudios preclínicos y clínicos, el bloqueo de CTLA-4 mediante la infusión de anticuerpos 
sistémica, sin embargo, mejora la respuesta antitumoral endógena, en el ámbito clínico, con toxicidades imprevistas 
significativas.

CTLA-4 contiene un dominio V extracelular, un dominio transmembrana y una cola citoplasmática. Se han 10
caracterizado variantes de corte y empalme alternativas, que codifican para diferentes isoformas. La isoforma unida 
a la membrana funciona como un homodímero interconectado por un enlace disulfuro, mientras que la isoforma 
soluble funciona como un monómero. El dominio intracelular es similar al de CD28, en que no tiene actividad 
catalítica intrínseca y contiene un motivo YVKM que puede unirse a PI3K, PP2A y SHP-2 y un motivo rico en prolina 
que puede unirse a proteínas que contienen SH3. Un papel de CTLA-4 en la inhibición de respuestas de células T 15
parece ser directamente a través de la desfoforilación de SHP-2 y PP2A de proteínas de señalización proximales de 
TCR tales como CD3 y LAT. CTLA-4 también puede afectar a la señalización indirectamente a través de la 
competencia con CD28 por la unión a CD80/86. CTLA-4 también ha demostrado que se une y/o interacciona con 
PI3K, CD80, AP2M1 y PPP2R5A.

Según el contenido dado a conocer actualmente, un polipéptido CTLA-4 puede tener una secuencia de aminoácidos 20
que es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente 
el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o aproximadamente el 100% 
homóloga a SEQ ID NO: 30 (la homología puede determinarse en el presente documento usando software 
convencional tal como BLAST o FASTA) o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente hasta una 
o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no limitativas, un polipéptido 25
CTLA-4 puede tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ ID NO: 30 que tiene al 
menos 20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 223 aminoácidos de longitud. Alternativa o 
adicionalmente, en diversas realizaciones no limitativas, el polipéptido CTLA-4 tiene una secuencia de aminoácidos 
de los aminoácidos 1 a 223, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 140, 141 a 161, 162 a 182, 183 a 223, 141 a 223, 162 a 223 o 
183 a 223 de SEQ ID NO: 30. En una realización, el polipéptido CTLA-4 tiene una secuencia de aminoácidos de los 30
aminoácidos 183 a 223 de SEQ ID NO: 30. En determinadas realizaciones, el dominio intracelular del CAR 
comprende una región de señalización coestimuladora que comprende un polipéptido CTLA-4 que tiene una 
secuencia de aminoácidos de los aminoácidos 183 a 223 de SEQ ID NO: 30. En determinadas realizaciones, el 
dominio transmembrana del CAR comprende un polipéptido CTLA-4 que tiene una secuencia de aminoácidos de los 
aminoácidos 162 a 182 de SEQ ID NO: 30.35

SEQ ID NO: 30 se proporciona a continuación:

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico CTLA-4” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido CTLA-4.

PD-1 es un regulador inmunitario negativo de células T activadas tras acoplarse con sus correspondientes ligandos 40
PD-L1 y PD-L2 expresados en macrófagos endógenos y células dendríticas. PD-1 es una proteína de la membrana 
de tipo I de 268 aminoácidos. PD-1 tiene dos ligandos, PD-L1 y PD-L2, que son miembros de la familia B7. La 
estructura de la proteína comprende un dominio IgV extracelular seguido por una región transmembrana y una cola 
intracelular. La cola intracelular contiene dos sitios de fosforilación ubicados en un motivo inhibidor del 
inmunorreceptor basado en tirosina y un motivo activador del inmunorreceptor basado en tirosina, que PD-1 regula 45
negativamente señales de TCR. Las fosfatasas SHP-I y SHP-2 se unen a la cola citoplasmática de PD-1 tras la 
unión al ligando. La regulación por incremento de PD-L1 es un mecanismo las células tumorales pueden eludir el 
sistema inmunitario del huésped. En ensayos preclínicos y clínicos, el bloqueo de PD-1 por respuestas antitumorales 
inducidas por anticuerpos antagonistas mediadas a través del sistema inmunitario endógeno del huésped.

Según el contenido dado a conocer actualmente, un polipéptido PD-1 puede tener una secuencia de aminoácidos 50
que es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente 
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el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o aproximadamente el 100% 
homóloga a SEQ ID NO: 31 o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente hasta una o hasta dos 
o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no limitativas, un polipéptido PD-1 puede 
tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ ID NO: 31 que tiene al menos 20, o al 
menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 288 aminoácidos de longitud. Alternativa o adicionalmente, en 5
diversas realizaciones no limitativas, un polipéptido PD-1 tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 1 a 
288, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 144, 145 a 170, 171 a 191, 192 a 288, 145 a 288, 171 a 288 o 192 a 288 de SEQ ID 
NO:31. En una realización, el polipéptido PD-1 tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 192 a 288 de 
SEQ ID NO: 31. En determinadas realizaciones, el dominio intracelular del CAR comprende una región de
señalización coestimuladora que comprende un polipéptido PD-1 que tiene una secuencia de aminoácidos de 10
aminoácidos 192 a 288 de SEQ ID NO: 31. En determinadas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR 
comprende un polipéptido PD-1 que tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 171 a 191 de SEQ ID NO: 
31.

SEQ ID NO: 31 se proporciona a continuación:

15

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico PD-1” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido PD-1.

Proteína de activación de linfocitos 3 (LAG-3) es un regulador inmunitario negativo de células inmunitarias. LAG-3 
pertenece a la superfamilia de inmunoglobulina (lg) y contiene 4 dominios de tipo Ig extracelulares. El gen LAG3 
contiene 8 exones. Los datos de secuencia, organización de exones/intrones y la localización cromosómica indican 20
una estrecha relación de LAG3 con CD4. LAG3 también se ha denominado CD223 (agrupación de diferenciación 
223).

Según el contenido dado a conocer actualmente, un polipéptido LAG-3 puede tener una secuencia de aminoácidos 
que es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente 
el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o aproximadamente el 100% 25
homóloga a SEQ ID NO: 32 o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente hasta una o hasta dos 
o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no limitativas, un polipéptido LAG-3 
puede tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ ID NO: 32 que tiene al menos 
20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 525 aminoácidos de longitud. Alternativa o adicionalmente, 
en diversas realizaciones no limitativas, un polipéptido LAG-3 tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 1 30
a 525, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 150, 150 a 200, 200 a 250, 250 a 300, 300 a 350, 350 a 400, 400 a 420, 421 a 450, 
451 a 471, 472 a 525, 421 a 525, 451 a 525 o 472 a 525 de SEQ ID NO: 32. En una realización, el polipéptido LAG-3 
tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 472 a 525 de SEQ ID NO: 32. En determinadas realizaciones,
el dominio intracelular del CAR comprende una región coestimuladora que comprende un polipéptido LAG-3 que 
tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 472 a 525 de SEQ ID NO: 32. En determinadas realizaciones, 35
el dominio transmembrana del CAR comprende un polipéptido LAG-3 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
aminoácidos 451 a 471 de SEQ ID NO: 32.

SEQ ID NO: 32 se proporciona a continuación:

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico LAG-3” se refiere a un 40
polinucleótido que codifica para un polipéptido LAG-3.

El receptor de linfocitos citolíticos naturales 2B4 (2B4) media destrucción celular no restringida por MHC en linfocitos 
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citolíticos naturales y subconjuntos de células T. Hasta ahora, la función de 2B4 todavía está bajo investigación, ya 
que se cree que la isoforma 2B4-S es un receptor de activación, y la isoforma 2B4-L se cree que es un regulador 
inmunitario negativo de células inmunitarias. 2B4 se acopla tras la unión a su ligando de alta afinidad, CD48. 2B4 
contiene un motivo activador basado en tirosina, un activador molecular que permite a la proteína asociarse con 
diversas fosfatasas. 2B4 también se ha denominado CD244 (agrupación de diferenciación 244).5

Según el contenido dado a conocer actualmente, un polipéptido 2B4 puede tener una secuencia de aminoácidos que 
es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 
96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o aproximadamente el 100% 
homóloga a SEQ ID NO: 33 o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente hasta una o hasta dos 
o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no limitativas, un polipéptido 2B4 puede 10
tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ ID NO: 33 que tiene al menos 20, o al 
menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 370 aminoácidos de longitud. Alternativa o adicionalmente, en 
diversas realizaciones no limitativas, un polipéptido 2B4 tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 1 a 
370, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 150, 150 a 215, 216 a 229, 230 a 250, 251 a 370, 216 a 370, 230 a 370, o 251 a 370 de 
SEQ ID NO: 33. En una realización, el polipéptido 2B4 tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 251 a 15
370 de SEQ ID NO: 33. En determinadas realizaciones, el dominio intracelular del CAR comprende una región de
señalización coestimuladora que comprende un polipéptido 2B4 que tiene una secuencia de aminoácidos de 
aminoácidos 251 a 370 de SEQ ID NO: 33. En determinadas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR 
comprende un polipéptido 2B4 que tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 230 a 250 de SEQ ID NO: 
33.20

SEQ ID NO: 33 se proporciona a continuación:

Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico 2B4” se refiere a un polinucleótido 
que codifica para un polipéptido 2B4.

La expresión del atenuador de linfocitos B y T (BTLA) se induce durante la activación de células T, y BTLA 25
permanece expresado en células Th1 pero no en células Th2. Como PD1 y CTLA4, BTLA interactúa con un 
homólogo de B7, B7H4. Sin embargo, a diferencia de PD-1 y CTLA-4, BTLA presenta inhibición de células T a través 
de la interacción con receptores de la familia de la necrosis tumoral (TNF-R), no sólo la familia B7 de receptores de 
la superficie celular. BTLA es un ligando para la superfamilia de factores de necrosis tumoral (receptor), miembro 14 
(TNFRSF14), también conocido como mediador de entrada del virus del herpes (HVEM). Los complejos BTLA-30
HVEM regulan de manera negativa las respuestas inmunitarias de células T. La activación de BTLA ha demostrado 
que inhibe la función de células T específicas de cáncer CD8+ humanas. BTLA también se denomina CD272 
(agrupación de diferenciación 272).

Según el contenido dado a conocer actualmente, un polipéptido BTLA puede tener una secuencia de aminoácidos 
que es al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente 35
el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o aproximadamente el 100% 
homóloga a SEQ ID NO: 34 o fragmentos de la misma, y/o puede comprender opcionalmente hasta una o hasta dos 
o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos. En realizaciones no limitativas, un polipéptido BTLA 
puede tener una secuencia de aminoácidos que es una porción consecutiva de SEQ ID NO: 34 que tiene al menos 
20, o al menos 30, o al menos 40, o al menos 50 y hasta 289 aminoácidos de longitud. Alternativa o adicionalmente, 40
en diversas realizaciones no limitativas, un polipéptido BTLA tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 1 
a 289, 1 a 50, 50 a 100, 100 a 134, 135 a 157, 158 a 178, 179 a 289, 135 a 289, 158 a 289, o 179 a 289 de SEQ ID 
NO: 34. En una realización, el polipéptido BTLA tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 179 a 289 de 
SEQ ID NO: 34. En determinadas realizaciones, el dominio intracelular del CAR comprende una región de 
señalización coestimuladora que comprende un polipéptido BTLA que tiene una secuencia de aminoácidos de 45
aminoácidos 179 a 289 de SEQ ID NO: 34. En determinadas realizaciones, el dominio transmembrana del CAR 
comprende un polipéptido BTLA que tiene una secuencia de aminoácidos de aminoácidos 158 a 178 de SEQ ID NO: 
34.

SEQ ID NO: 34 se proporciona a continuación:
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Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico BTLA” se refiere a un
polinucleótido que codifica para un polipéptido BTLA.

En una realización, el CAR es Mz, que comprende una región extracelular de unión a antígeno que comprende un 
dominio de unión a antígeno extracelular que se une específicamente a mesotelina humana, un dominio 5
transmembrana que comprende un polipéptido CD8, y un dominio intracelular que comprende un polipéptido CD3
(véase, por ejemplo, la figura 2). Mz también comprende una secuencia líder unida de manera covalente al extremo 
5’-terminal del dominio de unión a antígeno extracelular. La secuencia líder comprende un polipéptido CD8 que 
comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 20.

En una realización, el CAR es M28z, que comprende una región extracelular de unión a antígeno que se une 10
específicamente a mesotelina humana, un dominio transmembrana que comprende un polipéptido CD28, y un 
dominio intracelular que comprende un polipéptido CD3 y una región de señalización coestimuladora que 
comprende un polipéptido CD28 (véase, por ejemplo, la figura 2). M28z también comprende una secuencia líder 
unida de manera covalente al extremo 5’-terminal del dominio de unión a antígeno extracelular. La secuencia líder 
comprende un polipéptido CD8 que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 20. 15
En algunas realizaciones, el CAR comprende M28z y un ligando coestimulador que es IL-12, por ejemplo, M28z+IL-
12 tal como se muestra en la figura 24E. IL-12 puede unirse de manera covalente al extremo 3’-terminal del dominio 
intracelular de M28z. En algunas realizaciones, el CAR comprende M28z y un ligando coestimulador que es 4-1BBL, 
por ejemplo, M28z+4-1BBL tal como se muestra en la figuras 24C y 24D. 4-1BBL puede unirse de manera covalente 
al extremo 5’-terminal del dominio de unión a antígeno extracelular de M28z, tal como se muestra en la figura 24D. 20
Alternativamente, 4-1BBL puede unirse de manera covalente al extremo 3’-terminal del dominio intracelular de M28z, 
tal como se muestra en la figura 24C.

En una realización, el CAR es MBBz, que comprende una región extracelular de unión a antígeno que se une 
específicamente a mesotelina humana, un dominio transmembrana que comprende un polipéptido CD8, y un 
dominio intracelular que comprende un polipéptido CD3 y una región de señalización coestimuladora que 25
comprende un polipéptido 4-1BB (véanse, por ejemplo, las figuras 19 y 24B). MBBz también comprende una 
secuencia líder unida de manera covalente al extremo 5’-terminal del dominio de unión a antígeno extracelular. La 
secuencia líder comprende un polipéptido CD8 que comprende aminoácidos que tienen la secuencia expuesta en 
SEQ ID NO: 20.

En algunas realizaciones, el CAR del contenido dado a conocer actualmente puede comprender además un 30
promotor inducible, para expresar secuencias de ácido nucleico en células humanas. Los promotores para su uso en 
la expresión de genes de CAR pueden ser un promotor constitutivo, tal como promotor de ubiquitina C (UbiC).

Los CAR específicos de MSLN han demostrado eficacia contra el cáncer de ovario, mesotelioma pleural maligno 
(MPM) y cáncer de mama triple negativo (TNBC) tanto en ámbitos in vitro como in vivo 54-58. Dos ensayos clínicos de 
fase I han usado células T transducidas con CAR anti-MSLN. Un ensayo clínico de fase I de NCI (NCT01583686) 35
trata cánceres metastásicos o inoperables que expresan MSLN con células T-CAR, en combinación con 
quimioterapia mielosupresora y/o aldesleucina (un análogo de IL-2) para aumentar la persistencia de células T-CAR. 
Un ensayo clínico de fase I de la Universidad de Pensilvania (NCT01355965) suministra a pacientes con 
mesotelioma de 1 a 3 dosis de células T-CAR seleccionadas como diana por MSLN transfectadas con ARN. En el 
último estudio, una respuesta de anticuerpos humanos anti-IgG de ratón (HAMA) se observó en el tercer paciente 40
tratado (Cancer Immunol Res, 7 de abril de 2013). A diferencia de los MSLN-CAR en los ensayos clínicos de NCI y 
la U. de Pensilvania, en una realización, el CAR dirigido a MSLN dado a conocer actualmente se deriva de un Fab 
humano53, y por tanto, proporciona un riesgo muy disminuido de inmunogenicidad, en comparación con los CAR 
derivados de anticuerpos murinos (véase (véase Maus et al., Cancer Immunol Res (2003);1(1):26-31), que informa 
de que la posible inmunogenicidad de los CAR derivados de anticuerpos murinos puede ser un problema de 45
seguridad para los CAR de ARNm). Los CAR dirigidos a MSLN dados a conocer actualmente pueden transducir 
tanto células T CD4+ como CD8+ células, y, por tanto, la transducción de las células T de un paciente con CAR 
genera tanto respuestas auxiliares como de CTL, dando como resultado una respuesta antitumoral sostenida.

III. Células inmunorreactivas

El contenido dado a conocer actualmente proporciona células inmunorreactivas que expresan un CAR que 50
comprende un dominio de unión a antígeno extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular, en las 
que el dominio de unión a antígeno extracelular se une específicamente a mesotelina humana, tal como se describió 
anteriormente. El contenido dado a conocer actualmente también proporciona métodos de uso de tales células para 
el tratamiento de una enfermedad que, por ejemplo, requiere una respuesta inmunitaria mejorada. Las células 
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inmunorreactivas del contenido dado a conocer actualmente pueden ser células del linaje linfoide. El linaje linfoide, 
que comprende células B, T y linfocitos citolíticos naturales (NK), prevé la producción de anticuerpos, regulación del 
sistema inmunitario celular, detección de agentes exógenos en la sangre, detección de células ajenas al huésped, y 
similares. Los ejemplos no limitativos de células del linaje linfoide incluyen células T, linfocitos citolíticos naturales 
(NK), linfocitos T citotóxicos (CTL), células T reguladoras, células madre embrionarias y células madre pluripotentes 5
(por ejemplo, las que pueden diferenciarse de las células linfoides). Las células T pueden ser linfocitos que maduran 
en el timo y son responsables principalmente de la inmunidad mediada por células. Las células T se implican en el 
sistema inmunitario adaptativo. Las células T del contenido dado a conocer actualmente puede ser cualquier tipo de 
células T, incluyendo, pero sin limitarse a, células T auxiliares, células T citotóxicas, células T de memoria 
(incluyendo células T de memoria central, células T de memoria similares a células madre (o células T de memoria 10
similares a tallo), y dos tipos de células T de memoria efectoras: por ejemplo, células TEM y células TEMRA), células T 
reguladoras (también conocidas como células T supresoras), linfocitos T citolíticos naturales, células T invariantes 
asociadas a mucosas, y células T . En algunas realizaciones, las células T que expresan CAR expresan Foxp3 
para lograr y mantener un fenotipo regulador T. Los linfocitos citolíticos naturales (NK) pueden ser linfocitos que son 
parte de la inmunidad mediada por células y actúan durante la respuesta inmunitaria innata. Los linfocitos citolíticos 15
naturales no requieren activación previa para realizar su efecto citotóxico en células diana. Las células T citotóxicas 
(CTL o linfocitos T citolíticos) son un subconjunto de linfocitos T que pueden inducir la muerte de células tumorales o 
somáticas infectadas.

Las células inmunorreactivas del contenido dado a conocer actualmente pueden expresar un dominio de unión a 
antígeno extracelular (por ejemplo, un scFV humano, un Fab que se reticula opcionalmente o un F(ab)2) que se une 20
específicamente a mesotelina humana, para el tratamiento o la prevención de una neoplasia. Tales células 
inmunorreactivas pueden administrarse a un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano) que lo necesita para el 
tratamiento o la prevención de un tumor sólido (por ejemplo, mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, 
cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de colon, tumor pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer 
gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de endometrio, cáncer de estómago y/o colangiocarcinoma). 25
En una realización, la célula inmunorreactiva es una célula T. La célula T puede ser una célula T CD4+ o una célula 
T CD8+. En una realización, la célula T es una célula T CD4+.

Una célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente puede comprender además al menos un ligando 
coestimulador exógeno, de manera que la célula inmunorreactiva coexpresa o se induce a coexpresar de manear 
exógena el CAR específico de mesotelina y el al menos un ligando coestimulador exógeno. La interacción entre el 30
CAR específico de mesotelina y al menos un ligando coestimulador proporciona una señal no específica de antígeno 
importante para la activación completa de una célula inmunorreactiva (por ejemplo, célula T). Los ligandos 
coestimuladores incluyen, sin limitación, miembros de la superfamilia de factores de necrosis tumoral (TNF), y 
ligandos de la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig). El TNF es una citocina implicada en la inflamación sistémica y 
estimula la reacción de fase aguda. Su principal papel está en la regulación de células inmunitarias. Los miembros 35
de la superfamilia de TNF comparten varias características comunes. La mayoría de los miembros de la superfamilia 
de TNF se sintetizan como proteínas transmembrana de tipo II (extremo C-terminal extracelular) que contienen un 
segmento citoplásmico corto y una región extracelular relativamente larga. Los miembros de la superfamilia de la 
TNF incluyen, sin limitación, factor de crecimiento nervioso (NGF), CD40L (CD40L)/CD154, CD137L/4-1BBL, TNF-�,
CD134L/OX40L/CD252, CD27L/CD70, ligando de Fas (FasL), CD30L/CD153, factor de necrosis tumoral beta 40
(TNF�)/linfotoxina alfa (LT�), linfotoxina beta (LT�), factor de activación de células CD257/B
(BAFF)/Blys/THANK/Tall-1, ligando de los receptores de TNF inducidos por glucocorticoides (GITRL, y ligando que 
induce la apoptosis relacionada con TNF (TRAIL), LIGHT (TNFSF14). La superfamilia de inmunoglobulinas (Ig) es 
un gran grupo de proteínas de la superficie celular y solubles que se implican en los procesos de reconocimiento, 
unión o adhesión de células. Estas proteínas comparten características estructurales con las inmunoglobulinas –45
poseen un dominio de inmunoglobulina (pliegue). Los ligandos de la superfamilia de las inmunoglobulinas incluyen, 
sin limitación, CD80 y CD86, ambos ligandos para CD28, PD-L1/(B7-H1) que son ligandos para PD-1.

En algunas realizaciones, el al menos un ligando coestimulador se selecciona del grupo que consiste en 4-1BBL, 
CD80, CD86, CD70, OX40L, CD48, TNFRSF14, PD-L1, y combinaciones de los mismos. En una realización, el 
ligando coestimulador es 4-1BBL. En una realización no limitativa, una célula inmunorreactiva coexpresa M28z y 4-50
1BBL, por ejemplo, M28z+4-1BBL tal como se muestra en las figuras 24C y 24D. 4-1BBL puede unirse de manera 
covalente al extremo 5’-terminal del dominio de unión a antígeno extracelular de M28z, tal como se muestra en la 
figura 24D. Alternativamente, 4-1BBL puede unirse de manera covalente al extremo 3’-terminal del dominio 
intracelular de M28z, tal como se muestra en la figura 24C.

Un polipéptido OX40L puede tener una secuencia de aminoácidos que es al menos aproximadamente el 85%, 55
aproximadamente el 90%, aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, 
aproximadamente el 98%, aproximadamente el 99% o el 100% homóloga a la secuencia que tiene un n.º de 
referencia de NCBI: BAB18304 o NP_003317 (SEQ ID NO: 35), o fragmentos de la misma, y/o puede comprender 
opcionalmente hasta una o hasta dos o hasta tres sustituciones conservadoras de aminoácidos.

SEQ ID NO: 35 se proporciona a continuación:60
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Según el contenido dado a conocer actualmente, una “molécula de ácido nucleico OX40L” se refiere a un 
polinucleótido que codifica para un polipéptido OX40L.

Además, una célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente puede comprender además al menos una citocina 
exógena, de manera que la célula inmunorreactiva coexpresa o se induce para coexpresar de manera exógena el 5
CAR específico de mesotelina y la al menos una citocina. En algunas realizaciones, la al menos una citocina se 
selecciona del grupo que consiste en IL-2, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11, IL-12, IL-15, IL-17 e IL-21. En una realización, la 
citocina es IL-12. En una realización no limitativa, una célula inmunorreactiva coexpresa M28z e IL-12, por ejemplo,
M28z+IL-12 tal como se muestra en la figura 24E. IL-12 puede unirse de manera covalente al extremo 3’-terminal del 
dominio intracelular de M28z.10

Adicionalmente, las células inmunorreactivas pueden expresar un segundo CAR que se une a un antígeno diferente 
que la mesotelina humana. Los CAR que pueden usarse como un segundo CAR en combinación con el CAR 
específico de mesotelina en el contenido dado a conocer actualmente incluyen los descritos en Sadelain, et al., “The 
Basic Principles of Chimeric Antigen Receptor Design” Cancer Discovery, OF1-11, (2013), Chicaybam, et al., (2011), 
Brentjens et al. Nature Medicine 9:279- 286 (2003), y el documento U.S. 7.446.190, por ejemplo, CAR dirigidos a 15
CD19 (véanse los documentos U.S. 7.446.190; U.S. 2013/0071414,), CAR dirigidos a HER2 (véase Ahmed, et al., 
Clin Cancer Res., 2010), CAR dirigidos a MUC16 (véase Chekmasova, et al., 2011), CAR dirigidos a antígeno de 
membrana específico de próstata (PSMA) (por ejemplo, Zhong, et al., Molecular Therapy, 18(2):413-420 (2010). Las 
células inmunorreactivas que expresan dos o más receptores de reconocimiento de antígenos (por ejemplo, CAR) se 
describen en el documento WO 2014/055668.20

El antígeno puede ser un antígeno tumoral o patógeno. Cualquier antígeno tumoral adecuado (péptido antigénico) es 
adecuado para su uso en las realizaciones relacionadas con tumores descritas en el presente documento. Las 
fuentes de antígeno tumoral incluyen, pero no se limitan a proteínas cancerosas. El antígeno puede expresarse 
como un péptido o como una proteína intacta o porción de la misma. La proteína intacta o una porción de la misma 
puede ser nativa o mutagenizada. Los antígenos adecuados incluyen, pero no se limitan a, antígeno de membrana 25
específico de próstata (PSMA) y antígeno de células madre de próstata (PCSA). En algunas realizaciones, el 
antígeno tumoral puede ser anhidrasa carbónica IX (CA1X), antígeno carcinoembrionario (CEA), CD5, CD7, CD10, 
CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD34, CD38, CD41, CD44, CD49f, CD56, CD74, CD123, CD133, CD138, un 
antígeno de una célula infectada por citomegalovirus (CMV) (por ejemplo, un antígeno de la superficie celular), 
glicoproteína 2 epitelial (EGP 2), glicoproteína 40 epitelial (EGP-40), molécula de adhesión celular epitelial (EpCAM), 30
tirosina-proteína cinasas receptoras erb- B2,3,4, proteína de unión a folatos (FBP), receptor de acetilcolina fetal 
(AChR), receptor a de folatos, gangliósido G2 (GD2), gangliósido G3 (GD3), receptor 2 de factor de crecimiento 
epidérmico humano (HER-2), telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT), subunidad alfa 2 del receptor de 
interleucina 13 (IL-13R�2), cadena ligera κ, receptor de dominio de inserto de cinasa (KDR), Lewis A (CA19.9), 
Lewis Y (LeY), molécula de adhesión celular L1 (L1CAM), familia A de antígenos de melanoma, 1 (MAGE-AI), 35
mucina 16 (Muc-16), mucina 1 (Muc-1), ligandos de NKG2D, antígeno de cáncer de testículo NY-ESO-1, antígeno 
oncofetal (h5T4), antígeno de células madre de próstata (PSCA), antígeno de membrana específico de próstata 
(PSMA), glicoproteína 72 asociada a tumor (TAG-72), factor de crecimiento endotelial vascular R2 (VEGF-R2), 
proteína tumoral de Wilms (WT-1), receptor transmembrana de tirosina-proteína cinasa de tipo 1 (ROR1), o una 
combinación de los mismos.40

Los antígenos patógenos adecuados para su uso en el tratamiento de infección por patógenos u otra enfermedad 
infecciosa, por ejemplo, en un sujeto inmunodeprimido incluyen, sin limitación, antígenos virales presentes en 
citomegalovirus (CMV), virus de Epstein Barr (VEB), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y virus de la gripe. 
Las células inmunorreactivas que incluyen un segundo CAR que selecciona como diana un antígeno viral puede 
usarse para tratar enfermedades virales. En una realización no limitativa, el CAR dirigido a mesotelina dado a 45
conocer actualmente y un segundo CAR que se une a un antígeno CMV se coexpresan en las células 
inmunorreactivas (por ejemplo, linfocitos T citotóxicos) puede usarse para tratar CMV.

Los linfocitos humanos específicos de mesotelina o dirigidos a mesotelina que pueden usarse en los métodos del 
contenido dado a conocer actualmente incluyen, sin limitación, linfocitos donadores periféricos, por ejemplo, los 
dados a conocer en Sadelain, M., et al. 2003 Nat Rev Cancer 3:35-45 (que da a conocer linfocitos donadores 50
periféricos modificados genéticamente para expresar CAR), en Morgan, R.A., et al. 2006 Science 314:126-129 (que 
da a conocer linfocitos donadores periféricos modificados genéticamente para expresar un complejo antígeno 
tumoral de longitud completa-receptor de células de T de reconocimiento que comprende el heterodímero � y �), en
Panelli, M.C., et al. 2000 J Immunol 164:495-504; Panelli, M.C., et al. 2000 J Immunol 164:4382-4392 (que da a 
conocer cultivos de linfocitos derivados de linfocitos infiltrantes tumorales (TIL) en biopsias tumorales), y en Dupont, 55
J., et al. 2005 Cancer Res 65:5417-5427; Papanicolaou, G.A., et al. 2003 Blood 102:2498-2505 (que da a conocer 
leucocitos de sangre periférica específicos de antígeno expandidos in vitro de manera selectiva que emplean células 
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presentadoras de antígeno artificiales (AAPC) o células dendríticas pulsadas). Las células inmunorreactivas (por 
ejemplo, células T) pueden ser autólogas, no autólogas (por ejemplo, alogénicas), o derivadas in vitro a partir de 
células progenitoras o madre modificadas por ingeniería.

Los ensayos pueden usarse para comparar la influencia de la señalización coestimuladora sobre la mejora de la 
proliferación de células T transducidas por MSLN-CAR, la función efectora y la acumulación tras la estimulación de 5
antígeno repetida (semanal). Los linfocitos de sangre periférica (PBL) pueden recogerse de voluntarios sanos bajo 
un protocolo aprobado por IRB y transducirse. La eficiencia de transferencia de genes puede monitorizarse por 
análisis mediante FACS para cuantificar la fracción de células T GFP+ (transducidas) y/o por PCR cuantitativa. 
Usando un sistema de cultivo conjunto bien establecido,16,25,98 puede determinarse si las AAPC de fibroblastos que 
expresan MSLN (frente a controles de MSLN) dirigen la liberación de citocinas de las células T transducidas (ensayo 10
LUMINEX de sobrenadante celular para IL-2, IL-4, IL-10, IFN-, TNF-� y GM-CSF), proliferación de células T (por 
marcaje con CFSE) y supervivencia de células T (por tinción con anexina V). Puede evaluarse la influencia de CD80 
y/o 4-1BBL en la supervivencia, proliferación y eficacia de las células T. Las células T pueden exponerse a 
estimulación repetida por células diana MSLN+ y determinar si la proliferación de células T y la respuesta a las 
citocinas se mantuvieron similares o disminuyeron con la estimulación repetida. Los constructos de CAR Mz, M28z, 15
MBBz, M28z+4-1BBL y M28z-IL-12 pueden compararse juntos en condiciones estrictamente equivalentes. Los 
ensayos de citotoxicidad con múltiples razones E:D pueden realizarse usando ensayos de liberación de cromo. El 
análisis estadístico puede realizarse opcionalmente con ANNOVA de 2 vías, seguido por procedimientos de 
comparación múltiple por parejas, en el que los datos pueden expresarse como media ± EEM. Los subtipos de 
células T CD4 y CD8 (efectoras activadas, de memoria central, de memoria efectora) pueden identificarse para 20
determinar qué condiciones favorecen el mantenimiento o la expansión del fenotipo de la memoria central.

En un ejemplo no limitativo, en dos o más ratones cada uno con y sin tumores de TNBC que expresan MSLN de la 
misma línea celular, células T transducidas (Mz/M28z/MBBz/M28z+4-1BBL) y no transducidas pueden inyectarse por 
vía sistémica mediante inyección en la vena de la cola. Antes de la administración, las células T pueden marcarse 
con CFSE, transducirse con luciferasa de Gaussia y cuantificarse para su emisión. A las 24 h y 7, 40 y 70 días, el 25
tráfico de células T y la persistencia en el MET puede evaluarse mediante BLI para las células T y la citometría de 
del tumor recogido de ratones sacrificados (4 ratones en cada punto de tiempo), y puede confirmarse adicionalmente 
mediante análisis de IHC. Para determinar la influencia específica de la expresión de MSLN en el tráfico de células 
T, pueden inyectarse los ratones con un número igual de células tumorales que expresan MSLN en la almohadilla 
mamaria derecha y células tumorales negativas para MSLN en la almohadilla mamaria izquierda, y pueden 30
administrarse células T por vía sistémica Los ratones con TNBC positivo a obtención de imágenes pueden 
inyectarse con una mezcla 1:1 de células T no transducidas y dirigidas por vía sistémica. Las células T no 
transducidas pueden marcarse con luciferasa de Click Beetle, y las células T dirigidas pueden marcarse con 
luciferasa de Gaussia y seguir con BLI para caracterizar su farmacodinámica en relación con las células de TNBC 
MSLN+. La persistencia y proliferación de células T puede distinguir por el marcado con CFSE de las células T, 35
determinado por citometría de flujo después de que se sacrifican los ratones.

En un ejemplo no limitativo, para estudiar la especificidad y la eficacia de las células T dirigidas, SMRP y ratones 
positivos a obtención de imágenes con TNBC metastásico (o bien enfermedad metastásica pleural o bien 
enfermedad metastásica sistémica) pueden dividirse en 4 grupos de 36 ratones cada uno. Los ratones pueden 
tratarse con células T de control administradas por vía sistémica (grupo 1) o por vía intrapleural (grupo 2) o con 40
células T dirigidas a MSLN administradas por vía sistémica (grupo 3) o por vía intrapleural (grupo 4). Las células T 
de control pueden transducirse con vectores hrGFP. Pueden administrarse células T en dosis de 1 millón de células 
a 5 millones de células. La carga tumoral puede monitorizarse mediante BLI en serie y midiendo SMRP, además de 
la monitorización para determinar la pérdida de peso y la caquexia. Pueden sacrificarse tres ratones de cada grupo a 
los 7, 21, 40 y 70 días después de la administración de células T para el examen histológico y análisis de IHC. El 45
tejido recogido puede analizarse mediante citometría de flujo para determinar la persistencia de las células T 
específicas y el fenotipo. Los parámetros de evaluación de la eficacia de la terapia con células T son la carga 
tumoral que puede evaluarse por el número y la distribución de los nódulos tumorales (en la cavidad pleural = peso 
medio de la pared torácica de la enfermedad/ratones tratados - peso medio de la pared torácica de los ratones 
control), número y carga de metástasis en ganglios linfáticos, niveles séricos de SMRP, carga tumoral 50
micrometastásica en órganos sólidos tal como se detecta mediante citometría de flujo y supervivencia a largo plazo 
de los ratones. La mediana de supervivencia y las curvas de supervivencia de cada grupo de ratones pueden 
monitorizarse y medirse en un experimento paralelo de 12 ratones por grupo.

En determinadas realizaciones, una célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente (por ejemplo, célula T) 
expresa desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 4, desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 55
4, desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 4, desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 2, 
desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 3, o desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 3 
números de copias de vectores/célula de un CAR específico de mesotelina dado a conocer actualmente. Por 
ejemplo, una célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente (por ejemplo, célula T) expresa aproximadamente 
1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, o aproximadamente 4 números de copias de vectores/célula del CAR 60
específico de mesotelina. En una realización no limitativa, una célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente 
(por ejemplo, célula T) expresa desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 4 números de copias de 
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vectores/célula de un CAR específico de mesotelina dado a conocer actualmente. En determinadas realizaciones, la 
citotoxicidad y la producción de citocinas de la célula inmunorreactiva (por ejemplo, célula T) son proporcionales al 
nivel de expresión del CAR específico de mesotelina en la célula. Por ejemplo, cuanto mayor es el nivel de expresión 
de CAR en una célula inmunorreactiva, mayor la citotoxicidad y producción de citocinas que presenta la célula 
inmunorreactiva. Una célula inmunorreactiva (por ejemplo, célula T) que tiene un alto nivel de expresión de CAR de 5
mesotelina puede inducir producción o secreción de citocinas específica de antígenos y/o presentar citotoxicidad a 
un tejido o una célula que tiene una bajo nivel de expresión de mesotelina, por ejemplo, aproximadamente 2.000 o 
menos, aproximadamente 1.000 o menos, aproximadamente 900 o menos, aproximadamente 800 o menos, 
aproximadamente 700 o menos, aproximadamente 600 o menos, aproximadamente 500 o menos, aproximadamente 
400 o menos, aproximadamente 300 o menos, aproximadamente 200 o menos, aproximadamente 100 o menos de 10
sitios de unión a mesotelina/célula. Véanse, por ejemplo, los ejemplos 4 y 5. Adicional o alternativamente, la 
citotoxicidad y producción de citocinas de una célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente (por ejemplo,
célula T) son proporcionales al nivel de expresión de mesotelina humana en un tejido diana o una célula diana. Por 
ejemplo, cuanto mayor es el nivel de expresión de mesotelina humana en la diana, mayor la citotoxicidad y 
producción de citocinas que presenta la célula inmunorreactiva. Véase, por ejemplo, el ejemplo 5.15

En determinadas realizaciones, las células diana son células que expresan MSLN heterogéneas, que son una 
población de células que comprende células con baja expresión de MSLN y células con alta expresión de MSLN. La 
célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente puede presentar citotoxicidad y actividad antitumoral 
aumentadas a células con baja expresión de MSLN (por ejemplo, aproximadamente 2.000 o menos, 
aproximadamente 1.000 o menos, aproximadamente 900 o menos, aproximadamente 800 o menos, 20
aproximadamente 700 o menos, aproximadamente 600 o menos, aproximadamente 500 o menos, aproximadamente 
400 o menos, aproximadamente 300 o menos, aproximadamente 200 o menos, o aproximadamente 100 o menos 
sitios de unión a MSLN/célula) en presencia de células con alta expresión de MSLN. Véase, por ejemplo, el ejemplo 
2. En determinadas realizaciones, incluso en presencia de células con alta expresión de MSLN, la célula 
inmunorreactiva no presenta citotoxicidad aumentada o destrucción no específicas de células negativas a MSLN. 25
Por tanto, la célula inmunorreactiva puede presentar citotoxicidad y actividad antitumoral aumentadas a células con 
baja expresión de MSLN en presencia de células con alta expresión de MSLN mientras que retiene la seguridad 
para células negativas a MSLN.

En determinadas realizaciones, la célula inmunorreactiva puede expresar una o más moléculas de adhesión, que 
pueden aumentar la avidez del CAR específico de MSLN, especialmente cuando el CAR es un CAR de baja 30
afinidad. Los ejemplos no limitativos de moléculas de adhesión incluyen CD2 y VLA-4. CD2 expresado en la célula 
inmunorreactiva puede unirse a CD58 expresado en una célula diana (por ejemplo, una célula cancerosa). VLA-4 
expresado en la célula inmunorreactiva puede unirse a VCAM-1 en una célula diana (por ejemplo, una célula 
cancerosa).

La fuente no purificada de CTL puede ser cualquiera conocida en la técnica, tal como la médula ósea, una fuente de 35
células hematopoyéticas fetales, de neonato o de adulto u otra, por ejemplo, hígado fetal, sangre periférica o sangre 
del cordón umbilical. Pueden emplearse diversas técnicas para separar las células. Por ejemplo, los métodos de 
selección negativa pueden eliminar inicialmente los no CTL. Los AcM son particularmente útiles para identificar 
marcadores asociados con linajes celulares particulares y/o fases de diferenciación para selecciones tanto positivas 
como negativas.40

Una gran proporción de células diferenciadas terminalmente puede eliminarse inicialmente mediante una separación 
relativamente en bruto. Por ejemplo, las separaciones de perlas magnéticas pueden usarse inicialmente para retirar 
grandes cantidades de células irrelevantes. Preferiblemente, al menos aproximadamente el 80%, habitualmente al 
menos el 70% de las células hematopoyéticas totales se eliminarán antes del aislamiento celular.

Los procedimientos para la separación incluyen, pero no se limitan a, centrifugación en gradiente de densidad; 45
reposicionamiento; acoplamiento a partículas que modifican la densidad celular; separación magnética con perlas 
magnéticas recubiertas de anticuerpos; cromatografía de afinidad; agentes citotóxicos unidos a o utilizados junto con 
un AcM, que incluyen, pero no se limitan a, complemento y citotoxinas; y cribado con anticuerpo unido a una matriz 
sólida, por ejemplo, una placa, un chip, elutriación o cualquier otra técnica conveniente.

Las técnicas para la separación y el análisis incluyen, pero no se limitan a, citometría de flujo, que puede tener 50
diversos grados de sofisticación, por ejemplo, una pluralidad de canales de color, canales de detección de dispersión 
de luz de ángulo bajo y obtuso, canales de impedancia.

Las células pueden seleccionarse contra células muertas, empleando tintes asociados con células muertas tales 
como yoduro de propidio (PI). Preferiblemente, las células se recogen en un medio que comprende suero de ternero 
fetal (SBF) al 2% o de albúmina de suero bovino (BSA) al 0,2% o cualquier otro medio isotónico adecuado, 55
preferiblemente estéril.

IV. Vectores

La modificación genética de las células inmunorreactivas (por ejemplo, células T, células CTL, linfocitos citolíticos 

E15803100
14-05-2020ES 2 791 953 T3

 



36

naturales) puede lograrse transduciendo una composición celular sustancialmente homogénea con un constructo de 
ADN o ARN recombinante. En una realización, el vector es un vector retroviral (por ejemplo, gammarretroviral o 
lentiviral) se emplea para la introducción del constructo de ADN o ARN en el genoma de la célula huésped. Por 
ejemplo, un polinucleótido que codifica para el CAR específico de mesotelina puede clonarse en un vector retroviral 
y la expresión puede dirigirse desde su promotor endógeno, desde la repetición terminal larga retroviral o desde un 5
promotor interno alternativo.

También pueden usarse vectores no virales o ARN. Puede usarse integración cromosómica aleatoria o integración 
dirigida (por ejemplo, usando una nucleasa, nucleasas efectoras de tipo activador de transcripción (TALEN), 
nucleasas de dedo de zinc (ZFN) y/o repeticiones palindrómicas cortas agrupadas regularmente interespaciadas 
(CRISPR) o expresión transgénica (por ejemplo, usando un ARN natural o modificado químicamente).10

Para la modificación genética inicial de las células para proporcionar células específicas de mesotelina, se emplea 
generalmente un vector retroviral para la transducción, sin embargo, puede usarse cualquier otro vector viral 
adecuado o sistema de administración no viral. Para la modificación genética posterior de las células para 
proporcionar células que comprenden un complejo presentador de antígeno que comprende al menos dos ligandos 
coestimuladores, la transferencia génica retroviral (transducción) también demuestra ser eficaz. Las combinaciones 15
de un vector retroviral y una línea de envasado apropiada también son adecuadas, en las que las proteínas de la 
cápside serán funcionales para infectar células humanas. Se conocen diversas líneas celulares productoras de virus 
anfotrópicos, incluyendo, pero sin limitarse a, PA12 (Miller, et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:431-437); PA317 (Miller, et
al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6:2895-2902); y CRIP (Danos, et al. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6460-6464). Las 
partículas no anfotrópicas también son adecuadas, por ejemplo, partículas seudotipadas con envoltura de VSVG, 20
RD114 o GALV y cualquier otra conocida en la técnica.

Los posibles métodos de transducción también incluyen el cultivo conjunto directo de las células con células 
productoras, por ejemplo, mediante el método de Bregni, et al. (1992) Blood 80:1418-1422, o cultivar con 
sobrenadante viral solo o reservas de vectores concentrados con o sin factores de crecimiento y policationes 
apropiados, por ejemplo, mediante el método de Xu, et al. (1994) Exp. Hemat. 22:223-230; y Hughes, et al. (1992) J. 25
Clin. Invest. 89:1817.

Pueden usarse vectores virales transductores para expresar un ligando coestimulador (por ejemplo, 4-1BBL e IL-12) 
en una célula inmunorreactiva. Preferiblemente, el vector elegido presenta una alta eficiencia de infección y una 
integración y expresión estables (véase, por ejemplo, Cayouette et al., Human Gene Therapy 8:423-430, 1997; Kido 
et al., Current Eye Research 15:833-844, 1996; Bloomer et al., Journal of Virology 71:6641-6649, 1997; Naldini et al., 30
Science 272:263 267, 1996; y Miyoshi et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:10319, 1997). Otros vectores virales 
que pueden usarse incluyen, por ejemplo, vectores virales adenovirales, lentivirales y adenoasociados, virus de la 
vaccinia, un virus del papiloma bovino o un virus del herpes, tal como el virus de Epstein-Barr (véanse también, por 
ejemplo, los vectores de Miller, Human Gene Therapy 15-14, 1990; Friedman, Science 244:1275-1281, 1989; Eglitis 
et al., BioTechniques 6:608-614, 1988; Tolstoshev et al., Current Opinion in Biotechnology 1:55-61, 1990; Sharp, The 35
Lancet 337:1277-1278, 1991; Cornetta et al., Nucleic Acid Research and Molecular Biology 36:311-322, 1987; 
Anderson, Science 226:401-409, 1984; Moen, Blood Cells 17:407-416, 1991; Miller et al., Biotechnology 7:980-990, 
1989; Le Gal La Salle et al., Science 259:988-990, 1993; y Johnson, Chest 107:77S- 83S, 1995). Los vectores 
retrovirales están particularmente bien desarrollados y se han usado en ámbitos clínicos (Rosenberg et al., N. Engl. 
J. Med 323:370, 1990; Anderson et al., patente estadounidense n.º 5.399.346).40

En un ejemplo no limitativo, un vector que codifica para un CAR dirigido a MSLN dado a conocer actualmente es un 
vector retroviral, por ejemplo, un vector retroviral SGF , que es un vector retroviral basado en leucemia murina de 
Moloney, tal como un vector retroviral SGF  que codifica para M28z tal como se muestra en las figuras 24A y 26. La 
secuencia de nucleótidos del ADN del plásmido de SFG-ICAS9-P2A-M28z se expone en SEQ ID NO: 36, que se 
proporciona a continuación:45
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Un vector retroviral SGF  que codifica para M28z puede construirse insertando dos fragmentos de ADN en un 
NotI/BglII de 6,7 kb de la estructura principal de SFG. La estructura principal codifica para lo siguiente: (1) el vector 
retroviral SGF  completo excepto para una región que abarca el SA y 5’UTR del ARNm que codifica para la env. de 
Mo-MLV; (2) el CDS del dominio de señalización de CD28 humano fusionado al dominio de señalización de CD3 5
humano.

El fragmento de ADN 1 puede ser un fragmento de BglII/BspEI de 1,5 kb derivado del constructo de plásmido SFG-
iCAS9-41BBL-NY28z. Este fragmento codifica para una región que abarca el SA y 5'UTR del ARNm que codifica 
para la env. de Mo-MLV fusionado al CDS de iCASP9 que carece de ocho aminoácidos del extremo C-terminal y el 
codón de parada. El CDS de iCASP9 puede derivarse por la síntesis de novo de Blue Heron Bio.10

El fragmento de ADN 2 puede ser un fragmento de BspEI/NotI de 0,89 kb derivado de un producto de PCR de 
0,979 kb. Este fragmento codifica para el CDS C-terminal de iCASP9 (sin el codón de parada) fusionado con scFv 
de secuencia líder_m912 de GSG-P2A-CD8a. Este producto de PCR puede sintetizarse a partir de SFG-TK-2A-
M28z como molde usando los siguientes cebadores:

(1.) Cebador izquierdo de iCASP9-2A:15

(2.) Cebador derecho de CD28: 

La secuencia de aminoácidos de P2A se expone en SEQ ID NO: 39, que se proporciona a continuación:

La secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 39 se expone en SEQ 20
ID NO: 40, que se proporciona a continuación:

El molde de SFG-TK_2A_M28z puede derivarse usando la estructura principal de SFG-Hsvtk_P2A_P28z y la 
secuencia de scFv de secuencia líder_m912 de CD8a en SFG-M28z_ires_hrGFP mediante PCR de extensión 
solapada. La secuencia de scFv de secuencia líder_m912 de CD8a en SFG-M28z_ires_hrGFP puede derivarse 25
mediante la síntesis de novo de Blue Heron Bio usando una tabla de codones de expresión optimizada.

SFG/TK_2A_P28z puede derivarse de SFG/TP28z.3 usando un ligamiento de 3 piezas

(1) un fragmento de BglII/ BssHII de 1462 pb derivado de SFG-TP28z.3 que codifica para una región del 
vector Mo-MLV que contiene el sitio aceptor de corte y empalme fusionado al gen HSV-TK;

(2) un fragmento de BssHII/NotI de 880 pb derivado de un producto de PCR que codifica para el extremo 3’ 30
del gen HSV-TK gene sin el ScFv del péptido señal_J591 del codón de parada_GSG_2A_CD8a ScFv; y
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(3) un fragmento de NotI/BssHII de 6652 pb derivado de SFG-TP28z.3 que codifica para el resto de la 
cadena zeta de CD28 transmembrana del receptor de antígeno quimérico más el residuo de la estructura 
principal del vector retroviral.

El producto de PCR puede amplificarse usando un ADN de plásmido previamente construido que codifica para el 
GSG_P2A_CD28z como molde. Pueden utilizarse los siguientes cebadores:5

(1) HSVTK_ligador_GSG_P2A directo:

y

(2) P28z R inverso: 

SFG-iC9-41BBL-NY28z puede generarse insertando dos fragmentos en una estructura principal de AgeI/NotI de 
6,8 kb derivado de SFG-Hsvtk_2A_P28z: (1) un fragmento AgeI/SacII de 1,7 kb derivado de pUC(-mcs)-CBNI que 10
codifica para el SD de Mo-MLV y 5 'UTR del ARNm de env. fusionados al CDS completo de iCASP9 y el 4-1BBL N-
terminal fusionado en marco con el péptido de escisión gsg_P2A; y (2) un fragmento de SacII/AgeI de 1,5 kb 
derivado de pUC(-mcs)-CBNII que codifica para el CDS de 4-1BBL C-terminal restante fusionado a través de otro 
péptido de escisión GSG_P2A a un scFv que selecciona como diana al antígeno NYESO-1.

Tanto pUC(-mcs)-CBNI como pUC(-mcs)-CBNII pueden obtenerse de Blue Heron Bio y los insertos generados por la 15
síntesis del gen de novo.

También pueden emplearse enfoques no virales para la expresión de una proteína en la célula. Por ejemplo, una 
molécula de ácido nucleico puede introducirse en una célula administrando el ácido nucleico en presencia de 
lipofección (Feigner et al., Proc. Nat!. Acad. Sci. U.S.A. 84:7413, 1987; Ono et al., Neuroscience Letters 17:259, 
1990; Brigham et al., Am. J. Med. Sci. 298:278, 1989; Staubinger et al., Methods in Enzymology 101:512, 1983), 20
asialoorosomucoid-polylysine conjugation (Wu et al., Journal of Biological Chemistry 263:14621 , 1988; Wu et al., 
Journal de Biological Chemistry 264:16985, 1989), o por microinyección en condiciones quirúrgicas (Wolff et al., 
Science 247: 1465, 1990) Otros medios no virales para la transferencia génica incluyen la transfección in vitro
usando fosfato de calcio, DEAE dextrano, electroporación y fusión de protoplastos. Los liposomas también pueden 
ser potencialmente beneficiosos para la administración de ADN a una célula. El trasplante de genes normales en los 25
tejidos afectados de un sujeto también puede lograrse transfiriendo un ácido nucleico normal a un tipo de célula que 
puede cultivarse ex vivo (por ejemplo, una célula primaria autóloga o heteróloga o una progenie de la misma), 
después de lo cual la célula (o sus descendientes) se inyectan en un tejido diana o se inyectan por vía sistémica. 
Los receptores recombinantes también pueden derivarse u obtenerse usando transposasas o nucleasas dirigidas 
(por ejemplo, nucleasas de dedos de zinc, meganucleasas o nucleasas TALE). La expresión transitoria puede 30
obtenerse por electroporación de ARN.

La expresión de ADNc para su uso en métodos de terapia con polinucleótidos puede dirigirse desde cualquier 
promotor adecuado (por ejemplo, el citomegalovirus humano (CMV), el virus del simio 40 (VS40) o los promotores 
de metalotioneína), y regulado por cualquier elemento regulador de mamífero o intrón apropiado (por ejemplo, la 
estructura de potenciador/promotor/intrón del factor de elongación 1 �). Por ejemplo, si se desea, los potenciadores35
conocidos por dirigir preferentemente la expresión génica en tipos celulares específicos pueden usarse para dirigir la 
expresión de un ácido nucleico. Los potenciadores usados pueden incluir, sin limitación, los que se caracterizan 
como potenciadores específicos de tejidos o células. De manera alternativa, si se usa un clon genómico como 
constructo terapéutico, la regulación puede mediarse por las secuencias reguladoras relacionadas o, si se desea, 
por secuencias reguladoras derivadas de una fuente heteróloga, incluyendo cualquiera de los promotores o 40
elementos reguladores descritos anteriormente.

Las células resultantes pueden hacerse crecer en condiciones similares a las de las células no modificadas, por lo 
que las células modificadas pueden expandirse y usarse para una variedad de propósitos.

V. Polipéptidos y análogos y polinucleótidos

También se incluyen en el contenido dado a conocer actualmente dominios extracelulares de unión a antígeno que 45
se unen específicamente a la mesotelina humana (por ejemplo, un scFv, tal como un scFv derivado del anticuerpo 
m912, un Fab o un (Fab)2), polipéptidos CD3, CD8, CD28, 4-1BB, 4-1BBL, IL-12, Mz, M28z, MBBz o fragmentos de 
los mismos, y polinucleótidos que codifican para los mismos que se modifican de manera que mejoran su actividad 
antineoplásica cuando se expresan en un célula inmunorreactiva. El contenido dado a conocer actualmente
proporciona métodos para optimizar una secuencia de aminoácidos o una secuencia de ácido nucleico produciendo 50
una alteración en la secuencia. Tales alteraciones pueden comprender determinadas mutaciones, deleciones, 
inserciones o modificaciones postraduccionales. El contenido dado a conocer actualmente comprende además 
análogos de cualquier polipéptido natural del contenido dado a conocer actualmente. Los análogos pueden diferir de 
un polipéptido que se produce de manera natural del contenido dado a conocer actualmente por diferencias de 
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secuencia de aminoácidos, por modificaciones postraduccionales o por ambos. Los análogos del contenido dado a 
conocer actualmente pueden presentar generalmente al menos aproximadamente el 85%, aproximadamente el 90%, 
aproximadamente el 91%, aproximadamente el 92%, aproximadamente el 93%, aproximadamente el 94%, 
aproximadamente el 95%, aproximadamente el 96%, aproximadamente el 97%, aproximadamente el 98 %, 
aproximadamente el 99% o más de identidad con todo o parte de una secuencia de aminoácidos que se produce de 5
manera natural del contenido dado a conocer actualmente. La longitud de la comparación de secuencias es de al 
menos 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100 o más residuos de aminoácidos. Nuevamente, en un enfoque a modo de 
ejemplo para determinar el grado de identidad, puede usarse un programa BLAST, con una puntuación de 
probabilidad entre e-3 y e-100 indicando una secuencia estrechamente relacionada. Las modificaciones comprenden 
derivatización química in vivo e in vitro de polipéptidos, por ejemplo, acetilación, carboxilación, fosforilación o 10
glicosilación; tales modificaciones pueden producirse durante la síntesis o el procesamiento de polipéptidos o 
después del tratamiento con enzimas modificadoras aisladas. Los análogos también pueden diferir de los 
polipéptidos que se producen de manera natural del contenido dado a conocer actualmente por alteraciones en la 
secuencia primaria. Estos incluyen variantes genéticas, tanto naturales como inducidas (por ejemplo, como resultado 
de mutagénesis aleatoria por irradiación o exposición al sulfato de etanometilo o por mutagénesis específica del sitio 15
como se describe en Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2ª ed.), CSH Press, 
1989, o Ausubel et al., mencionado anteriormente). También se incluyen péptidos, moléculas y análogos ciclados 
que contienen residuos distintos de los ácidos de L-amina, por ejemplo, D-aminoácidos o aminoácidos que no se 
producen de manera natural o sintéticos, por ejemplo, aminoácidos beta (�) o gamma ().

Además de los polipéptidos de longitud completa, el contenido dado a conocer actualmente también proporciona 20
fragmentos de uno cualquiera de los polipéptidos o dominios peptídicos del contenido dado a conocer actualmente. 
Un fragmento puede tener al menos 5, 10, 13 ó 15 aminoácidos. En algunas realizaciones, un fragmento tiene al 
menos 20 aminoácidos contiguos, al menos 30 aminoácidos contiguos o al menos 50 aminoácidos contiguos. En 
algunas realizaciones, un fragmento tiene al menos de 60 a 80, 100, 200, 300 o más aminoácidos contiguos. Los 
fragmentos del contenido dado a conocer actualmente pueden generarse mediante métodos conocidos por los 25
expertos habituales en la técnica o pueden ser el resultado del procesamiento normal de proteínas (por ejemplo, la 
eliminación de aminoácidos del polipéptido naciente que no son necesarios para la actividad biológica o la 
eliminación de aminoácidos por corte y empalme de ARNm alternativo o eventos de procesamiento de proteínas 
alternativos).

Los análogos no proteicos tienen una estructura química diseñada para imitar la actividad funcional de una proteína 30
de la invención. Tales análogos se administran según métodos del contenido dado a conocer actualmente. Tales 
análogos pueden exceder la actividad fisiológica del polipéptido original. Los métodos de diseño análogo se conocen 
bien en la técnica, y la síntesis de análogos puede llevarse a cabo según tales métodos modificando las estructuras 
químicas de manera que los análogos resultantes aumenten la actividad antineoplásica del polipéptido original 
cuando se expresa en una célula inmunorreactiva. Estas modificaciones químicas incluyen, pero no se limitan a, 35
sustituir grupos R alternativos y variar el grado de saturación en átomos de carbono específicos de un polipéptido de 
referencia. Los análogos de proteínas pueden ser relativamente resistentes a la degradación in vivo, dando como 
resultado un efecto terapéutico más prolongado tras la administración. Los ensayos para medir la actividad funcional 
incluyen, pero no se limitan a, los descritos en los ejemplos a continuación.

Según el contenido dado a conocer actualmente, los polinucleótidos que codifican para un dominio de unión a 40
antígeno extracelular que se une específicamente a la mesotelina humana (por ejemplo, un scFV (por ejemplo, un 
scFv derivado del anticuerpo m912), un Fab o un (Fab)2), CD3, CD8, CD28, 4-1BB, 4-1BBL, IL-12, Mz, M28z y 
MBBz pueden modificarse mediante optimización de codones. La optimización de codones puede alterar tanto las 
secuencias génicas que se producen de manera natural como las recombinantes para lograr los niveles más altos 
posibles de productividad en cualquier sistema de expresión dado. Los factores que se implican en diferentes fases 45
de la expresión de proteínas incluyen la adaptabilidad del codón, la estructura del ARNm y varios elementos en cis 
en la transcripción y traducción. Cualquier método o tecnología de optimización de codones adecuado que sean 
conocidos por los expertos en la técnica se puede usar para modificar los polinucleótidos del contenido dado a 
conocer actualmente, incluyendo, pero sin limitarse a, OptimumGene™, optimización de Encor y Blue Heron.

En determinadas realizaciones, el dominio de unión a antígeno extracelular de un CAR dado a conocer actualmente 50
es un scFv derivado del anticuerpo m912. La optimización de codones del anticuerpo m912 se realiza en base a 
cuatro algoritmos diferentes (por ejemplo, algoritmos Blue Heron y Encore). Las secuencias de optimización de 
codones obtenidas de los cuatro algoritmos se combinan, y todas los GPC y BAM-H1 se eliminan para una clonación 
óptima. La secuencia de nucleótidos con codones optimizados es aproximadamente el 70% homóloga al scFv del 
m912 original. Para obtener una expresión eficiente en una célula inmunorreactiva (por ejemplo, células T primarias 55
humanas), la secuencia de nucleótidos con codones optimizados se une a una secuencia líder de CD8 humana, por 
ejemplo, un polinucleótido que codifica para la SEQ ID NO: 20. La secuencia líder de CD8 proporciona una escisión 
de señal óptima que precede a la cadena pesada ScFv (QVQL). La optimización de codones optimiza la expresión 
de CAR de mesotelina en una célula inmunorreactiva, por ejemplo, múltiples células T primarias donadoras 
humanas, con buena eficiencia de transducción. Múltiples números de copias de vectores de CAR en múltiples 60
células T donadoras se someten a prueba para determinar la eficacia funcional, la especificidad y la sensibilidad 
frente a múltiples células hematológicas y de cánceres sólidos con expresión variable de mesotelina. El CAR de 
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mesotelina basado en m912 con codones optimizados con un número de copias de vectores de 1-4 (más 
específicamente, aproximadamente 3-4) proporciona una citotoxicidad altamente eficaz contra dianas con alta 
expresión de mesotelina, pero una reactividad mínima contra dianas con baja expresión de mesotelina, es decir, 
tejido normal, que es una característica clave lograda para la seguridad del vector sin comprometer la eficiencia. La 
ingeniería genética innovadora descrita anteriormente en la generación de un CAR de mesotelina específico que es5
reactivo contra las células cancerosas que expresan mesotelina alta mientras evita el tejido normal que expresa 
mesotelina baja es óptimo para su uso como vector clínico para la terapia contra el cáncer al tiempo que garantiza la 
seguridad.

VI. Administración

Los CAR específicos de mesotelina y las células inmunorreactivas que expresan los mismos del contenido dado a 10
conocer actualmente pueden proporcionarse por vía sistémica o directamente a un sujeto para tratar o prevenir una 
neoplasia, una infección por patógenos, enfermedades infecciosas, enfermedades inflamatorias o rechazo de 
injertos. En una realización, los CAR específicos de MSLN y las células inmunorreactivas que expresan los mismos 
se inyectan directamente en un órgano de interés (por ejemplo, un órgano afectado por una neoplasia). 
Alternativamente, los CAR específicos de MSLN y las células inmunorreactivas que expresan los mismos se 15
proporcionan indirectamente al órgano de interés, por ejemplo, mediante administración en el aparato circulatorio 
(por ejemplo, la vasculatura tumoral). Pueden proporcionarse agentes de expansión y diferenciación antes, durante 
o después de la administración de células y composiciones para aumentar la producción de células T in vitro o in 
vivo.

Los CAR específicos de MSLN y las células inmunorreactivas que expresan los mismos del contenido dado a 20
conocer actualmente pueden administrarse en cualquier vehículo fisiológicamente aceptable, normalmente por vía 
intravascular, aunque también pueden introducirse en el hueso u otro sitio conveniente en el que las células puedan 
encontrar un sitio apropiado para la regeneración y diferenciación (por ejemplo, timo). Habitualmente, se 
administrarán al menos 1 x 105 células, llegando eventualmente a 1 x 1010 o más. Una población celular que 
comprende células inmunorreactivas que expresan un CAR específico de MSLN puede comprender una población 25
purificada de células. Los expertos en la técnica pueden determinar fácilmente el porcentaje de células 
inmunorreactivas en una población celular usando diversos métodos bien conocidos, tales como la clasificación 
celular activada por fluorescencia (FACS). Los intervalos de pureza en las poblaciones celulares que comprenden 
células inmunorreactivas modificadas por ingeniería que expresan un CAR específico de MSLN pueden ser de 
desde aproximadamente el 50% hasta aproximadamente el 55%, desde aproximadamente el 55% hasta 30
aproximadamente el 60%, desde aproximadamente el 65% hasta aproximadamente el 70%, desde 
aproximadamente el 70% hasta aproximadamente el 75%, desde aproximadamente el 75% hasta aproximadamente 
el 80%, desde aproximadamente el 80% hasta aproximadamente el 85%; desde aproximadamente el 85% hasta 
aproximadamente el 90%, desde aproximadamente el 90% hasta aproximadamente el 95%, o desde
aproximadamente el 95 hasta aproximadamente el 100%. Los expertos en la técnica pueden ajustar fácilmente las 35
dosificaciones (por ejemplo, una disminución de la pureza puede requerir un aumento de la dosificación). Las células 
inmunorreactivas pueden introducirse por inyección, catéter, o similar. Si se desea, también pueden incluirse 
factores, incluyendo, pero sin limitarse a, interleucinas, por ejemplo, IL-2, IL-3, IL 6, IL-11, IL-7, IL-12, IL-15, IL-21, 
así como las otras interleucinas, los factores estimulantes de colonias, como G-, M- y GM-CSF, interferones, por 
ejemplo, gamma-interferón.40

Las composiciones del contenido dado a conocer actualmente comprenden composiciones farmacéuticas que 
comprenden células inmunorreactivas que expresan un CAR específico de MSLN y un portador farmacéuticamente 
aceptable. La administración puede ser autóloga o no autóloga. Por ejemplo, las células inmunorreactivas que 
expresan un CAR específico de MSLN y las composiciones que comprenden las mismas pueden obtenerse de un 
sujeto y administrarse al mismo sujeto o a un sujeto compatible diferente. Las células T derivadas de sangre 45
periférica del contenido dado a conocer actualmente o su progenie (por ejemplo, derivado in vivo, ex vivo o in vitro) 
puede administrarse a través de inyección localizada, incluyendo administración por catéter, inyección sistémica, 
inyección localizada, inyección intravenosa o administración parenteral. Cuando se administra una composición 
farmacéutica del contenido dado a conocer actualmente (por ejemplo, una composición farmacéutica que 
comprende células inmunorreactivas que expresan un CAR específico de MSLN), se formulará generalmente en una 50
forma inyectable de dosificación unitaria (disolución, suspensión, emulsión).

VII. Formulaciones

Las células inmunorreactivas que expresan un CAR específico de MSLN y las composiciones que comprenden las 
mismas del contenido dado a conocer actualmente pueden proporcionarse de manera conveniente como 
preparaciones líquidas estériles, por ejemplo, disoluciones acuosas isotónicas, suspensiones, emulsiones, 55
dispersiones o composiciones viscosas, que pueden tamponarse a un pH seleccionado. Las preparaciones líquidas 
son normalmente más fáciles de preparar que los geles, otras composiciones viscosas y las composiciones sólidas. 
De manera adicional, las composiciones líquidas son algo más convenientes de administrar, especialmente por 
inyección. Las composiciones viscosas, por otro lado, pueden formularse dentro del intervalo de viscosidad 
apropiado para proporcionar periodos de contacto más largos con tejidos específicos. Las composiciones líquidas o 60
viscosas pueden comprender portadores, que pueden ser un disolvente o medio dispersante que contiene, por 
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ejemplo, agua, solución salina, solución salina tamponada con fosfato, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, 
polietilenglicol líquido y similares) y mezclas adecuadas de los mismos.

Pueden prepararse disoluciones inyectables estériles incorporando las composiciones que comprenden células 
inmunorreactivas que expresan un CAR específico de MSLN del contenido dado a conocer actualmente en la 
cantidad requerida del disolvente apropiado con diversas cantidades de los otros componentes, según se desee. 5
Tales composiciones pueden mezclarse con un portador, diluyente o excipiente adecuado tal como agua estéril, 
solución salina fisiológica, glucosa, dextrosa, o similar. Las composiciones también pueden liofilizarse. Las 
composiciones pueden contener sustancias auxiliares tales como agentes humectantes, dispersantes o 
emulsionantes (por ejemplo, metilcelulosa), agentes de tamponamiento del pH, aditivos gelificantes o mejoradores 
de la viscosidad, conservantes, agentes aromatizantes, colorantes y similares, dependiendo de la vía de 10
administración y la preparación deseada. Pueden consultarse textos habituales, como “REMINGTON’S 
PHARMACEUTICAL SCIENCE", 17ª edición, 1985, incorporado en el presente documento como referencia, puede 
consultarse para preparar preparaciones adecuadas, sin experimentación innecesaria.

Pueden añadirse diversos aditivos que mejoran la estabilidad y la esterilidad de las composiciones, incluyendo 
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. La prevención de la acción de 15
microorganismos puede garantizarse mediante diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, por ejemplo, 
parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, y similares. La absorción prolongada de la forma farmacéutica 
inyectable puede lograrse mediante el uso de agentes que retrasan la absorción, por ejemplo, monoestearato de 
alum inorn y gelatina. Según la presente invención, sin embargo, cualquier vehículo, diluyente o aditivo usado 
tendría que ser compatible con las células inmunorreactivas que expresan un CAR específico de MSLN del 20
contenido dado a conocer actualmente.

Las composiciones pueden ser isotónicas, es decir, pueden tener la misma presión osmótica que la sangre y el 
líquido lagrimal. La isotonicidad deseada de las composiciones del contenido dado a conocer actualmente puede 
lograrse usando cloruro de sodio u otros agentes farmacéuticamente aceptables tales como dextrosa, ácido bórico, 
tartrato de sodio, propilenglicol u otros solutos inorgánicos u orgánicos. El cloruro de sodio se prefiere 25
particularmente para tampones que contienen iones de sodio.

Si se desea, la viscosidad de las composiciones puede mantenerse al nivel seleccionado usando un agente 
espesante farmacéuticamente aceptable. La metilcelulosa puede usarse porque está disponible de forma fácil y 
económica y es fácil trabajar con ella. Otros agentes espesantes adecuados incluyen, por ejemplo, goma xantana, 
carboximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, carbómero, y similares. La concentración del espesante puede depender 30
del agente seleccionado. El punto importante es usar una cantidad que logre la viscosidad seleccionada. 
Obviamente, la elección de portadores adecuados y otros aditivos dependerá de la vía exacta de administración y la 
naturaleza de la forma de dosificación particular, por ejemplo, la forma de dosificación líquida (por ejemplo, si la 
composición se va a formular en una disolución, una suspensión, un gel u otra forma líquida, tal como una forma de 
liberación en el tiempo o una forma introducida en un líquido).35

Los expertos en la técnica reconocerán que los componentes de las composiciones deben seleccionarse para que 
sean químicamente inertes y no afectarán la viabilidad o eficacia de las células inmunorreactivas tal como se 
describe en el contenido dado a conocer actualmente. Esto no presentará ningún problema para los expertos en 
principios químicos y farmacéuticos, o los problemas pueden evitarse fácilmente haciendo referencia a textos 
habituales o mediante experimentos simples (que no impliquen una experimentación innecesaria), a partir de esta 40
divulgación y los documentos citados en el presente documento.

Una consideración relativa al uso terapéutico de las células inmunorreactivas del contenido dado a conocer 
actualmente es la cantidad de células necesarias para logran un efecto óptimo. La cantidad de células que va a 
administrarse variará para el sujeto que se trata. En determinadas realizaciones, desde aproximadamente 104 hasta 
aproximadamente 1010 , por ejemplo, desde aproximadamente 104 hasta aproximadamente 105, desde 45
aproximadamente 104 hasta aproximadamente 106, desde aproximadamente 105 hasta aproximadamente 106, desde 
aproximadamente 106 hasta aproximadamente 107, desde aproximadamente 107 hasta aproximadamente 108, desde 
aproximadamente 108 hasta aproximadamente 109, desde aproximadamente 109 hasta aproximadamente 1010, 
desde aproximadamente 105 hasta aproximadamente 109, o desde aproximadamente 106 hasta aproximadamente 
108 de las células inmunorreactivas dadas a conocer actualmente se administran a un sujeto. Pueden administrarse 50
células más eficaces en números incluso más pequeños. En determinadas realizaciones, al menos 
aproximadamente 1 x 104, al menos aproximadamente 1 x 105, desde aproximadamente 1 x 104 hasta 
aproximadamente 1 x 105 (por ejemplo, aproximadamente 1 x 104, 2 x 104, 3 x 104, 4 x 104, 5 x 104, 6 x 104, 7 x 104, 
8 x 104, 9 x 104 ó 1 x 105), desde aproximadamente 1 x 105 hasta aproximadamente 1 x 106 (por ejemplo, 1 x 105, 2 
x 105, 3 x 105, 4 x 105, 6 x 105, 7 x 105, 8 x 105, 9 x 105 ó 1 x 106), o desde aproximadamente 1 x 106 hasta 55
aproximadamente 1 x 107 (por ejemplo, 1 x 106, 2 x 106, 3 x 106, 4 x 106, 5 x 106, 7 x 106, 8 x 106, 9 x 106 ó 1 x 107) 
de las células inmunorreactivas dadas a conocer actualmente se administran a un sujeto.

En determinadas realizaciones, al menos aproximadamente 1 x 108, aproximadamente 2 x 108, aproximadamente 
3 x 108, aproximadamente 4 x 108, y aproximadamente 5 x 108 de células inmunorreactivas del contenido dado a 
conocer actualmente se administran a un sujeto humano. La determinación precisa de que se consideraría una dosis 60
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eficaz puede basarse en factores individuales para cada sujeto, incluyendo su altura, edad, sexo, peso y estado del 
sujeto particular. Las dosificaciones pueden determinarse fácilmente por los expertos en la técnica a partir de esta 
divulgación y el conocimiento en la técnica.

El experto en la técnica puede determinar fácilmente la cantidad de células y aditivos, vehículos, y/o portador 
opcionales en composiciones y que va a administrarse en métodos del contenido dado a conocer actualmente. 5
Normalmente, cualquier aditivo (además de la(s) célula(s) y/o los agente(s) activo(s)) están presentes en una 
cantidad de desde aproximadamente el 0,001% hasta aproximadamente el 50% en peso) de disolución en solución 
salina tamponada con fosfato, y el principio activo está presente en el orden de microgramos a miligramos, tal como 
desde aproximadamente 0,0001% en peso hasta aproximadamente 5% en peso, desde aproximadamente 0,0001% 
en peso hasta aproximadamente 1% en peso, desde aproximadamente 0,0001% en peso hasta aproximadamente 10
0,05% en peso, desde aproximadamente 0,001% en peso hasta aproximadamente 20% en peso, desde 
aproximadamente 0,01% en peso hasta aproximadamente 10% en peso, o desde aproximadamente 0,05% en peso 
hasta aproximadamente 5% en peso. Para cualquier composición que va a administrarse a un animal o un ser 
humano, y para cualquier método de administración particular, debe determinarse la toxicidad, tal como 
determinando la dosis letal (DL) y DL50 en un modelo animal adecuado, por ejemplo, roedor tal como el ratón; y, la 15
dosificación de la(s) composición/composiciones, la concentración de componentes en la misma y el momento de la 
administración de la(s) composición/composiciones, que desencadenan una respuesta adecuada. Tales 
determinaciones no requieren una experimentación innecesaria a partir del conocimiento del experto en la técnica, 
esta divulgación y los documentos citados en el presente documento. Y, el momento para las administraciones 
secuenciales puede determinarse sin experimentación indebida.20

VIII. Métodos de tratamiento

Microentorno tumoral. Los tumores tienen un microentorno hostil a la respuesta inmunitaria del huésped que implica 
una serie de mecanismos por células malignas para protegerse del reconocimiento y la eliminación inmunitarios. 
Este “microentorno tumoral hostil” comprende una variedad de factores inmunosupresores, incluyendo células T 
CD4+ reguladoras infiltrantes (Treg), células supresoras derivadas de mieloides (MDSC), macrófagos asociados a 25
tumores (TAM), citocinas inmunosupresoras que incluyen IL-10 y TGF-�, y expresión de ligandos dirigidos a
receptores inmunosupresores expresados por células T activadas (CTLA-4 y PD-1). Estos mecanismos de 
inmunosupresión desempeñan un papel en el mantenimiento de la tolerancia y la supresión de respuestas 
inmunitarias inapropiadas, sin embargo, dentro del microentorno tumoral, estos mecanismos impiden una respuesta 
inmunitaria antitumoral eficaz. De manera colectiva, estos factores inmunosupresores pueden inducir una marcada 30
anergia o apoptosis de las células T modificadas con CAR transferidas de manera adoptiva al encontrarse con las 
células tumorales diana.

Desafíos en inmunología tumoral. La inmunidad tumoral eficaz requiere el reconocimiento de los antígenos 
tumorales y la eliminación tumoral sin oposición por las células efectoras inmunitarias. Los antígenos tumorales 
deben contener epítopos peptídicos que son presentados por el tumor y pueden reconocerse por linfocitos T 35
citotóxicos (CTL) específicos. Los CTL cebados deben expandirse a un número suficiente y migrar a sitios 
tumorales, en los que maduran en células efectoras para realizar sus funciones, que se mejoran por células T 
auxiliares y se amortiguan por Treg y macrófagos inhibitorios.

Terapia dirigida con células T con linfocitos T modificados por ingeniería. La ingeniería de células T es una 
estrategia innovadora para resolver potencialmente muchas deficiencias previamente observadas de enfoques 40
inmunoterapéuticos anteriores. Durante el año pasado, los investigadores informaron remisiones completas 
drásticas en recaídas10,11, leucemia resistente al tratamiento químico y melanoma metastásico12-14, obtenido con 
células T autólogas de sangre periférica dirigidas a un antígeno definido (CD19 y NY-ESO-1, respectivamente).

Base teórica de un enfoque genético: la ingeniería celular puede usarse para redirigir células T hacia los antígenos 
tumorales y para mejorar la función de las células T. Un impulso para la modificación genética de células T es el 45
potencial para mejorar la supervivencia y expansión de células T y para compensar la muerte, la anergia e 
inmunosupresión de las células T. El objetivo genético de las células T también puede refinarse para impedir la 
destrucción no deseada de tejidos normales.

Receptores de antígeno quimérico (CAR): las células T específicas de tumores pueden generarse mediante la 
transferencia de genes que codifican para los CAR15-20. Los CAR de segunda generación comprenden un dominio de 50
unión a antígeno tumoral fusionado a un dominio de señalización intracelular que puede activar células T y un 
dominio coestimulador diseñado para aumentar la potencia y persistencia de las células T21 (véase la figura 1). Por 
tanto, el diseño de CAR puede reconciliar el reconocimiento de antígeno con la transducción de señales, dos 
funciones que son llevadas fisiológicamente por dos complejos separados, el heterodímero TCR y el complejo CD3. 
El dominio extracelular de unión al antígeno de los CAR se deriva generalmente de un anticuerpo monoclonal 55
murino (AcM) o de receptores o sus ligandos. Por tanto, el reconocimiento de antígeno no se restringe por 
MHC22,23 y, por tanto, es aplicable a cualquier paciente que exprese el antígeno diana, usando el mismo CAR. La 
unión al antígeno por los CAR desencadena la fosforilación de los motivos activación del inmunorreceptor basado en 
tirosina (ITAM) en el dominio intracelular, iniciando una cascada de señalización requerida para la inducción de la 
citólisis, la secreción de citocinas y la proliferación. Debido a que la restricción de MHC del reconocimiento de 60
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antígenos se evita, la función de las células T dirigidas a CAR no se ve afectada por la regulación por disminución de 
HLA ni por defectos en la maquinaria de procesamiento de antígenos.

Requisitos de células T para la expansión y supervivencia: es necesaria la proliferación de células T específicas de 
tumores ex vivo y es posiblemente deseable in vivo. La proliferación de células T debe ir acompañada de 
supervivencia de células T para permitir la expansión y persistencia absoluta de las células T. Para proliferar en 5
respuesta al antígeno, las células T deben recibir dos señales. Una es proporcionada por el reconocimiento de TCR 
de complejos péptido antigénico/MHC que se presentan en la superficie de células presentadoras de antígeno 
(APCS)19. La otra la proporciona un receptor coestimulador de células T, tal como los receptores de CD28 o 4-1BB. 
Mientras que la actividad citolítica de las células T no requiere coestimulación concomitante, existe la necesidad 
crítica de proporcionar señales coestimuladoras para mantener las funciones antitumorales de las células T 10
transferidas de manera adoptiva, tal como se demostró anteriormente17,21,24-26.

Monitorización inmunitaria: los linfocitos son “fármacos” multifuncionales que presentan de manera dinámica efectos 
de desarrollo después de la infusión. Tras el encuentro con el antígeno, las células T específicas de tumores activan 
y/o liberan una variedad de proteínas que pueden desencadenar la destrucción del tumor, la proliferación de células 
T y el reclutamiento o inmunomodulación de otras células inmunitarias. Por tanto, medir qué proteínas se secretan a 15
partir de qué células, en qué cantidad y en qué punto de tiempo produce profundos conocimientos sobre por qué un 
paciente en particular está respondiendo o no y proporciona retroalimentación crítica para diseñar ensayos más 
eficaces. Estos sistemas de ensayo permitirán comparaciones directas y significativas de los enfoques clínicos y, por 
tanto, ayudarán a diseñar estrategias terapéuticas racionales de próxima generación.

Para el tratamiento, la cantidad administrada es una cantidad eficaz para producir el efecto deseado. Se puede 20
proporcionar una cantidad eficaz en una o una serie de administraciones. Se puede proporcionar una cantidad eficaz 
en bolo o por perfusión continua.

Una “cantidad eficaz” (o “cantidad terapéuticamente eficaz”) es una cantidad suficiente para afectar a un resultado 
clínico beneficioso o deseado tras del tratamiento. Puede administrarse una cantidad eficaz a un sujeto en una o 
más dosis. En términos de tratamiento, una cantidad eficaz es una cantidad que es suficiente para paliar, mejorar, 25
estabilizar, revertir o ralentizar la progresión de la enfermedad, o reducir de otra manera las consecuencias 
patológicas de la enfermedad. La cantidad eficaz se determina generalmente por el médico caso por caso y está 
dentro de la habilidad de un experto en la técnica. Normalmente, se tienen en cuenta varios factores cuando se 
determina una dosificación apropiada para lograr una cantidad eficaz. Estos factores incluyen la edad, el sexo y el 
peso del sujeto, el estado que va a tratarse, la gravedad del estado y la forma y concentración eficaz de las células 30
inmunorreactivas administradas.

Para la inmunoterapia adoptiva con células T específicas de antígeno, normalmente se infunden dosis celulares en 
el intervalo de aproximadamente 106 a aproximadamente 1010 (por ejemplo, aproximadamente 109). Tras la 
administración de las células inmunorreactivas en el sujeto y la diferenciación posterior, se inducen las células 
inmunorreactivas que se dirigen específicamente contra un antígeno específico (por ejemplo, mesotelina humana). 35
La “inducción” de células T puede incluir la inactivación de células T específicas de antígeno, tal como por deleción o 
anergia. La inactivación es particularmente útil para establecer o restablecer la tolerancia tal como en los trastornos 
autoinmunitarios. Las células inmunorreactivas del contenido dado a conocer actualmente pueden administrarse 
mediante cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, administración pleural, 
administración intravenosa, administración subcutánea, administración intranodal, administración intratumoral, 40
administración intratecal, administración intrapleural, administración intraperitoneal y administración directa al timo. 
En una realización, las células inmunorreactivas y las composiciones que las comprenden se administran por vía 
pleural al sujeto que lo necesita.

El contenido dado a conocer actualmente proporciona diversos métodos de uso de las células inmunorreactivas (por 
ejemplo, células T) que expresan un CAR específico de mesotelina. Por ejemplo, el contenido dado a conocer 45
actualmente proporciona métodos de reducción de la carga tumoral en un sujeto. En un ejemplo no limitativo, el 
método de reducción de la carga tumoral comprende administrar una cantidad eficaz de la célula inmunorreactiva 
dada a conocer actualmente al sujeto, induciendo así la muerte de células tumorales en el sujeto. La célula 
inmunorreactiva dada por conocer actualmente puede reducir el número de células tumorales, reducir el tamaño 
tumoral y/o erradicar el tumor en el sujeto. El tumor puede ser un tumor sólido. Los ejemplos no limitativos de tumor 50
sólido incluyen mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de 
colon, tumor pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, 
carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, y colangiocarcinoma.

El contenido dado a conocer actualmente también proporciona métodos de aumento o alargamiento de la 
supervivencia de un sujeto que tiene neoplasia. En un ejemplo no limitativo, el método de aumento o alargamiento 55
de la supervivencia de un sujeto que tiene neoplasia comprende administrar una cantidad eficaz de la célula 
inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto, aumentando o alargando así la supervivencia del sujeto. El 
método puede reducir o erradicar la carga tumoral en el sujeto. De manera adicional, el contenido dado a conocer 
actualmente proporciona métodos para aumentar una respuesta inmunitaria en un sujeto, que comprende 
administrar la célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto. El contenido dado a conocer 60
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actualmente proporciona además métodos para tratar o prevenir una neoplasia en un sujeto, que comprende 
administrar la célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, el término “neoplasia” se refiere a una enfermedad caracterizada por la 
proliferación patológica de una célula o tejido y su posterior migración a o invasión de otros tejidos u órganos. El 
crecimiento de la neoplasia es típicamente incontrolado y progresivo, y se produce en condiciones que no 5
provocarían o provocarían el cese de la multiplicación de las células normales. Las neoplasias pueden afectar a una 
variedad de tipos de células, tejidos u órganos, incluyendo, pero sin limitarse a, un órgano seleccionado del grupo 
que consiste en vejiga, colon, hueso, cerebro, mama, cartílago, glía, esófago, trompa de Falopio, vesícula biliar, 
corazón, intestinos, riñón, hígado, pulmón, ganglio linfático, tejido nervioso, ovarios, pleura, páncreas, próstata, 
músculo esquelético, piel, médula espinal, bazo, estómago, testículos, timo, tiroides, tráquea, tracto urogenital, 10
uréter, uretra, útero y vagina, o un tipo de tejido o célula de los mismos. Las neoplasias incluyen cánceres, tales 
como sarcomas, carcinomas o plasmacitomas (tumor maligno de las células plasmáticas). En una realización, la 
neoplasia es un tumor sólido. La neoplasia puede ser un tumor primario o cáncer primario. Además, la neoplasia 
puede estar en estado metastásico.

Los cánceres cuyo crecimiento puede inhibirse usando las células inmunorreactivas del contenido dado a conocer 15
actualmente comprenden cánceres que responden normalmente a la inmunoterapia. Los ejemplos no limitativos de 
cánceres para el tratamiento incluyen mesotelioma, cáncer de pulmón (por ejemplo, cáncer de pulmón de células no 
pequeñas), cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama (por ejemplo, cáncer de mama metastásico, 
cáncer de mama triple negativo metastásico), cáncer de colon, tumor pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, 
cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de endometrio, cáncer de estómago y 20
colangiocarcinoma. De manera adicional, el contenido dado a conocer actualmente comprende neoplasias malignas 
recurrentes o resistentes al tratamiento cuyo crecimiento puede inhibirse usando las células inmunorreactivas del 
contenido dado a conocer actualmente.

Los ejemplos de otras neoplasias o cánceres que pueden tratarse usando los métodos del contenido dado a conocer 
actualmente incluyen cáncer de hueso, cáncer intestinal, cáncer de hígado, cáncer de piel, cáncer de cabeza o 25
cuello, melanoma (melanoma maligno cutáneo o intraocular), cáncer renal (p. ej., carcinoma de células claras), 
cáncer de garganta, cáncer de próstata (por ejemplo, adenocarcinoma de próstata resistente al tratamiento con 
hormonas), cánceres de sangre (por ejemplo, leucemias, linfomas y mielomas), cáncer uterino, cáncer rectal, cáncer 
de la región anal, cáncer de vejiga, cáncer de cerebro, cáncer de estómago, cáncer testicular, carcinoma de las 
trompas de Falopio, carcinoma del endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de 30
la vulva, leucemias (por ejemplo, leucemia aguda, leucemia linfocítica aguda, leucemia mielocítica aguda, leucemia 
mieloblástica aguda, leucemia promielocítica aguda, leucemia mielomonocítica aguda, leucemia monocítica aguda, 
eritroleucemia aguda, leucemia crónica, leucemia mielocítica crónica, leucemia linfocítica crónica), policitemia vera, 
linfoma (enfermedad de Hodgkin, enfermedad no de Hodgkin), cáncer del intestino delgado, cáncer del sistema 
endocrino, cáncer de la glándula tiroidea, cáncer de la glándula paratiroidea, cáncer de la glándula suprarrenal, 35
sarcoma de tejidos blandos, cáncer de uretra, cáncer de pene, tumores sólidos de la infancia, linfoma linfocítico, 
cáncer de vejiga, cáncer de riñón o uréter, carcinoma de pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), 
linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, glioma del tronco encefálico, adenoma 
pituitario, sarcoma de Kaposi, cáncer epidermoide, cáncer de células escamosas, linfoma de células T, cánceres 
inducidos por el medioambiente, incluyendo los inducidos por amianto, incluyen la macroglobulinemia de 40
Waldenstrom, la enfermedad de la cadena pesada y tumores sólidos como sarcomas y carcinomas (p. ej., 
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, 
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, 
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales, 
adenocarcinoma, carcinoma de glándulas sudoríparas, carcinoma de glándulas sebáceas, carcinoma papilar, 45
adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, hepatoma, 
carcinoma de las vías biliares, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cáncer de cuello 
uterino, cáncer uterino, cáncer testicular, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, 
meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neurinoma del acústico, 
oligodendroglioma, schwannoma, meningioma, melanoma, neuroblastoma y retinoblastoma).50

De manera adicional, el contenido dado a conocer actualmente proporciona métodos de aumento de la producción 
de citocinas que activan el sistema inmunitario en respuesta a una célula cancerosa o un patógeno en un sujeto. En 
un ejemplo no limitativo, el método comprende administrar la célula inmunorreactiva dada a conocer actualmente al 
sujeto. La citocina que activa el sistema inmunitario puede ser factor estimulante de colonias de macrófagos y 
granulocitos (GM-CSF), IFN-�, IFN-�, IFN-, TNF-�, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11, IL-7, IL-12, IL-15, IL-21, factor regulador 55
de interferón factor 7 (IRF7), y combinaciones de los mismos. En determinadas realizaciones, las células 
inmunorreactivas que incluyen un CAR específico de mesotelina del contenido dado a conocer actualmente 
aumentan la producción de GM-CSF, IFN-y y/o TNF-�.

El contenido dado a conocer actualmente proporciona terapias que son particularmente útiles para tratar tumores 
sólidos (por ejemplo, mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, 60
cáncer de colon, tumor pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma 
tímico, carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, y colangiocarcinoma). Los tumores sólidos pueden ser 
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tumores primarios o tumores en estado metastásico. Determinados tumores sólidos son tumores que expresan 
MSLN heterogéneos, por ejemplo, cáncer de mama (por ejemplo, TNBC), cáncer de pulmón, cáncer de ovario, 
cáncer de páncreas, cáncer de esófago, cáncer de colon, cáncer gástrico y mesotelioma pleural maligno (MPM). Las 
células heterogéneas que expresan MSLN (por ejemplo, células tumorales) son una población de células que 
comprende células con baja expresión de MSLN y células con alta expresión de MSLN. La célula inmunorreactiva 5
dada a conocer actualmente puede presentar una citotoxicidad y actividad antitumoral aumentadas para células con 
baja expresión de MSLN (por ejemplo, aproximadamente 2.000 o menos, aproximadamente 1.000 o menos, 
aproximadamente 900 o menos, aproximadamente 800 o menos, aproximadamente 700 o menos, aproximadamente 
600 o menos , aproximadamente 500 o menos, aproximadamente 400 o menos, aproximadamente 300 o menos, 
aproximadamente 200 o menos, o aproximadamente 100 o menos sitios de unión a MSLN/célula), en presencia de 10
células con alta expresión de MSLN. Véase, por ejemplo, el ejemplo 2. En determinadas realizaciones, incluso en 
presencia de células con alta expresión de MSLN, la célula inmunorreactiva no presenta citotoxicidad aumentada o 
destrucción no específica a células negativas para MSLN. Por tanto, la célula inmunorreactiva puede presentar 
citotoxicidad y actividad aumentada antitumoral frente a células con baja expresión de MSLN en presencia de 
células con alta expresión de MSLN, mientras que conserva la seguridad para las células negativas para MSLN.15

Los sujetos humanos adecuados para la terapia comprenden de manera típica dos grupos de tratamiento que 
pueden distinguirse por criterios clínicos. Los sujetos con “enfermedad avanzada” o “alta carga tumoral” son los que 
tienen un tumor clínicamente medible. Un tumor clínicamente medible es uno que puede detectarse en función de la 
masa tumoral (por ejemplo, por palpación, tomografía axial computarizada, ecografía, mamografía o rayos X; los 
marcadores bioquímicos o histopatológicos positivos por sí solos no son suficientes para identificar a esta 20
población). Una composición farmacéutica incorporada en el contenido dado a conocer actualmente se administra a 
estos sujetos para provocar una respuesta antitumoral, con el objetivo de paliar su estado. Idealmente, la reducción 
en la masa tumoral se produce como resultado, pero cualquier mejora clínica constituye un beneficio. La mejora 
clínica comprende un riesgo o tasa de progresión o reducción disminuido en las consecuencias patológicas del 
tumor.25

Un segundo grupo de sujetos adecuados se conoce en la técnica como el “grupo adyuvante”. Estos son individuos 
que han tenido antecedentes de neoplasia, pero que han respondido a otro modo de terapia. La terapia previa puede 
haber incluido, pero no se restringe a, resección quirúrgica, radioterapia y quimioterapia tradicional. Como resultado, 
estos individuos no tienen tumor clínicamente medible. Sin embargo, se sospecha que están en riesgo de progresión 
de la enfermedad, ya sea cerca del sitio del tumor original o por metástasis. Este grupo puede subdividirse 30
adicionalmente en individuos de alto y bajo riesgo. La subdivisión se realiza en función de las características 
observadas antes o después del tratamiento inicial. Estas características se conocen en las técnicas clínicas y se 
definen de manera adecuada para cada neoplasia diferente. Las características típicas de los subgrupos de alto 
riesgo son aquellas en las que el tumor ha invadido los tejidos vecinos, o que muestran afectación de los ganglios 
linfáticos.35

Otro grupo tiene una predisposición genética a la neoplasia, pero aún no ha evidenciado signos clínicos de 
neoplasia. Por ejemplo, las mujeres que dan positivo para una mutación genética asociada con cáncer de mama, 
pero aún en edad fértil, pueden desear recibir uno o más de los fragmentos de unión a antígeno descritos en el 
presente documento en el tratamiento profilácticamente para prevenir la aparición de neoplasia hasta que sea 
adecuado para realizar cirugía preventiva40

Los sujetos pueden tener una forma avanzada de enfermedad, en cuyo caso el objetivo del tratamiento puede incluir 
mitigar o revertir la progresión de la enfermedad y/o mejorar los efectos secundarios. Los sujetos pueden tener 
antecedentes del estado, para el que ya han sido tratados, en cuyo caso el objetivo terapéutico típicamente incluirá 
normalmente una disminución o retraso en el riesgo de recaída.

Además, el contenido dado a conocer actualmente proporciona métodos para tratar sujetos con una infección por 45
patógenos (por ejemplo, infección viral, infección bacteriana, infección fúngica, infección por parásitos o infección por 
protozoos). El contenido dado a conocer actualmente es particularmente útil para mejorar una respuesta inmunitaria 
en un sujeto inmunodeprimido. Las infecciones virales a modo de ejemplo susceptibles de tratamiento usando un 
método de la invención incluyen, pero no se limitan a, citomegalovirus (CMV), virus de Epstein Barr (EBV), virus de 
inmunodeficiencia humana (VIH) e infecciones por virus de la gripe. Por consiguiente, el contenido dado a conocer 50
actualmente proporciona un método para tratar o prevenir una infección por patógenos en un sujeto, comprendiendo 
el método administrar una cantidad eficaz de las células inmunorreactivas que expresan un CAR específico de 
mesotelina del contenido dado a conocer actualmente.

Según el contenido dado a conocer actualmente, los diversos métodos descritos anteriormente pueden comprender 
administrar al menos un agente inmunomodulador. Los ejemplos no limitativos de agentes inmunomoduladores 55
incluyen agentes inmunoestimuladores, agentes de bloqueo inmunitario de punto de control, agentes de radioterapia 
y agentes de quimioterapia. En determinadas realizaciones, el agente inmunomodulador es un agente 
inmunoestimulador. Los ejemplos no limitativos de agentes inmunoestimuladores incluyen IL-12 y anticuerpos
monoclonales coestimuladores agonistas. En una realización, el agente inmunoestimulador es IL-12. En 
determinadas realizaciones, la célula inmunorreactiva del contenido dado a conocer actualmente en combinación 60
con el anticuerpo anti-IL-12 se puede usar para tratar el cáncer de mama (BC), por ejemplo, el cáncer de mama 
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metastásico triple negativo (TNBC). Los ejemplos no limitativos de anticuerpos monoclonales coestimuladores 
agonistas incluyen anticuerpos anti-4-1BB, anticuerpos anti-OX40 y anticuerpos anti-ICOS. En una realización, el 
anticuerpo monoclonal coestimulador agonista es un anticuerpo anti-4-1BB.

Un aspecto esencial del contenido dado a conocer actualmente es no solo generar células T dirigidas a tumores (por 
ejemplo, específicas de mesotelina) para la terapia adoptiva sino mejorar la función de las células T mediante el 5
diseño de receptores de antígeno mejorados y mediante la intervención en el microentorno del huésped mediante 
inmunomodulación usando IL-12. Entre todos los enfoques inmunoterapéuticos, la IL-12, una citocina multifuncional, 
ha sido considerada uno de los enfoques más prometedores para tratar el BC.59-61. IL-12 se considera un regulador 
maestro de la inmunidad adaptativa mediada por células tipo 1, la ruta crítica implicada en las respuestas 
antitumorales62. IL-12 modula las respuestas antitumorales a diversos niveles, incluyendo la polarización de las 10
células T CD4 hacia un fenotipo Th163, refuerzo de las funciones efectoras de células T y linfocitos citolíticos 
naturales64, remodelando la respuesta inmunitaria innata65 y regulando la angiogénesis tumoral66. Las funciones 
inmunomoduladoras y antiangiogénicas de IL-12 han proporcionado la base teórica para usar esta citocina en 
combinación con la célula inmunorreactiva del contenido dado a conocer actualmente para tratar cánceres, por 
ejemplo, BC (por ejemplo, TNBC). Entre 148 ensayos clínicos que incluyen la administración de IL-12 a pacientes 15
con cáncer (36 de los cuales se informaron recientemente), estudios exitosos de fase II con IL-12 intraperitoneal67,68

o subcutáneo69,70 han demostrado que la secreción paracrina de IL-12, generada por transferencia génica, puede 
inducir inmunidad contra el tumor localmente y en un sitio distante. Aunque varios estudios han documentado la 
eficacia anticancerígena de IL-12 en modelos preclínicos de cáncer de mama (BC)59,61,71, la toxicidad significativa 
resultante de la administración de IL-12 humana recombinante observada en varios ensayos clínicos en cánceres 20
avanzados impide su uso clínico. Para superar esta limitación, varios grupos han demostrado que la administración 
intratumoral de IL-12, usando vectores adenovirales, induce regresión tumoral y activación de células T en modelos 
preclínicos de BC72,73. Más recientemente, Sabel et al. utilizaron microesferas de poli(ácido láctico) para liberar IL-12 
en el tumor y encontraron que la respuesta antitumoral estaba mediada principalmente por linfocitos citolíticos 
naturales74. Otros han usado células del estroma mesenquimatoso para administrar localmente IL-12 al BC de ratón 25
75. Un ensayo de fase I de paclitaxel y trastuzumab, en combinación con IL-12, en pacientes con tumores malignos 
que expresan HER2/neu mostró una sinergia impresionante entre IL-12 y trastuzumab para la estimulación de la 
secreción de citocinas de linfocitos citolíticos naturales76. Por tanto, la IL-12 puede ser muy prometedora como 
agente anticancerígeno, y su uso como coestimulante en un enfoque de terapia de células T adoptivas está bien 
justificado.30

En determinadas realizaciones, el agente inmunomodulador es un agente de bloqueo inmunitario de punto de 
control. Los ejemplos no limitativos de agentes de bloqueo inmunitario de punto de control incluyen anticuerpos anti-
PD-L1, anticuerpos anti-CTLA-4, anticuerpos anti-PD-1, anticuerpos anti-LAG3, anticuerpos anti-B7-H3 y 
anticuerpos anti-TIM3. En una realización, el agente de bloqueo inmunitario del punto de control es un anticuerpo 
anti-PD-L1. En determinadas realizaciones, la célula inmunorreactiva del contenido dado a conocer actualmente en 35
combinación con el anticuerpo anti-PD-L1 puede usarse para tratar el cáncer de mama (BC), por ejemplo, TNBC.

El ligando de muerte celular programada 1 (PD-L1/B7-H4/CD274) es una señal inhibitoria típicamente expresada en 
tejidos inflamados activamente, que sirve como un bucle de retroalimentación negativa para limitar la activación de 
las células T. La expresión de PD-L1 está ausente generalmente de los tejidos normales no inflamados (incluida la 
mama77) y, en cambio, es más frecuente en los tejidos cancerosos, particularmente en aquellos con un infiltrado 40
inflamatorio78. Esta asociación con la inflamación probablemente se deba a la regulación por incremento de PD-L1 
tras la exposición de las células tumorales a las citocinas secretadas por las células T generadas tras la activación 
de las células T. Este patrón de expresión se presenta en los BC, con el 50%-75% de los especímenes de BC que 
se tiñen positivamente para PD-L179-81 y con expresión fuertemente asociada con infiltrado linfocítico grave80. Las 
células T infiltrantes de BC también expresaron PD-L1 en el 54% de los pacientes.81 Los BC también pueden 45
expresar de forma innata PD-L1 secundaria a la señalización oncogénica. La activación de la ruta de PI(3)K da como 
resultado una regulación por incremento de la proteína PD-L1 en células de BC, y la activación de PI(3)K en tumores 
de pacientes se correlaciona significativamente con la expresión de PD-L182. La expresión de PD-1 por las células T 
activadas une espacial y temporalmente el ligando con la expresión del receptor dentro del MET inmunosupresor. La 
expresión de PD-L1 en tejidos de BC la sugiere como una diana inmunoterapéutica para estos pacientes. La eficacia 50
del bloqueo de PD-L1/PD-1 en múltiples modelos de cáncer preclínicos (incluyendo los de mama83) allanó el camino 
para los ensayos de fase I que usan anticuerpos dirigidos a PD-L1 o PD-1 para pacientes con cánceres avanzados. 
Un estudio de fase I (usando un anticuerpo anti-PD-1) demostró eficacia solo en pacientes con positivos para PD-
L184. Las células T modificadas por ingeniería ofrecen ventajas únicas para superar los puntos de control 
coinhibidores y la falta típica de coestimulación encontrada dentro del MET. Las células T que expresan CAR se 55
diseñan precisamente para optimizar sus requisitos coestimuladores para apoyar la expansión, supervivencia y 
función de las células T.

En algunas realizaciones, el agente inmunomodulador es un agente de radioterapia. El medio inmunológico 
localizado inducido por la radiación no solo puede proporcionar las condiciones previas para mejorar el injerto de 
células T dirigidas en el tumor (eliminando así la necesidad de regímenes de linforeducción sistémica), sino que las 60
respuestas inmunológicas resultantes de una combinación de radioterapia y terapia con células T adoptiva también 
mejora la eficacia antitumoral abscópica. En tumores resistentes a la radiación, la señalización coestimuladora de 4-
1BB en las células T-CAR puede superar la inmunoinhibición. En algunas realizaciones, el agente inmunomodulador 
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es un agente de quimioterapia, incluyendo, pero sin limitarse a, cisplatino. La secreción de quimiocinas y citocinas 
inducida por cisplatino puede promover respuestas de células T endógenas y dirigidas a la MSLN.

Los estudios han demostrado que los pacientes con adenocarcinoma de pulmón (LAC) y mesotelioma pleural 
maligno (MPM) que presentan altos niveles de linfocitos citotóxicos infiltrantes tumores (cTIL) y bajos niveles de 
células T reguladoras (Treg) tienen un mejor pronóstico y una supervivencia libre progresión más larga (Servais, et 5
al., Clin Cancer Res (1 de mayo de 2012); 18: 2478-2489; Kachala et al., Clin Cancer Res (2013); 20 (4); 1020-8) 
Una terapia con células T adoptiva que usa un CAR dirigido a MSLN puede usarse para promover cTIL en LAC y 
MPM. Servais (2012) y Kachala (2013) informaron que la MSLN se sobreexpresa y promueve la agresividad en LAC 
y MPM, lo que justifica la elección del MSLN como diana para la terapia con células T-CAR. La mayor proporción de 
TIL tras terapia con cisplatino y radioterapia se asocia con resultados mejorados tanto en modelos de ratón como en 10
pacientes (figuras 32, 33 y 34).

La inmunomodulación tumoral y abscópica inducida por la radioterapia y la terapia con cisplatino puede proporcionar 
el acondicionamiento previo requerido para un mejor injerto de las células T transferidas de manera adoptiva; las 
estrategias coestimuladoras de células T para aprovechar el tumor y la inmunomodulación estromal pueden mejorar 
la eficacia antitumoral de las células T tanto endógenas como transferidas de manera adoptiva.15

De manera adicional, los diversos métodos descritos anteriormente de uso de las células inmunorreactivas (por 
ejemplo, células T) que expresan un CAR específico de mesotelina, por ejemplo, para tratar el cáncer en un sujeto, o 
para reducir la carga tumoral en un sujeto, pueden combinarse con modulación antigénica de células cancerosas. 
Las células inmunorreactivas (por ejemplo, células T) que expresan un CAR específico de mesotelina pueden 
seleccionar como diana y destruir la MSLN expresado en la membrana (denominada “MSLN de la membrana 20
celular”) de un tumor o una célula cancerosa pero no MSLN citoplasmática. Determinados tumores o cánceres (por 
ejemplo, cáncer de pulmón y mesotelioma) tienen bajo contenido de MSLN de la membrana celular, pero un alto 
contenido de MSLN citoplasmática. La modulación antigénica de células cancerosas puede aumentar la expresión 
de MSLN de la membrana celular en un tumor o una célula cancerosa, lo que puede hacer que el tumor o la célula 
cancerosa sean más susceptibles de ser seleccionados como diana por la célula inmunorreactiva que expresa CAR 25
y, por tanto, más susceptibles a la destrucción por la célula inmunorreactiva. En una realización, la modulación 
antigénica de células cancerosas es radiación.

Pueden introducirse modificaciones adicionales en las células inmunorreactivas que expresan CAR específicas de 
mesotelina (por ejemplo, células T) para evitar o minimizar los riesgos de complicaciones inmunológicas (conocidas 
como “transformación de células T malignas”), por ejemplo, enfermedad injerto contra huésped (GvHD), o cuando 30
los tejidos sanos expresan los mismos antígenos diana que las células tumorales, lo que conduce a resultados 
similares a GvHD. Una posible solución a este problema es modificar con ingeniería un gen suicida en las células T 
que expresan CAR. Los genes suicidas adecuados incluyen, pero no se limitan a, timidina quinasa del virus del 
herpes simple (hsv-tk), el gen suicida de Caspasa 9 inducible (iCasp-9) y un polipéptido del receptor del factor de 
crecimiento epidérmico humano truncados (EGFRt). En una realización, el gen suicida es un polipéptido EGFRt. El 35
polipéptido EGFRt puede permitir la eliminación de células T administrando un anticuerpo monoclonal anti-EGFR 
(por ejemplo, cetuximab). EGFRt puede unirse de manera covalente al extremo terminal 3’ del dominio intracelular 
del CAR específico de MSLN (por ejemplo, Mz, M28z, MBBz), tal como se muestra en la figura 25. El gen suicida 
puede incluirse dentro del vector que comprende ácidos nucleicos que codifican para los CAR específicos de 
mesotelina dados a conocer actualmente. De esta manera, la administración de un profármaco diseñado para activar 40
el gen suicida (por ejemplo, un profármaco (por ejemplo, AP1903 que puede activar iCasp-9) durante la 
transformación de células T malignas (por ejemplo, GVHD) desencadena la apoptosis en las células T que expresan 
el CAR activado por el gen suicida.

Además, el contenido dado a conocer actualmente proporciona un método para prevenir o tratar una enfermedad 
inflamatoria en un sujeto. En un ejemplo no limitativo, el método comprende administrar la célula inmunorreactiva 45
dada a conocer actualmente al sujeto. En una realización, la célula inmunorreactiva es una célula inmunoinhibidora. 
En un ejemplo no limitativo, la célula inmunoinhibidora es una célula T reguladora. En una realización, la enfermedad 
inflamatoria es la pancreatitis. En una realización, el sujeto es un ser humano. En una realización específica, el 
sujeto es un receptor de un trasplante de órgano, por ejemplo, un receptor de un trasplante de páncreas.

Además, el contenido dado a conocer actualmente proporciona un método para prevenir el rechazo del injerto en un 50
sujeto que recibe un trasplante de órgano. En un ejemplo no limitativo, el método comprende administrar la célula 
inmunorreactiva dada a conocer actualmente al sujeto. En una realización, la célula inmunorreactiva es una célula 
inmunoinhibidora. En un ejemplo no limitativo, la célula inmunoinhibidora es una célula T reguladora. En una 
realización, el sujeto es un ser humano. En una realización adicional, el sujeto es un receptor de un trasplante de 
páncreas.55

Un CAR específico de mesotelina dado a conocer actualmente puede transducirse a una célula inmunoinhibidora, 
por ejemplo, una célula T reguladora. La célula inmunoinhibidora transducida puede administrarse a un sujeto (por 
ejemplo, un ser humano) que tiene estados inflamatorios o una enfermedad inflamatoria. En algunas realizaciones, 
el sitio inflamado o el sitio de la enfermedad inflamatoria tiene un alto nivel de expresión de mesotelina, que es 
reconocido por el MSLN-CAR dado a conocer actualmente. El estado inflamatorio puede ser extremo, por ejemplo, 60
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pancreatitis grave. Además, la célula inmunoinhibidora transducida puede administrarse a un sujeto que recibe un 
trasplante de órgano.

Además, un CAR específico de MSLN dado a conocer actualmente, así como un segundo CAR dirigido a un 
antígeno MHC, se puede cotransducir en una célula inmunoinhibidora (por ejemplo, una célula T reguladora) de 
manera que la célula inmunoinhibidora pueda recogerse específicamente en el sitio del páncreas trasplantado. En 5
un ejemplo, un sujeto de MHC de clase I recibe un trasplante de páncreas de un donante de MHC de clase II; las 
células T reguladoras del receptor se transducen con el CAR dado a conocer actualmente específico de MSLN y un 
segundo CAR dirigido a un antígeno MHC de clase II, y por tanto, las células T reguladoras transducidas del 
receptor se acumulan/agrupan en el sitio del páncreas trasplantado y evitan el rechazo de injertos u órganos.

IX. Kits10

El contenido dado a conocer actualmente proporciona kits para el tratamiento o la prevención de una neoplasia, 
infección por patógenos, trastorno inmunitario o trasplante alogénico. En una realización, el kit comprende una 
composición terapéutica o profiláctica que contiene una cantidad eficaz de una célula inmunorreactiva que 
comprende un CAR específico de mesotelina en una forma de dosificación unitaria. En realizaciones particulares, las 
células comprenden además un ligando coestimulador. En algunas realizaciones, el kit comprende un recipiente 15
estéril que contiene una vacuna terapéutica o profiláctica; tales recipientes pueden ser cajas, ampollas, frascos, 
viales, tubos, sacos, bolsas, envases tipo blíster u otras formas de recipientes adecuadas conocidas en la técnica. 
Tales recipientes pueden fabricarse de plástico, vidrio, papel laminado, lámina metálica u otros materiales 
adecuados para contener medicamentos.

Si se desea, la célula inmunorreactiva se proporciona junto con instrucciones para administrar la célula a un sujeto 20
que tiene o está en riesgo de desarrollar una neoplasia, infección por patógenos, trastorno inmunitario o trasplante 
alogénico. Las instrucciones incluirán generalmente información sobre el uso de la composición para el tratamiento o 
prevención de neoplasia, infección por patógenos, trastorno inmunitario o trasplante alogénico. En otras 
realizaciones, las instrucciones incluyen al menos uno de los siguientes: descripción del agente terapéutico; pauta 
posológica y administración para el tratamiento o prevención de una neoplasia, infección por patógenos, trastorno 25
inmunitario o trasplante alogénico o síntomas de los mismos; precauciones; advertencias; contraindicaciones; 
información de sobredosis; reacciones adversas; farmacología animal; estudios clínicos; y/o referencias. Las 
instrucciones pueden imprimirse directamente en el recipiente (cuando esté presente), o como una etiqueta aplicada 
al recipiente, o como una hoja, folleto, tarjeta o carpeta separada suministrada en o con el recipiente.

Ejemplos30

La práctica de la presente invención emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de la 
biología molecular (incluyendo técnicas recombinantes), microbiología, biología celular, bioquímica e inmunología, 
que están dentro del alcance del experto en la técnica. Tales técnicas se explican con detalle en la bibliografía, tal 
como “Molecular Cloning: A Laboratory Manual”, segunda edición (Sambrook, 1989); “Oligonucleotide Synthesis” 
(Gait, 1984); “Animal Cell Culture” (Freshney, 1987); “Methods in Enzymology” “Handbook of Experimental 35
Immunology” (Weir, 1996); “Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells” (Miller and Calos, 1987); “Current Protocols 
in Molecular Biology” (Ausubel, 1987); “PCR: The Polymerase Chain Reaction”, (Mullis, 1994); “Current Protocols in 
Immunology” (Coligan, 1991). Estas técnicas son aplicables a la producción de los polinucleótidos y polipéptidos de 
la invención, y, como tales, pueden considerarse al realizar y practicar la invención. Se comentarán técnicas 
particularmente útiles para realizaciones particulares en las secciones que siguen.40

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la técnica una divulgación completa y una 
descripción de cómo realizar y usar el ensayo, los métodos terapéuticos y de examen de la invención, y no están 
destinados a limitar el alcance de lo que los inventores consideran su invención.

Ejemplo 1 - Ejemplo de trabajo

1. INTRODUCCIÓN45

La terapia de células T dirigida a antígeno de cáncer que usa receptores de antígeno quimérico (CAR) ha tenido un 
éxito clínico reciente en el tratamiento de tumores malignos hematológicos. La traducción de la terapia con células T-
CAR a tumores sólidos plantea varios obstáculos que deben superarse para lograr un beneficio clínico. Los tumores 
sólidos están restringidos dentro de compartimentos anatómicos que impiden el tráfico eficiente de células T, 
normalmente carecen de la expresión de ligandos coestimuladores y expresan reguladores negativos de la función 50
de las células T. Por tanto, la eliminación de tumores sólidos se basa en la infiltración exitosa de células T capaces 
de superar la inmunosupresión mediada por tumores.

La modificación por ingeniería que activa la señalización coestimuladora en receptores quiméricos específicos de 
antígeno puede contrarrestar el microentorno tumoral inmunosupresor para garantizar la proliferación y 
supervivencia de las células T. La capacidad de la señalización coestimuladora para mejorar la eficacia antitumoral 55
se atribuye a un esfuerzo concertado entre subconjuntos de células T CD4+ y CD8+. Tradicionalmente, se cree que 
las células T CD8+ desempeñan el papel principal en la eliminación de las células cancerosas mientras que las 
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células T CD4+ proporcionan las citocinas cooperadoras necesarias para la formación de efectores CD8+ y la 
prevención de la reducción de células T CD8+. Más recientemente, la apreciación de que las células T CD4+ pueden
mediar por sí mismas una potente eficacia antitumoral destaca un papel evolutivo para este subconjunto en la 
inmunoterapia tumoral. Los receptores de antígeno quimérico pueden ser especialmente adecuados para el 
reclutamiento eficaz de las células T CD4+ en todos los aspectos de la respuesta antitumoral. Las células T-CAR 5
reconocen el antígeno tumoral de la superficie celular, sorteando la necesidad de expresión de CMH de clase II que 
falta en la mayoría de los tumores. Además, su dominio de reconocimiento de antígeno derivado de anticuerpos 
proporciona la alta afinidad de unión necesaria para la lisis mediada por células T CD4+.

Para fomentar el suministro eficiente de células T al tumor en un modelo ortotópico de mesotelioma pleural, las 
células T se administraron directamente en la cavidad pleural. Se planteó la hipótesis de que células T-CAR CD4+10
administradas por vía pleural podrían lisar directamente el tumor y, junto con una mayor capacidad proliferativa 
conferida por la coestimulación de CD28, deberían mediar por sí mismas todas las funciones necesarias para la 
eliminación tumoral in vivo. Este ejemplo demuestra la eficiente lisis de células tumorales mediada por células T-
CAR CD4+ de igual magnitud a la de CD8+ y una capacidad única de las células T-CAR CD4+ para secretar IL-2 y 
expandirse tras estimulaciones de antígeno in vitro repetidas. Las células T CD4+ administradas por vía pleural 15
dirigidas genéticamente a mesotelina experimentan una proliferación robusta y la única transferencia de estas 
células da como resultado el rechazo de tumor pleural grande establecido. Además, las células T-CAR CD4+ migran 
fuera de la cavidad pleural y establecen inmunidad tumoral a largo plazo, tal como se demuestra por su capacidad 
para generar una respuesta a una reexposición al tumor extrapleural. En total, estudios tanto in vitro como in vivo
respaldan el uso de la administración regional de células T-CAR para superar los obstáculos que plantean los 20
tumores sólidos. Este ejemplo demuestra que la generación de células T CD4+ multifuncionales capaces de ayudar a 
las células T y la citotoxicidad proporcionan una ventaja particular al uso de la terapia con células T-CAR+ para el 
tratamiento de tumores sólidos.

2. MATERIALES Y MÉTODOS

Líneas celulares25

Se obtuvieron MSTO-211H (mesotelioma pleural humano) y EL4 (timoma murino) de la Colección Americana de 
Cultivos Tipo, ATCC. Se transdujeron células MSTO-211H de manera retroviral para expresar la proteína de fusión 
de proteína fluorescente verde/luciferasa de luciérnaga (MSTO GFP-ffLuc+) para facilitar la obtención de imágenes 
bioluminiscentes in vivo no invasiva. Estas células se transdujeron luego con la variante 1 de MSLN humana (aislada 
de una línea celular de cáncer de ovario humano (OVCAR-3)) subclonada en un vector retroviral SFG para generar 30
MSTO MSLN+ GFP-ffLuc+.

Construcción de vectores gammarretrovirales y producción viral

Para generar receptores de antígeno quimérico específicos de mesotelina, se modificó por ingeniería una proteína 
de fusión que codifica para un scFv completamente humano, m912, ligado a un péptido líder de CD8 humano en su 
extremo N-terminal. Usando vectores gammarretrovirales como constructos de estructura principal, se intercambió 35
este scFv para generar constructos específicos de mesotelina de primera generación (SFG-Mz) y segunda 
generación (SFG-M28z) mediante clonación direccional usando un sitio NcoI ubicado en 5’ del scFv y un sitio NotI 
ubicado en 3’ del scFv. Se insertó un sitio de entrada al ribosoma interno para facilitar la expresión bicistrónica de 
CAR con el gen indicador de la proteína fluorescente verde recombinante humanizada (hrGFP). Se transfectaron 
luego SFG-Mz, SFG-M28z y SFG-P28z en líneas celulares de empaquetamiento 293T H29 y se usó este 40
sobrenadante viral para transducir y generar líneas celulares 293T RD114 estables.

Aislamiento de células T, transferencia génica y aislamiento de CD4/CD8

Se aislaron leucocitos de sangre periférica de la sangre de donantes voluntarios sanos con un protocolo sometido a 
prueba por la junta de revisión institucional. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica activadas por 
PHA (PBMC) mediante centrifugación de baja densidad en Lymphoprep (Accurate Chemical & Scientific Corporation, 45
NY). Dos días después del aislamiento, se transdujeron las PBMC con sobrenadante producido por 293T que 
contenía los vectores Mz, M28z o P28z durante 1 hora en placas recubiertas con retronectina 15 �g/ml (Takara
Biomedical, Otsu, Japón) diariamente durante 2 días. Después de permitir 3 días para la expresión del vector, se 
mantuvieron las PBMC transducidas en 20 unidades/ml de IL-2. Se determinaron las eficiencias de transducción 
mediante citometría de flujo.50

Se obtuvieron poblaciones puras de células T CD4 y CD8 a través de protocolos de selección negativa usando kits 
de aislamiento de células T CD4 y CD8 humanas Dynabeads® Untouched™, según las instrucciones del fabricante 
(Invitrogen, CA). Las células aisladas o bien se usaron inmediatamente en experimentos o bien se cultivaron en 
RPMI 1640 complementado con FBS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina, estreptomicina 100 �g/ml. Para
experimentos in vivo, los medios también se complementaron con 20 unidades/ml de IL-2.55

Ensayos de citotoxicidad

Se determinó la citotoxicidad de las células T transducidas con un receptor de antígeno quimérico o control de vector 
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mediante un ensayo de liberación de 51Cr convencional. En placas de fondo redondo de 96 pocillos, se diluyeron en 
serie 1 x 106 células T totales en 200 ul de RPMI con FCS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina y estreptomicina 
100 ug/ml, 1:2 en 100 ul de medio. Se incubaron las células diana con 100 �Ci de 51Cr por 1 x 106 células durante 2 
horas y resuspendidas a una concentración final de 5 x 103 células/100 �l. Después de tres lavados con medios, se
añadieron 100 �l de las células diana a las células T y se incubaron durante de 4 a 24 horas en un incubador 5
humidificado con el 5% de CO2 a 37ºC. Para los experimentos que usan células CD4 estimuladas con MSLN, las 
dianas y los efectores de CD4 se incubaron en un volumen total de 100 ul durante cuatro horas y se añadieron al 
ensayo de citotoxicidad tal como se describió anteriormente con los efectores y las dianas en suspensión en 100 ul 
para un volumen total de 200 ul. En experimentos que añaden IL-2 exógena, se incubaron las células en un medio 
final con una concentración final de 10 - 40 unidades/ml. Se recogieron los sobrenadantes, se sembraron en placas 10
Lumina de 96 pocillos (PerkinElmer, CA) y se midieron en un contador PerkinElmer TopCount (PerkinElmer, CA). Se 
evaluó la liberación espontánea de 51Cr en células diana incubadas con medio sólo y se determinó la liberación 
máxima de 51Cr con células diana incubadas en 100 ul de Triton-X 100 al 0,2%. El porcentaje de lisis específica se 
calculó de la siguiente manera: [(liberación experimental en cpm - liberación espontánea en cpm)/(liberación máxima 
en cpm - liberación espontánea en cpm)] × 100. Se notifican los datos como la media de las mediciones por 15
triplicado +/- E.E.M. y se analizaron con Microsoft Excel (Microsoft Corp., WA) o GraphPad Prism (GraphPad 
Software, Inc., CA).

Aislamiento de células T, transferencia génica y aislamiento de CD4/CD8

Se aislaron linfocitos T primarios humanos de la sangre de donantes voluntarios sanos con un protocolo sometido a 
prueba por la junta de revisión institucional. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 20
activadas por PHA mediante centrifugación de baja densidad en Lymphoprep (Accurate Chemical & Scientific 
Corporation, NY). Dos días después del aislamiento, se transdujeron las PBMC usando vectores retrovirales que 
codifican para M28zG, M2zG o proteína fluorescente verde recombinante humana (hrGFP) en placas de cultivo no 
tisular de 6 pocillos (Falcon, Becton Dickinson, NJ) recubiertas con retronectina 15 �g/ml (Takara Biomedical, Otsu,
Japón) según las instrucciones del fabricante, con sobrenadantes virales diariamente durante 2 días mediante 25
espinoculación a 3000 rpm a 24ºC durante 1 hora. Se mantuvieron las PBMC transducidas en RPMI-1640 
complementado con FBS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina, estreptomicina 100 �g/ml y 20 unidades/ml de IL-2. 
Se obtuvieron poblaciones puras de células T CD4 y CD8 a través de protocolos de selección negativa usando kits 
de aislamiento de células T CD4 y CD8 humanas Dynabeads® Untouched™, según las instrucciones del fabricante 
(Invitrogen, CA). Las células aisladas o bien se usaron inmediatamente en experimentos o bien se cultivaron en 30
RPMI 1640 complementado con FBS al 10%, 100 unidades/ml de penicilina, estreptomicina 100 �g/ml. Para
experimentos in vivo, los medios también se complementaron con 20 unidades/ml de IL-2.

Modelo animal de mesotelioma pleural ortotópico y terapia adoptiva con células T

Para desarrollar el modelo de ratón ortotópico de mesotelioma pleural, se utilizaron ratones NOD/SCID gamma 
hembra (Taconic, NY) a las 6-10 semanas de edad. Se realizaron todos los procedimientos con protocolos 35
aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales. Se anestesiaron los ratones con isoflurano y 
oxígeno inhalados y se les administró bupivacaína para la analgesia. Se realizó la inyección intrapleural directa de 1 
x 105 - 1 x 106 células tumorales en 200 �l de medio libre de suero a través de una incisión en la parte derecha del
tórax para establecer tumores de MPM ortotópicos tal como se describió previamente35,37,39,40. Se transfirieron de 
manera adoptiva 3 x 104 - 3 x 106 células T transducidas a ratones portadores de tumor con una inyección de 200 �l40
de medio libre de suero en la cavidad torácica de ratones mediante inyección pleural directa o de manera sistémica 
mediante inyección en la vena de la cola. Para los experimentos con la administración de IL-2 exógena, a los 
ratones tratados se les administraron tres dosis intraperitoneales de 100.000 unidades de IL-2 diariamente a partir 
del día siguiente a la administración de células T transferidas de manera adoptiva.

Ensayos de detección de citocinas45

Se realizaron ensayos de liberación de citocinas mediante el cocultivo de 5 × 105 - 5 × 103 células T transducidas 
con M28zG, M2zG o vector de control con 5 x 103 células diana en 200 ul de medio en placas de fondo redondo de 
96 pocillos como triplicados. Después de 6-24 horas de cocultivo, se recogieron los sobrenadantes. Se determinaron 
los niveles de citocinas usando kits de detección de citocinas humanas con perlas multiplex (EMD Millipore Corp., 
MA) para IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, MIP-1, MCP-1, RANTES, GM-CSF, TNF-� e IFN-� en un sistema Luminex50
IS100. Los valores representan la media de los pocillos por triplicado y las barras de error representan el error 
estándar de medición (E.E.M.). Se analizaron los datos resultantes con el software IS 2.3 (Luminex Corp, TX), 
Microsoft Excel (Microsoft Corp., WA) y GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., CA).

Ensayos de proliferación de células T

Se estimularon1 x 106 - 3 x 106 células T transducidas con M28zG, M2zG o hrGFP sobre células MSTO-211H 55
irradiadas con o sin expresión de MSLN que se sembraron en placas de cultivo tisular de 6 pocillos a una densidad 
de 1 x 105 - 3 x 105 células/3 ml/pocillo. Se complementaron medios RPMI-1640 nuevos con FBS al 10%, 100 
unidades/ml de penicilina, estreptomicina 100 ug/ml y 20-40 unidades/ml de IL-2. Se contaron las células cada 7 
días y luego se superpusieron sobre células MSTO-211H irradiadas con o sin expresión de MSLN. Se representó 
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gráficamente el número de células frente al tiempo para cada grupo de células T y se determinaron los fenotipos 
mediante citometría de flujo.

Histología e inmunotinción

Se realizó la evaluación histopatológica de los tumores tras tinción con hematoxilina y eosina de muestras de tejido 
fijadas con paraformaldehído al 4%, incrustadas en parafina. Para la angiogénesis, se incubó el anticuerpo 5
monoclonal de rata CD34 (5 �g/ml, eBioscience) durante 7 horas, seguido de 16 minutos con IgG de conejo anti-rata 
biotinilada (1:200) (Vector Labs, n.º de cat. BA-4000). Se usó IgG2a de rata (5 �g/ml) como control negativo de 
isotipo apropiado. Para la linfangiogénesis, se incubó el anticuerpo policlonal de cabra LYVE-1 (1 �g/ml; R&D
Systems) durante 3 horas, seguido de 60 minutos con IgG de conejo anti-cabra biotinilada (kit ABC de Vector labs). 
Se establecieron los protocolos para la detección mediante inmunofluorescencia usando tiramida-Alexa Fluor 488 10
(Invitrogen) o tiramida-Alexa Fluor 568 (Invitrogen) para CD34 y LYVE-1, respectivamente, y se realizaron en el 
Centro de Citología Molecular MSKCC usando un procesador automático Discovery XT (Ventana Medical Systems). 
La inmunohistoquímica para MSLN humana se realizó con una IgG de ratón anti-MSLN humana (1:100, Vector Labs, 
CA) usando la plataforma Ventana.

Obtención de imágenes cuantitativas y de bioluminiscencia de células T15

Se realizó BLI in vivo en ratones que portaban tumor usando una única dosis intraperitoneal de 150 mg/kg de D-
luciferina. Se obtuvieron imágenes de los ratones con el sistema de obtención de imágenes Xenogen IVIS 100 
(Caliper Life Sciences, MA), 20 minutos tras la inyección de D-luciferina. Se adquirieron imágenes durante 5-30 
segundos dependiendo de la intensidad de señal. Se analizaron los datos de BLI usando el software Living Image 
2.60 y se notificó la señal de BLI como flujo total (fotones/s). Entonces se determinó el flujo de BLI (fotones/s) como 20
el promedio de imágenes ventrales y dorsales con Microsoft Excel (Microsoft Corp., WA) y se analizó con GraphPad 
Prism (GraphPad Software, Inc., CA).

Se transfirieron manera adoptiva células T transducidas con M28zG y un gen indicador de luciferasa de luciérnaga 
mejorado a ratones mediante una única inyección intrapleural. Después de la transferencia, se obtuvieron imágenes 
de las células T con una única dosis intraperitoneal una única intravenosa de 150 mg/kg de D-luciferina y se 25
obtuvieron imágenes durante 120 segundos, 20 minutos después de la inyección con un sistema de obtención de 
imágenes Xenogen IVIS 100.

3. RESULTADOS

La coestimulación de CD28 dirigido a mesotelina potencia la función de las células T-CAR

Para generar células T reactivas a mesotelioma, se transdujeron células T humanas de sangre periférica de manera 30
retroviral con receptores de antígeno quimérico (CAR) específicos de mesotelina. El reconocimiento de antígeno 
específico de mesotelina fue proporcionado lo proporcionó el scFv m912 fusionado a dominios de señalización de 
células T en sentido de 3’ proporcionando o bien señalización de CD3z sola (Mz) o bien en tándem con señalización 
coestimuladora de CD28 (M28z) (figura 2A). La eficacia de la transducción de Mz y M28z se monitorizó a través de 
un transgén indicador de GFP ligado a la expresión de CAR mediante un elemento IRES. La señal de GFP estaba 35
altamente correlacionada con la unión de la proteína L al scFv humano del CAR, lo que demuestra su fiabilidad 
como indicador. Se incluyó un control negativo que confiere especificidad a un antígeno irrelevante en todos los 
experimentos. Ambos subconjuntos CD4+ y CD8+ de células T humanas primarias se transdujeron eficientemente 
con receptores quiméricos a frecuencias equivalentes del 60-70% para los experimentos (figura 2B).

Para evaluar las funciones efectoras específicas de mesotelina de las células T transducidas con CAR Mz y M28z, 40
se investigaron las respuestas de células T in vitro en tres ensayos convencionales. Como línea celular diana, se 
usó la línea celular de cáncer de mesotelioma MSTO-211H (que carece de la expresión de ligandos coestimuladores 
CD80/86 endógenos) transducida para sobreexpresar mesotelina (MSTO MSLN+). En un ensayo de liberación de 
cromo para medir la citotoxicidad, las células T-CAR Mz y M28z demostraron una lisis específica de mesotelina 
equivalente después de 18 horas de cocultivo con células tumorales MSTO MSLN+ (figura 2C). La observación de 45
una lisis igual al comparar receptores de 1ª y 2ª generación reproducen los datos disponibles para otros receptores 
quiméricos.

Se observaron normalmente los efectos beneficiosos de la coestimulación al medir la proliferación y secreción de 
citocinas, confirmándose los hallazgos en el sistema modelo. Las células T-CAR M28z secretan una cantidad 
aproximadamente dos veces mayor de GM-CSF, IFN- y TNF-� en comparación con las células T Mz. La secreción50
de IL-2, una citocina crucial para la supervivencia y proliferación de células T, la proporcionó de manera única el 
receptor M28z (figura 2D). Las células T transducidas con un receptor de control negativo y las células específicas 
de mesotelina estimuladas por células tumorales negativas para mesotelina no demostraron citotoxicidad ni 
secretaron citocinas, lo que demuestra la necesidad de especificidad de antígeno para todas las funciones efectoras 
antitumorales.55

Evaluar si la coestimulación de CD28 proporcionada en cis con respecto al reconocimiento de antígeno puede 
proporcionar la acumulación de células T en ausencia de expresión de ligando coestimulador de células tumorales, 
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se cuantificó la expansión de células T-CAR Mz y M28z tras la estimulación de antígeno repetida con células 
tumorales MSTO MSLN+. En presencia de IL-2 exógena, se expandieron las células T transducidas con receptores 
específicos de mesotelina, logrando las células coestimuladas con CD28 una expansión de 180 veces después de 
cuatro semanas en cultivo con estimulación de antígeno semanal. Esta respuesta proliferativa robusta fue 3 veces 
mayor que la lograda por las células T-CAR Mz (figura 2E, parte izquierda). Además, en ausencia de IL-2 exógena, 5
un sistema modelo que proporciona una prueba más vigorosa de la capacidad de las células T para sobrevivir y 
proliferar, sólo las células T-CAR M28z pudieron acumularse. Las células T coestimuladas fueron capaces de 
sobrevivir y proliferar tras dos estimulaciones de antígeno sucesivas antes de experimentar un descenso inducido 
por la muerte celular en el número de células T observado tras la tercera estimulación (figura 2E, parte derecha). Las 
células T-CAR Mz y M28z se enriquecieron para la positividad de GFP tras una estimulación sucesiva y alcanzaron 10
un fenotipo de células T negativo para L-selectina diferenciado/efector tras la estimulación sucesiva (figura 2F).

Las células T transducidas con M28z administradas por vía pleural erradican el tumor de pleura

Para investigar la potencia de las células T M28z in vivo, se desarrolló un modelo ortotópico de mesotelioma pleural 
maligno usando células tumorales MSTO-211H tal como se describió previamente. Se inocularon directamente 
células tumorales en la cavidad pleural y se les dio tiempo suficiente (> 10 días) para establecer una gran carga 15
tumoral antes del inicio de la terapia. Se propagó el tumor localmente a lo largo de la superficie pleural (MRI, figura 
3A arriba a la izquierda), comprimió estructuras mediastínicas (figura 3A, parte superior derecha) e invadió la pared 
torácica (figura 3A, parte inferior). Este patrón recapituló la enfermedad humana. Se usó BLI en serie para confirmar 
el establecimiento del tumor antes de iniciar la terapia adoptiva con células T, y se usó posteriormente para medir la 
respuesta a la terapia. En este experimento, se trataron los animales 12 días después de la inoculación tumoral o 20
bien con una única infusión intravenosa de 3 x 106 o una única administración pleural de 3 x 105 células T dirigidas a 
mesotelina. En ratones de control tratados con 3 x 105 células T dirigidas a PSMA, que no lisaron las dianas 
tumorales MSLN+ in vitro (figura 2B), la carga tumoral progresó de manera constante hasta que murieron los ratones 
(figuras 3B y 3C). El tratamiento con células T M28z por vía intravenosa dio como resultado una reducción retardada 
y de corta duración de la carga tumoral, seguida de una progresión tumoral terminal (figura 3B), lo que produjo una 25
ventaja de supervivencia moderada de 44 días (P = 0,0051, figura 3D). Las células T M28z administradas por vía 
pleural indujeron respuestas importantes. Las cargas tumorales fueron significativamente menores el día 7 y en el 
nivel inicial el día 11 por las células T (figura 3B). La mediana de supervivencia no se alcanzó en este grupo (p = 
0,0013 en comparación con i.v.). Dos de los 7 animales tratados estaban libres de tumor 200 días después de la 
administración pleural de células T M28z, pero ningún animal en ninguno de los otros grupos de tratamiento o 30
control logró el aclaramiento completo del tumor (figura 3C). Los otros cuatro ratones tratados inicialmente mostraron 
una marcada regresión tumoral antes de la recidiva con células tumorales antigénicas negativas 100 días después 
de la terapia con células T (figura 3B).

La expansión de células T administrada por vía pleural es robusta y específica de antígeno

Estas observaciones condujeron a la investigación sobre si había una diferencia en la expansión de células T y la 35
localización tumoral entre la administración intrapleural e intravenosa. Para ello, se usó el modelo animal descrito 
anteriormente en el que el tumor se limita al espacio pleural. Se trataron todos los ratones con células T que se 
transdujeron para coexpresar tanto M28z+ como una luciferasa de luciérnaga mejorada (effLuc) para permitir la 
obtención de imágenes in vivo de células T transducidas con CAR (figura 4A). Se observaron grandes diferencias en 
la distribución tisular y señales bioluminiscentes de linfocitos M28z effLuc+ 4 horas después de la transferencia 40
adoptiva de 1 x 106 células T M28z+ effLuc+ en ambos grupos de tratamiento (figura 4B). La señal bioluminiscente de 
cuatro horas que compara ambos grupos mostró un profundo aumento de 10 veces en la acumulación pleural de 
células T con la administración local en comparación con la intravenosa. Las células T administradas por vía 
intravenosa mostraron retención pulmonar inicial y se observó una acumulación moderada de células T 8-10 días 
después de la administración. En cambio, las células T administradas por vía pleural mostraron una acumulación 45
específica de antígeno profunda y sostenida durante hasta 2 semanas en comparación con las células T 
transducidas con effLuc sola (datos no mostrados). Los análisis mediante citometría de flujo, los recuentos de 
células T y la inmunohistoquímica determinaron que el número de células T era altamente concordante con las 
intensidades de señal bioluminiscente (figuras 4C a 4E). Además, las células T administradas por vía pleural salieron 
de la cavidad pleural el día 7 tras la infusión y circularon hasta sitios extrapleurales, incluido el bazo (figura 4F) y el 50
pulmón (datos no mostrados).

Las células T-CAR coestimuladas con M28z demuestran una potente eficacia antitumoral y persistencia de células T

Para investigar la capacidad proliferativa proporcionada por la coestimulación de CD28 in vivo, se trataron ratones 
que portaban tumor pleural con células T Mz, M28z o transducidas de control a una dosis baja de 3 x 105 células T 
CAR+. Como antes, se inyectaron células T directamente en la cavidad pleural tras 18 días de crecimiento tumoral. 55
En ratones de control tratados con 3 x 104 células T dirigidas a PSMA, la carga tumoral progresó de manera 
constante hasta la mortalidad (mediana de supervivencia de 36 días). El tratamiento con una dosis igual de células T 
Mz CAR+ prolongó la supervivencia en 63 días (figura 4a) y erradicó el tumor en el 20% de los ratones. La 
bioluminiscencia tumoral demuestra una respuesta mixta en la carga tumoral. El tratamiento con células T 
transducidas con receptor M28z indujo una reducción casi uniforme de la bioluminiscencia tumoral con respecto a la 60
emisión de fondo, lo que sugiere la erradicación en la mayoría de los ratones tratados con M28z. La mediana de 
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supervivencia no se alcanzó en este grupo (p = 0,01 frente a Mz). El 60% de los ratones tratados con células T M28z 
estuvieron libres de tumor más de 200 días tras la infusión de células T, tal como se confirmó en una inspección 
macroscópica. Los otros ratones mostraron inicialmente una marcada regresión tumoral antes de la recidiva y 
sobrevivieron durante una media de 125 días. A mayores dosis de células T, se observó la erradicación completa del 
tumor en ambos grupos, lo que refleja la potencia citolítica igual de ambos receptores y demuestra la importancia de 5
la proliferación de células T inducida por coestimulación de CD28 en una razón inicialmente baja de efector de 
células T con respecto a células tumorales.

La evaluación en serie de recuentos de células T CAR+ en la sangre periférica de los ratones tratados demostró una 
fuerte correlación entre la eficacia antitumoral y la supervivencia mejorada de células T. Los ratones tratados con 
M28z demostraron una persistencia mejorada de células T en todas las mediciones semanales, incluyendo en los 10
puntos de tiempo tardíos, días 40 y 50 tras la infusión de células T (figura 6B). Se obtuvieron resultados similares en 
tres dosis independientes de células T (3 x 106, 1 x 106 y 3 x 105) de células T CAR+ administradas) y sobre la 
cuantificación absoluta de células T CAR+ en el bazo en los días 14 y 55 tras la infusión de células T.

La evaluación del fenotipo de las células T persistentes demostró un enriquecimiento progresivo en las células T 
CD4+ que fue estadísticamente significativo 30 días tras la infusión de células T en ratones tratados con Mz y M28z. 15
Este hallazgo se observó de manera sistemática independientemente de la dosis de células T o del tejido analizado 
(bazo o sangre). Este enriquecimiento fue más pronunciado para los ratones tratados con Mz, lo que sugiere dos 
explicaciones alternativas para un papel diferencial de los subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ en la eficacia de 
CAR. O bien es responsable la mayor cantidad absoluta de células T CD4+ predominantes de una eficacia mejorada 
de M28z o bien es la capacidad de la coestimulación de CD28 para mantener una proporción significativa de células 20
T CD8+ la que es responsable, en última instancia, de la eficacia antitumoral. Para abordar estas dos posibilidades, 
se compararon directamente las células T CD4+ y CD8+ transducidas con CAR con respecto a su eficacia 
antitumoral in vitro e in vivo.

Las células T-CAR CD4+ demuestran una potente citotoxicidad que depende de la señalización coestimuladora de 
CD2825

Para comparar las funciones efectoras de las células T-CAR CD4+ y CD8+, se purificaron ambos subconjuntos de 
células T a una pureza> 98% (figura 6A). Tras 4 h de cocultivo, las células T CD8+ fueron el único subconjunto que 
demostró citotoxicidad (figura 6B, parte izquierda); sin embargo, después de 18 h de cocultivo, las células T M28z 
CD4+ mediaron en una citotoxicidad equivalente en comparación con células T M28z CD8+.

Dado que la coestimulación de CD28 puede mejorar la citólisis o bien a través de la potenciación inducida por IL-2 30
de la citotoxicidad de las células T o bien la secreción de TNF-�, una citocina capaz de inducir directamente la
apoptosis de células tumorales, se evaluó el papel de la coestimulación de CD28 en la citotoxicidad mediada por 
CAR. La señalización coestimuladora de CD28 mejoró la lisis por las células T-CAR M28z CD4+ en el 13-16% en 
razones de efector múltiple con respecto a diana (p <0,0001), pero no mejoraron de manera sistemática la lisis por 
células T-CAR CD8+ (p = 0,07).35

Para determinar el mecanismo por el cual la señalización de CD28 mejora la citotoxicidad de las células T-CAR, 
CD4+, se estimularon células T-CAR M28z con células tumorales que expresan mesotelina y se realizaron ensayos 
de citotoxicidad de transferencia de sobrenadante. La transferencia de sólo sobrenadante o la transferencia de 
sobrenadante además de las células T transducidas de control no dio como resultado una lisis detectable (figura 
6D). Como control positivo, M28z CD4+ lisó las dianas positivas para mesotelina. En cambio, la transferencia de 40
sobrenadante rico en citocinas (concentraciones de citocinas confirmadas mediante el ensayo con Luminex) 
obtenida a partir de células T M28z CD4+ estimuladas mejoraron la citotoxicidad tanto de células T-CAR M28z CD4+

(mejora del 5 al 23%, p <0,0001) como M28z CD8+ (mejora del 5 al 30%, p <0,001). En paralelo a la observación de 
que la coestimulación mejora la lisis de células T-CAR CD4+ con cinética retardada, el sobrenadante mejoró la lisis 
en menor grado tras un cocultivo a corto plazo de 4 h (del 2,5 al 4% para CD4+, del 1,0 al 4,4% para CD8+, datos no 45
mostrados).

Por tanto, la señalización coestimuladora de CD28 proporcionada en cis con respecto al reconocimiento de antígeno 
fomenta la generación de efectores citotóxicos de células T-CAR con cinética retardada y de la manera más 
prominente en el subconjunto de células T CD4+.

La citotoxicidad mediada por células T CAR+ depende de la ruta de granzimas/perforinas50

Habiendo excluido la lisis directa de los dianas tumorales por el sobrenadante rico en citocinas, se estudió cuál de 
los dos mecanismos líticos dependientes de contacto celular (ruta de Fas/FasL o granzima/peforina) es responsable 
de la citotoxicidad de las células T-CAR. El bloqueo por anticuerpos de la interacción ligando de Fas/receptor Fas no 
redujo la lisis de las células diana por las células T-CAR Mz o M28z (p> 0,05, figura 7A, parte inferior). La citometría 
de flujo confirmó la expresión del ligando de Fas por las células T-CAR y la expresión del receptor Fas en tumor 55
MSTO MSLN+ (figura 7A, parte superior). Las células MSTO MSLN+ eran susceptibles a la citotoxicidad mediada por 
FasL y el Ac �FasL usado en los experimentos bloqueó este efecto (figura 7A, parte inferior derecha).

El bloqueo de la liberación de granzimas mediante la adición de quelante de calcio EGTA al cocultivo de células 
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T/células tumorales redujo la lisis mediada por CAR en todos los grupos sometidos a prueba (p <0,0001, figura 7B), 
lo que demuestra que la citotoxicidad de las células T-CAR depende de la ruta de granzimas/perforinas. La 
reducción observada de la citotoxicidad usando concentraciones iguales de EGTA (4 mM) varió entre los grupos. La 
reducción más prominente de la lisis se observó en grupos de células T Mz (reducción media del 27,6% frente al 
17,6% para M28z) y CD8+ (29,4% para Mz CD8+ frente al 15,3% para Mz CD4+; 24,2% para M28z CD8+ frente al 5
11,1% para M28z CD4+).

Se realizó citometría de flujo intracelular para correlacionar los resultados de los ensayos de citotoxicidad con la 
expresión de las granzimas A y B, dos de los principales mediadores de la lisis inducida por perforinas-granzimas. 
La expresión de las granzimas A y B en PBMC en reposo se restringió principalmente a células T CD8+, en 
concordancia con estudios previos (figura 7C). La expresión de la granzima A no se alteró significativamente tras la 10
estimulación con PHA y la estimulación específica de mesotelina de células T transducidas con CAR. En cambio, la 
granzima B se caracterizó por expresión inducible. Tras la estimulación con PHA, aproximadamente el 75% de 
ambas células T CD4+ y CD8+ se tiñeron positivamente y a las 18 h después de la estimulación con células 
tumorales que expresan mesotelina, la granzima B se expresó en> 95% de células T-CAR M28z CD4+ y CD8+. Para 
comparar las células T CD4+ y CD8+ con respecto a la cinética de la expresión de granzima B, se estimularon las 15
células durante 4 o 18 h y se cuantificó la IFM de granzima B. Las células T M28z CD8+ demostraron un aumento de 
1,8 veces en IFM después de 4 h de cocultivo y una expresión de granzima B regulada por incremento adicional de 
0,8 veces más durante las 12 h finales. Sin embargo, las células T M28z CD4+ regularon por incremento la expresión 
de granzima B en un grado mucho mayor durante las últimas 12 h de cultivo (1,5 veces durante 4 h, unas 2,2 veces 
adicionales durante las 12 h finales, resultados similares obtenidos en otros dos experimentos independientes). 20
Estos hallazgos pueden reflejar la cinética retardada de la citotoxicidad observada con células T-CAR CD4+ tal como 
se demuestra en la figura 6B. Además, la señalización coestimuladora de CD28 mejoró la expresión de granzima B 
en ambos subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ (figura 7D, expresión tras cocultivo durante 18 h), reflejando 
posiblemente la citotoxicidad mejorada observada con células T M28z CD4+ (en comparación con células T Mz 
CD4+, figura 6C) y la resistencia relativa de las células T M28z al bloqueo de liberación de granzimas (figura 7B).25

La coestimulación de CD28 proporciona una proliferación y secreción de citocinas superiores en células T CD4+

Para evaluar la contribución relativa de la coestimulación de CD28 en respuestas proliferativas y de citocinas de 
células T in vitro a la activación de antígeno en subpoblaciones de células T, CD4+, CD8+ y se activaron células T 
globales transducidas o bien con Mz o bien con M28z con células tumorales que expresan mesotelina y se 
cuantificaron la secreción de citocinas Th1 así como la proliferación específica de antígeno. En comparación con 30
células T CD8+, las células T CD4+ transducidas con Mz mostraron niveles aumentados de secreción de citocinas 
Th1, esta diferencia se incrementó con la coestimulación de CD28 observada en las células T M28z (figura 2A). Tal 
como se esperaba, la estimulación recurrente en ausencia de ligandos coestimuladores no indujo la expansión de 
células T en ninguno de las poblaciones de células T Mz CD4+ o CD8+ e indujo rápidamente una disminución del 
número de células T después de la primera estimulación en ausencia de IL-2 exógena (figura 2B). En cambio, la 35
coestimulación proporcionada a las células T M28z CD4+ desencadenó una proliferación media 20 veces mayor por 
la 3ª estimulación en comparación con un aumento de 2 veces en células T M28z CD8+.

Las células T-CAR M28z CD4 son eficaces por sí solas in vivo y median en una eficacia mejorada en comparación 
con las células T-CAR M28z CD8

Las observaciones de una potente función efectora in vitro de las células T M28z CD4+ condujeron a la hipótesis de 40
que las células T M28z CD4+ demostrarían eficacia in vivo incluso cuando se administran en ausencia de células T 
CD8+. Se trataron ratones portadores de tumor con células T M28z CD4+, M28z CD8+ o M28z sin clasificar globales 
que se administraron en la cavidad pleural a tres dosis diferentes tras 18 días de crecimiento tumoral. En ratones de 
control tratados con la mayor dosis de 3 x 105 células T CAR+, la carga tumoral progresó de manera constante hasta 
que los ratones tuvieron que sacrificarse (mediana de supervivencia de 28 días). El tratamiento con células T M28z 45
CD4+ y T-CAR M28z globales dieron como resultado la erradicación tumoral en el 100% de los ratones, 
permaneciendo los ratones libres de tumor hasta 200 días de seguimiento. Las células T M28z CD8+ extendieron la 
supervivencia por encima de las células transducidas de control en 83 días (111 frente a 28 días, p = 0,003), pero 
dieron como resultado la erradicación tumoral en sólo 3/7 ratones. El tratamiento con células T-CAR M28z CD4+

extendió significativamente la supervivencia en comparación con ratones tratados con M28z CD8+ (ms no alcanzado 50
frente a 111 días, p = 0,02). A las dosis menores, los resultados fueron similares al comparar la eficacia de la terapia 
con CAR M28z CD4+ con CD8+ (a la dosis de 1 x 105, 112 frente a 67 días, p = 0,04 y a la dosis de 3 x 104 160 
frente a 37, p = 0,001). Estos resultados ilustran que las células T-CAR CD4+, capaces de mediar en la lisis además 
de sus funciones más tradicionales de proliferación y producción de citocinas son superiores a la terapia con células 
T-CAR CD8+. Además, el potencial proliferativo de las células T M28z CD4+ confieren la capacidad de alcanzar 55
razones E:D eficaces incluso a dosis en las que la razón E:D inicial es de 1:10.000.

La persistencia funcional de la transferencia adoptiva está mediada predominantemente por CD4+ y aumentado por 
la coestimulación de CD28

Se evaluó la importancia de células T persistentes en el control continuo del tumor mediante la realización de un 
experimento de reexposición al tumor. Se inocularon los ratones inicialmente con MSTO pleurales MSLN+ y se les 60
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administraron 1 x 105 células T pleurales Mz o M28z, una dosis que erradica casi uniformemente el tumor en ambos 
grupos (figura 4). 87 días después de la inyección inicial de células T, se administraron 1 x 106 células tumorales 
MSTO o bien MSLN+ o bien MSLN- en la cavidad peritoneal y se siguió la carga tumoral mediante BLI. Después de 
un aumento inicial de la carga tumoral en todos los ratones, se observó un control específico de antígeno de la carga 
tumoral en los ratones tratados con células T tanto Mz como M28z con una mayor disminución observada en los 5
ratones M28z (figura 10). Se examinó la respuesta proliferativa de células T en los ratones. Los ratones de todos los 
grupos se sacrificaron el día 16 después de la reexposición y se extrajeron los bazos tal como se describió 
anteriormente. Las células T M28z sometidas a reexposición a antígeno mostraron una expansión 4 veces mayor del 
número de células T en comparación con la reexposición de tumor negativo para antígeno (figura 10C). Esta 
profunda diferencia en la acumulación de células T dentro del bazo se debió predominantemente a la subpoblación 10
CD4+ (figura 10D).

4. Discusión

Un diana principal de la inmunoterapia contra el cáncer es generar una potente respuesta inmunitaria primaria y 
establecer la persistencia de células T. Los tumores sólidos plantean retos importantes para estas dianas dado que 
están ubicados dentro de compartimentos anatómicos que impiden el tráfico de células T y, normalmente, carecen 15
de expresión de ligandos coestimuladores. Usando el modelo murino establecido de mesotelioma pleural, este 
ejemplo muestra que las células T modificadas por ingeniería genética para seleccionar como diana el antígeno del 
cáncer y proporcionar señalización coestimuladora erradican el mesotelioma pleural establecido en la mayoría de los 
ratones (figura 5). Este ejemplo demuestra que las propiedades potenciadoras de la señalización coestimuladora se 
amplifican particularmente por el subconjunto CD4, tal como demuestra su proliferación y secreción de citocinas 20
superiores en comparación con células T CD8+ (figura 8). Además, la transducción de las células T CD4+ con 
receptores de antígeno quimérico coestimulados recluta este subconjunto en la respuesta citotóxica primaria (figura 
6). La adquisición del potencial citotóxico combinado con la capacidad de retener la secreción de citocinas 
cooperadoras Th1 forma potentes efectores inmunitarios CD4+ capaces de eliminar de manera independiente 
xenoinjertos de mesotelioma pleural (figura 10). Esta eficacia antitumoral es especialmente prominente cuando las 25
células T se administran directamente en la cavidad pleural, lo que da como resultado un control completo del tumor 
a dosis de células T drásticamente menores en comparación con la administración intravenosa. El secuestro 
pulmonar se identifica como un impedimento clave para la infiltración tumoral eficiente por las células T 
administradas por vía intravenosa (figura 4). En cambio, la administración de células T pleurales da como resultado 
infiltración tumoral temprana y una proliferación robusta tras el encuentro con el antígeno. Sorprendentemente, las 30
células T administradas de manera regional migran fuera de la cavidad pleural a la circulación sistémica (figura 4) y, 
en combinación con la señalización coestimuladora, demuestran la persistencia funcional a largo plazo tras la 
reexposición al tumor 100 días después de la infusión inicial de células T (figura 10). Estos hallazgos demuestran 
que la terapia con CAR puede ser particularmente útil para superar los obstáculos impuestos por los tumores sólidos 
mediante el reclutamiento exitoso de las células T CD4+ como mediadores primarios de la eficacia antitumoral y 35
mediante el uso de la administración regional para lograr una potente inmunidad primaria y secundaria.

En este ejemplo, el secuestro pulmonar se identificó como un impedimento clave que limita el tráfico eficiente de 
células T al tumor sólido. La obtención de imágenes bioluminiscentes de las células T marcadas con luciferasa 
demuestra que el secuestro pulmonar prolongado de las células T administradas por vía intravenosa produce un 
retardo en la acumulación tumoral pleural (figura 4). El retardo en la infiltración tumoral por las células T por vía i.v. 40
concordó con una regresión retardada en la carga tumoral (figura 3). Estos resultados corroboran estudios previos 
que demuestran que el tráfico y la infiltración eficientes de tumores periféricos se correlacionan con la eficacia 
antitumoral en cánceres sólidos, y sugieren el secuestro pulmonar como un motivo principal para la acumulación 
tumoral escasa de células T administradas por vía intravenosa. El secuestro pulmonar puede deberse en parte al 
estado de activación de las células T CAR+ transducidas que requieren activación para una transducción retroviral 45
eficiente. Una consecuencia funcional de la activación es un aumento de la afinidad de integrinas de adhesión que 
se unen a los ligandos expresados de manera constitutiva por la vasculatura pulmonar. Además de un retardo en el 
tráfico observado con la administración i.v., también se observó una disminución absoluta de la acumulación de 
células T dentro del tumor pleural en comparación con la administración pleural (figura 4). El bajo nivel de 
acumulación tumoral puede deberse al tráfico ineficiente de células T-CAR a los tejidos periféricos, que requiere 50
generalmente señales adicionales, tales como la regulación por disminución de L-selectina y la regulación por 
incremento de receptores de quimiocinas y moléculas de adhesión. Según estos estudios, la mayoría de las células 
T transducidas con CAR en la administración son positivas para L-selectina y es posible que no puedan transitar de 
manera eficiente al tumor pleural, un problema que debe abordarse en futuros estudios. Otras estrategias que tienen 
como objetivo optimizar el suministro de células T a tumores sólidos han sobreexpresado receptores de quimiocinas 55
para mejorar la acumulación tumoral. Los requisitos de tráfico pueden eludirse mediante el enfoque clínicamente 
relevante de administrar células T de manera regional, directamente en la pleura que porta el tumor. La
administración pleural sortea tanto el secuestro pulmonar como cualquier sesgo de tráfico intrínseco al fenotipo de 
células T. La activación de células T resultante y la potente respuesta proliferativa dan como resultado una eficacia 
antitumoral aumentada. Es importante destacar que las células T administradas por vía intrapleural pueden salir de 60
la cavidad pleural y circular por toda la periferia, persistir en puntos de tiempo a largo plazo de hasta 200 días y 
establecer una vigilancia tumoral sistémica > 100 días tras su infusión inicial (figura 10).

Los hallazgos de que las células T coestimuladas con CD28 demuestran una secreción de citocinas superior y 
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proliferan tras la exposición a antígeno repetida en ausencia de IL-2 exógena (figura 1), lo que concuerda con otros 
modelos de antígeno de cáncer-receptor quimérico. Las células T-CAR M28z eliminaron el tumor pleural incluso a 
dosis bajas de células T, lo que ilustra la importancia de la coestimulación para proporcionar la capacidad 
proliferativa necesaria para lograr razones eficaces de células T con respecto a tumor in vivo. Además, la 
coestimulación de CD28 mejoró la persistencia de células T (figura 5) y proporcionó un control tumoral superior tras 5
una reexposición secundaria > 100 días tras su administración inicial. Sorprendentemente, las células T M28z 
experimentaron una proliferación robusta después de la reexposición de antígeno, lo que demuestra el 
funcionamiento persistente de la señalización coestimuladora (figura 10). Esto subraya la importancia de la 
coestimulación para el control completo de grandes cargas tumorales y sugiere que las células T coestimuladas son 
menos susceptibles al agotamiento en presencia de estímulo antigénico crónico. La inclusión de señalización 10
coestimuladora para mejorar la proliferación y la persistencia de células T-CAR in vivo se ha traducido recientemente 
en una remisión del cáncer a largo plazo en ensayos de tumores malignos hematopoyéticos. Las recidivas tardías de 
tumores positivos para antígeno observadas en algunos ratones después de la regresión tumoral inicial sugieren que 
las células T-CAR administradas a dosis bajas de células T pueden estar reguladas negativamente por la 
inmunosupresión mediada por tumor. Los estudios preclínicos en curso abordarán si la combinación de la 15
transferencia de CAR coestimuladora y la inversión dirigida de estas rutas inhibidoras en la misma célula mejorará 
adicionalmente la eficacia antitumoral.

Estudios previos han reforzado el requisito de células T tanto CD4+ como CD8+ para una inmunidad antitumoral 
óptima. Tradicionalmente se piensa que las células T CD8+ desempeñan el papel principal en la eliminación de las 
células cancerosas, mientras que las células T CD4+ proporcionan a las células T CD8+ factores de crecimiento tales 20
como IL-2 que son necesarios para una función óptima. Aunque los resultados que se muestran en este ejemplo 
concuerdan con una gran cantidad de trabajo que respalda la importancia de la ayuda de células T CD4+ en la 
facilitación de la formación de efectores de CD8+ óptimos y en el mantenimiento de la respuesta de células T CD8+

al virus o tumor persistente, también destacan una creciente apreciación de que las células T CD4+ pueden actuar 
como mediadores primarios de la eficacia antitumoral. In vitro, las células T-CAR CD4+ coestimuladas con CD28 25
secretan una mayor cantidad de citocinas (figura 8), fueron capaces de manera única de proliferar tras la 
estimulación antigénica repetida sin complementación con IL-2 exógena (figura 8), y presentaron una citotoxicidad 
equivalente en comparación con células T CD8+ (figura 6). La adquisición del potencial citotóxico combinado con la 
capacidad para retener la secreción de citocinas cooperadoras Th1 forma potentes efectores inmunitarios CD4+

capaces de eliminar xenoinjertos de mesotelioma pleural tras administración regional. Esta observación contrasta 30
con estudios previos que usan células T-CAR. La falta de eficacia de las células T-CAR CD4+ en estos estudios 
puede explicarse por un bajo nivel de expresión de CAR y el uso de receptores de primera generación que carecen 
de señalización coestimuladora. Puesto que las células T CD4+ requieren una mayor interacción de avidez para 
mediar en las funciones efectoras en comparación con las células T CD8+ y puesto que la avidez funcional está 
determinada en parte por el nivel de expresión de receptor, el alto nivel de expresión de receptor obtenido en este 35
ejemplo puede explicar la potencia de CD4+. Además, debido a que los receptores de antígeno quimérico 
implementan scFv de alta afinidad para el reconocimiento de antígeno que aumenta adicionalmente la avidez, la 
terapia con CAR puede ser especialmente adecuada para generar células T CD4+ multifuncionales capaces de 
ayudar a las células T y e citotoxicidad. Se han usado con éxito otras estrategias para aumentar la avidez de las 
células T para generar células T CD4+ citotóxicas en la terapia transgénica de TCR antitumoral. El estudio que se 40
muestra en este ejemplo ayuda a informar sobre la comprensión de que los factores que rigen la avidez funcional 
además de pistas ambientales que regulan la respuesta de células T, dictan los papeles relativos de células T CD4+

frente a CD8+ en la inmunidad antitumoral.

La adquisición de actividad citotóxica por células T CD4+ transducidas con CAR es especialmente llamativa. 
Estudios publicados recientemente realizados usando modelos transgénicos de TCR de inmunidad antitumoral 45
también demuestran la capacidad de las células T CD4+ para diferenciarse en efectores citotóxicos. En estos 
informes, la capacidad de las células T CD4+ para eliminar independientemente tumores dependía de alcanzar la 
linfopenia en ratones receptores. Los regímenes de linforreducción se usan para mejorar la eficacia de la terapia con 
células T modificadas por ingeniería genética, actuando en parte aumentando la disponibilidad de citocinas de 
cadena � capaces de estimular la expansión de las células T y programar la diferenciación citotóxica. Otras50
estrategias clínicas para aumentar la disponibilidad de citocinas incluyen la administración de IL-2 sistémica, aunque 
la eficacia mediante la administración i.v. está limitada por el suministro ineficiente al tumor. La modificación genética 
de las células T promete lograr la activación completa de células T CAR+ reactivas a tumores sin el uso de 
linforreducción de manera que se suministre eficientemente IL-2 al sitio de activación de células T dentro del 
microentorno tumoral. En este ejemplo, la incorporación de señalización coestimuladora de CD28 en el sentido de 3’ 55
del reconocimiento de antígeno mejoró la Citotoxicidad de células T CD4+ (figura 6) por una ruta dependiente de 
perforina/granzima (figura 7), que se correlaciona con la capacidad de células T-CAR CD4+ coestimuladas para 
expresar altos niveles de granzima B tras la estimulación con antígeno. Este efecto se potenció por las citocinas 
secretadas, cada vez más disponibles por la señalización de CD28; mientras que las citocinas eran incapaces de 
mediar en la lisis tumoral directa, la adición de un sobrenadante rico en citocinas a las células T CD4+ condujo a una 60
citotoxicidad mejorada (figura 6). Estos hallazgos están respaldados por otros estudios que demuestran un papel 
dependiente de IL-2 en la capacidad de coestimulación para producir células CD4+ citotóxicas. Dada su robusta 
producción de IL-2, las células T CD4+ coestimuladas están en una posición única para servir como potentes 
efectores inmunitarios, especialmente cuando están equipados con receptores CAR que proporcionan interacciones 
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de alta avidez con el antígeno tumoral.

En conclusión, este ejemplo proporciona evidencia que respalda el uso de la administración regional de células T-
CAR para superar los obstáculos que plantean los tumores sólidos. El reclutamiento exitoso de las células T CD4+

en todos los aspectos de la inmunidad antitumoral proporcionan una ventaja particular al uso de la terapia con 
células T CAR+ para el tratamiento de tumores sólidos.5

Ejemplo 2: Terapia dirigida de células T para el cáncer de mama metastásico

1. La expresión de MSLN en TNBC se correlaciona con agresividad: Se evaluó la expresión de MSLN en 
microalineamientos de tejido de 226 TNBC y 88 cáncer distinto de TNBC. El análisis reveló que la sobreexpresión de 
MSLN fue significativamente más frecuente en TNBC que en cáncer distinto de TNBC (36% frente a 16%, 
respectivamente; p = 0,0006; figura 12). Los pacientes con TNBC positivo para MSLN desarrollaron metástasis más 10
a distancia con intervalos más cortos (véase la tabla 1) y tuvieron una supervivencia global y libre de enfermedad 
significativamente menores que los pacientes con TNBC negativo para MSLN, lo que indica que la expresión de 
MSLN es un marcador de agresividad. Los resultados muestran que los pacientes con TNBC MSLN+ es una 
población potencial para ensayos de terapias dirigidas a MSLN. Con una mediana de seguimiento de 5,3 años 
(intervalo, 0,7 - 8,2), las estimaciones de supervivencia de Kaplan-Meier a 5 años mostraron que TNBC tenía una 15
probabilidad de supervivencia global significativamente más corta, en 0,82 (IC del 95%: 0,75-0,87), en comparación 
con 0,959 (IC del 95%: 0,895-0,984) para cáncer distinto de TNBC (figura 13A). Entre los pacientes con TNBC, la 
positividad de MSLN se correlacionó con una supervivencia global (OS, overall survival) significativamente más corta 
(0,659 [IC de 95%: 0,515-0,770] versus 0,913 [IC de 95%: 0,838-0,954]) (figura 13B), así como significativamente 
más corta supervivencia libre de enfermedad (DFS) (0,665 [IC de 95%: 0,536-0,766] frente a 0,865 [IC de 95%: 20
0,785-0,916]) (figura 13C). El impacto negativo en la supervivencia de MSLN es independiente del estado de los 
ganglios linfáticos (prueba de rangos logarítmicos, p = 0,0003). Los casos de TNBC con ganglio positivo/MSLN+

fueron los peores (probabilidad de OS a 5 años, 0,564 [IC de 95%: 0,348-0,733]), en comparación con los casos de 
TNBC de ganglio positivo/MSLN- (0,865 [IC de 95%: 0,699-0,943]) (figura 13D). Dentro de los pacientes con TNBC, 
los pacientes positivos para mesotelina tuvieron una supervivencia global disminuida (p = 0,001); supervivencia 25
específica de enfermedad disminuida (p = 0,08); frecuencia aumentada de metástasis a distancia (OR 2,9, p = 
0,011); intervalo medio hasta metástasis a distancia disminuido (19 frente a 35 meses, p = 0,006); supervivencia 
media disminuida (24 frente a 53 meses, p = 0,001), tal como se muestra en las figuras 13E y 14F.

SMRP en suero como marcador de progresión de la carga tumoral: Los datos publicados han establecido el papel de 30
la medición en serie de SMRP en suero (una prueba clínica convencional para pacientes con mesotelioma) como 
marcador de progresión de la carga tumoral, por ejemplo, como marcador de progresión en pacientes con 
adenocarcinoma de esófago y pulmón (figura 14). Por tanto, la medición de SMRP en suero es una prueba de 
laboratorio clínico convencional que puede aplicarse fácilmente a la población de pacientes con TNBC.

CAR específicos de MSLN: se creó un CAR dirigido a MSLN derivado de un anticuerpo humano contra MSLN (scFv) 35
y un gen indicador de eGFP separado por un ligador de IRES (Mz), tal como se describe en el ejemplo 1. Tal como 
se describe en el ejemplo 1, se incorporó el dominio citoplasmático del receptor CD28 para construir un CAR M28z 
de segunda generación para mejorar la proliferación de células T, la secreción de citocinas y la supervivencia. Los 
constructos de vector se transdujeron con éxito en subconjuntos de células T humanas CD4 y CD8, según se 
detecta por el gen indicador de eGFP. La citotoxicidad in vitro usando ensayos de liberación de cromo 40
convencionales, en los que se incubaron células T dirigidas a MSLN o de control con unas células cancerosas 
MSLN+, mostró la destrucción eficaz y específica de unas células MSLN+ por las células T transducidas tanto con Mz 
como con M28z. Las células T-CAR M28z secretaron una cantidad aproximadamente 2 veces mayor de GM-CSF, 
IFN- y TNF-�, en comparación con las células T Mz. La secreción de IL-2, una citocina crucial para la supervivencia 
y proliferación de células T, la proporciona de manera única M28z. En presencia de IL-2 exógena, se expandieron 45
células T transducidas con receptores específicos de MSLN, y las células coestimuladas con CD28 lograron una 
respuesta proliferativa 3 veces mayor que la lograda por las células T-CAR Mz. Además, en ausencia de IL-2 
exógena, sólo las células T-CAR M28z pudieron acumularse tras la estimulación con antígeno repetida.

La citotoxicidad mediada por células T CAR+ depende de la ruta de granzimas/perforinas: tal como se describe en el 
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ejemplo 1, se determinó cuál de los dos mecanismos líticos dependientes de contacto celular (ruta de Fas/FasL o de 
granzimas/perforinas) es responsable de la citotoxicidad de las células T-CAR. El bloqueo por anticuerpos de la 
interacción ligando de Fas/receptor Fas no redujo la lisis de las células diana por las células T-CAR Mz o M28z (p> 
0,05). La citometría de flujo confirmó la expresión del ligando de Fas por las células T-CAR y la expresión del 
receptor Fas en tumor MSLN+. Las células MSLN+ eran susceptibles a la citotoxicidad mediada por FasL, y el 5
anticuerpo contra FasL usado en los experimentos bloqueó este efecto. En cambio, el bloqueo de la liberación de 
granzimas mediante la adición del quelante de calcio, ácido etilenglicol-tetraacético (EGTA) al cocultivo de células 
T/células tumorales redujo la lisis mediada por CAR tanto en Mz como en M28z, así como en ambos subconjuntos 
CD4 y CD8 (p <0,0001), demostrando que la citotoxicidad de células T-CAR depende de perforina/granzima.

Desarrollo de modelos de ratón: Para facilitar la investigación de la terapia dirigida pleural y sistémica para TNBC 10
que expresa MSLN, los inventores desarrollaron y validaron tres modelos animales distintos.85-90. Los tumores 
resultantes se parecen anatómicamente a la enfermedad humana para lesiones pulmonares pleurales o bien 
ortotópicas o bien metastásicas (figuras 15A, B y C, respectivamente). Estos modelos animales se validaron para el 
uso de obtención de imágenes bioluminiscentes (BLI) no invasiva 85-89,91-93 para seguir la pista de la progresión de 
tumores usando líneas celulares eGFP+, MSLN+ y luciferasa de luciérnaga+. Estos tumores retuvieron la expresión 15
de MSLN, incluyendo en estadios avanzados de la enfermedad (datos no mostrados). Es importante destacar que 
los ratones se inocularon con tumor y se obtuvieron imágenes semanalmente con protocolos optimizados para 
SMRP en suero secretado mediante BLI, un biomarcador de suero fiable, y se correlacionó con la medición y la 
progresión de la carga tumoral (figuras 15A, B y C, parte inferior). En las inserciones se muestran ratones con 
metástasis demostradas mediante BLI o MRI.20

Eficacia antitumoral de una única dosis baja de células T CAR+ M28z en un modelo de ratón con metástasis 
pulmonar que expresa MSLN: Una única dosis de células T transducidas con M28z por vía intravenosa, tras 22 días 
de crecimiento tumoral metastásico, disminuyó eficazmente la carga tumoral, tal como se observa mediante una 
mediana de supervivencia aumentada, en comparación con ratones de control (p <0,05 frente a control) (figura 16), 
demostrando, por tanto, la capacidad de las células T M28z administradas de manera sistémica para erradicar 25
múltiples lesiones tumorales en un modelo de metástasis pulmonar.

Las células T transducidas con M28z administradas de manera regional erradican el tumor pleural: Tal como se 
describe en el ejemplo 1, después del establecimiento de una gran carga tumoral pleural metastásica, se trataron los 
animales 18 días después de la inoculación tumoral (figura 3E) con una única infusión intravenosa o una única 
administración intrapleural de células T dirigidas a MSLN. En ratones tratados con células T transducidas de control 30
administradas por vía pleural, la carga tumoral progresó de manera constante (figura 17B) hasta que murieron los 
ratones (figura 3C). El tratamiento con una dosis menor de células T M28z por vía intravenosa dio como resultado 
una reducción retardada de la carga tumoral (figuras 3B y C), lo que produjo una ventaja de supervivencia (p = 
0,005; figura 3D). Las células T M28z administradas por vía pleural indujeron respuestas importantes. Las cargas 
tumorales fueron significativamente menores en el día 7 y en el nivel inicial en el día T 11 (figura 3B). La mediana de 35
supervivencia no se alcanzó, logrando la mayoría de los ratones la erradicación tumoral (figura 17D).

Las células T-CAR M28z demuestran una potente eficacia antitumoral, y la persistencia funcional de las células T 
aumenta con la coestimulación de CD28: Tal como se describe en el ejemplo 1, en ratones con tumor MSLN+ pleural 
establecido a los que se administraron células T pleurales o bien Mz o bien M28z, tras la erradicación tumoral, 
ambos grupos presentaron persistencia de células T-CAR de ambos subconjuntos CD4 y CD8 (figura 10A). Ochenta 40
y siete días después de la inyección inicial de células T, se administraron células tumorales o bien MSLN+ o bien 
MSLN- en la cavidad peritoneal, y se siguió la carga tumoral mediante BLI (figura 10E, parte superior). Se observó 
un control específico de antígeno de la carga tumoral en los ratones tratados con células T tanto Mz como M28z, con 
una mayor disminución observada en los ratones tratados con M28z (figuras 10C y 10E). Se sacrificaron los ratones 
el día 16 después de la reexposición, y se extrajeron sus bazos. Las células T M28z sometidas a reexposición a 45
tumor positivo para antígeno mostraron una expansión de 4 veces de células T, en comparación con el tumor 
negativo para antígeno (figura 10D). Esto demuestra que las células T-CAR son capaces de persistir en la periferia y 
presentar proliferación cuando se someten a reexposición a tumor, un efecto que se ve aumentado por la 
coestimulación de CD28.

Las células T M28z median en la destrucción por vecindad específica de antígeno de dianas con baja expresión de 50
MSLN: Dada la heterogeneidad de la expresión de MSLN en determinados cánceres sólidos, incluyendo en TNBC, 
se evaluó la citotoxicidad de las células T M28z frente a dianas heterogéneas que expresan MSLN. Después de 16 h 
de cocultivo con fibroblastos de pulmón MRC-5 (MSLN-), las células T M28z no demostraron lisis (figura 17A). Se 
evaluó la citotoxicidad de las células T M28z frente a dianas que expresan MSLN, que se compone de una mezcla 
1:1 de una línea celular que expresa de manera natural bajos niveles de MSLN (bajo MSLN) y una línea celular 55
transducida para expresar altos niveles de MSLN (alto MSLN). Para examinar la lisis específica, sólo las líneas 
celulares con bajo MSLN se marcaron con 51-cromo y se mezclaron con células con alto nivel de MSLN sin marcar y 
posteriormente se cocultivaron con células T M28z o de control. Después de 16 h de cocultivo, se observó citólisis 
específica de células con bajo nivel de MSLN por células T M28z en presencia de dianas con alto nivel de MSLN 
(figura 17B), superando la lisis de líneas celulares con bajo nivel de MSLN sólo en aproximadamente el 5% -15% en 60
cada razón de efector con respecto a diana (p <0,05). Es importante destacar que, en comparación con las células T 
M28z no activadas, las células T M28z preactivadas con antígeno no mostraron un aumento de la citotoxicidad o la 
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destrucción inespecífica frente a las células con bajo nivel de MSLN o los tumores negativos para MSLN (figuras 
17C y 17D). Por tanto, las células T M28z demuestran citólisis específica de antígeno aumentada frente a células 
con bajo nivel de MSLN en presencia de tumor con alto nivel de MSLN.

Tráfico in vivo de células T-CAR dirigida a MSLN demostrado mediante BLI de células T: Tal como se describe en el 
ejemplo 1, para determinar el tráfico y la proliferación de células T in vivo, se optimizaron la doble transducción de 5
células T humanas con CAR M28z y luciferasa de luciérnaga mejorada (effLuc). Las células T administradas por vía 
pleural presentaron una intensidad creciente sólo en ratones portadores de tumor, en comparación con ratones no 
portadores de tumor, lo que significa la proliferación de células T específicas de MSLN (figura 4A, dorsal y ventral). 
Comparativamente, las células T M28zG-efluc+ administradas de manera sistémica presentaron retención pulmonar 
inmediatamente después de la administración, con una emisión creciente de señal pleural después de unos días 10
(figura 4B). Se optimizó la monitorización de la respuesta de las células T mediante el uso de obtención de imágenes 
no invasiva, permitiendo la visualización del tráfico, así como la cuantificación de la proliferación de células T en 
respuesta al antígeno.

CAR específicos de MSLN con dominio coestimulador 4-1BB para investigar la eficacia contra células cancerosas 
que expresan inhibidores de la función de las células T: Para investigar la influencia de los cánceres que expresan 15
normalmente proteínas inhibidoras para evadir el sistema inmunitario, se usaron células que expresan PD-L1 (el 
color negro en la figura 18, en comparación con el control de isotipo, en color rojo) y secretan citocinas inhibidoras 
tales como TGF-� se caracterizaron y confirmaron mediante ELISA. Por tanto, estas células permiten modelar la 
eficacia antitumoral in vivo de las células T-CAR dentro de un MET inhibidor. Para estudiar la capacidad de las 
células T-CAR para superar la inhibición mediada por tumor, se proporcionaron receptores que, tras el 20
reconocimiento de antígeno, proporcionan una señalización coestimuladora de 4-1BB (MBBz; figura 19). Se 
transdujeron eficazmente células T humanas primarias con CAR específicos para MSLN a frecuencias del 60% al 
70%.

La coestimulación de CD28 y 4-1BB dirigida a MSLN mejora la función de las células T-CAR en presencia de 
proteínas inmunosupresoras secretadas por el tumor: se modificaron por ingeniería células de fibroblastos de ratón 25
3T3 para expresar o bien MSLN (3T3 MSLN+; figura 20A, parte superior) o bien tanto MSLN como PD-L1 (3T3 
MSLN+ PD-L1+; figura 20A, parte inferior) y se añadió TGF-� exógeno a cocultivos de células T/3T3 MSLN+ (figura 
21A) como sustituto de un MET adverso. Tras la estimulación con 3T3 MSLN+PD-L1+ (formas sin relleno; 3T3 
MSLN+, formas con relleno), las células T CAR+ coestimuladas secretan una menor cantidad de citocinas, en 
comparación con la estimulación con 3T3 MSLN+. Sin embargo, las células T coestimuladas continuaron secretando 30
una mayor cantidad de citocinas que las células T Mz incluso en presencia de PD-L1 (p <0,005). Además, el bloqueo 
del ligamiento de PD-L1/PD-1 con 10 �g/ml de anticuerpo bloqueo de PD-L1 rescató la secreción de citocinas para 
todos los grupos de células T (el rescate se muestra con formas con relleno de color azul; p <0,02, comparando Mz 
con bloqueo de PD-L1 con Mz sin bloqueo; p = 0,02 para IFN-� para MBBz; p <0,02 para M28z, pruebas de la t para 
datos independientes), lo que demuestra adicionalmente la especificidad de la inhibición mediada por PD-L1 y 35
sugiere un papel para bloqueo del eje PD-L1/PD-1 en la mejora de la terapia con células T-CAR. Con respecto a la 
proliferación, sólo las células T-CAR M28z y MBBz fueron capaces de expandirse en presencia de sobreexpresión 
de PD-L1 (p <0,05, a los 7 y 14 días). De manera similar a la inhibición mediada por PD-L1, la adición de TGF-�
también disminuyó la secreción de citocinas de todos los grupos de células T-CAR, pero una vez más las células T 
CAR+ coestimuladas continuaron secretando una mayor cantidad de citocinas, en comparación con las células T 40
CAR+ Mz (p <0,003; figura 21B). En respuesta a la estimulación específica de MSLN en presencia de TGF-�, las
células T-CAR MBBz todavía fueron capaces de expandirse tras dos estimulaciones sucesivas (p <0,002; figura 
21C). Se demostró que la señalización coestimuladora mejoraba la función de las células T-CAR incluso en 
presencia de proteínas inhibidoras prominentes expresadas en tumores.

IL-12 como coestimulante en la terapia adoptiva de células T: Se caracterizó que el constructo de CAR M28zIL12, 45
cuando se transdujo en células T, secretaba IL-12. Tanto las células M28z como M28zIL12, pero no las células no 
transducidas, mediaron en la lisis específica de células cancerosas MSLN+ con aproximadamente el mismo efecto 
(figura 22). Usando un ensayo ELISA/LUMINEX, se demostró que, con el cocultivo con células tumorales que 
expresan antígeno, las células T-CAR IL-12 aumentaron la secreción de citocinas Th1 (IFN-, TNF� y GM-CSF) 
(figura 23) e inhibieron la producción de citocinas Th2 (IL-13, IL-4 e IL-5) en comparación con las células T-CAR 50
M28z.

Ejemplo 3 - Generación del vector retroviral SFG-iCASP9-2A-M28z

El vector SFG empleó las repeticiones terminales largas (LTR) en 5’ y 3’ del VLMu-Mo para la expresión del CAR 
iCASP9-2A-M28z. La transcripción del CAR iCASP9-2A-M28z estaba bajo el control de las secuencias 
potenciadoras y promotoras presentes en la región U3 de la 5’LTR y del sitio de poliadenilación presente en la región 55
R de la 3’LTR. Además, el vector retuvo las secuencias ψ+ necesarias para la encapsidación eficiente de genomas 
retrovirales recombinantes en partículas virales y las secuencias donadora y aceptora de corte y empalme retroviral 
usadas para la generación del ARN retroviral subgenómico que codifica para la proteína env en el VLMu-Mo. Se 
insertó la secuencia de iCASP9-2A-M28z de modo que su codón de iniciación estuviese en la posición ocupada 
normalmente por el ATG de env viral en el transcrito viral subgenómico. Los análisis de transferencia de tipo 60
Northern demostraron que esta estrategia de clonación aumentó cuatro veces la razón de ARN de vector sometido a 

E15803100
14-05-2020ES 2 791 953 T3

 



62

corte y empalme con respecto a no sometido a corte y empalme por copia de vector con relación a un vector 
gammarretroviral convencional (Krall y Kohn, 1996, Expression levels by retroviral vectors based upon the N2 and 
MFG backbones. Gene Ther 3, 365).

Se construyó SFG-iCASP9-2A-M28z (tal como se muestra en las figuras 31 y 32) insertando dos fragmentos de 
ADN en un sitio NotI/BglII de 6,7 kb de la estructura principal de SFG. La estructura principal codifica para lo 5
siguiente: (1) todo el vector �-retroviral SFG, excepto por una región que abarca el SA y 5’UTR del ARNm que 
codifica para env de VLM-Mo; y (2) la CDS del dominio de señalización de CD28 humano fusionado con el dominio 
de señalización de CD3  humano.

El fragmento de ADN 1 era un fragmento BglII/BspEI de 1,5 kb derivado del constructo plasmídico SFG-iC9-41BBL-
NY28z. Este fragmento codificaba para una región que abarca el SA y 5’UTR del ARNm que codifica para env de 10
VLM-M0 fusionado a la CDS de iCASP9 que carece de ocho aminoácidos del extremo C-terminal y el codón de 
terminación. Se obtuvo la CDS de iCASP9 mediante síntesis de novo de Blue Heron Bio.

El fragmento de ADN 2 era un fragmento BspEI/NotI de 0,89 kb derivado de un producto de PCR de 0,979 kb. Este 
fragmento codificaba para la CDS C-terminal de iCASP9 (sin el codón de terminación) fusionado con el scFv GSG-
P2A-CD8a leader_m912. Este producto de PCR se sintetizó a partir de SFG-TK-2A-M28z como molde usando los 15
siguientes cebadores:

(1) Cebador izquierdo de iCASP9-2A: 

(2) Cebador derecho de CD28: 

La secuencia de aminoácidos de P2A se expone en SEQ ID NO: 39, que se proporciona a continuación:20

La secuencia de nucleótidos que codifica para la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 39 se expone en SEQ 
ID NO: 40, que se proporciona a continuación:

Se derivó el molde SFG-TK_2A_M28z usando la estructura principal SFG-Hsvtk_P2A_P28z y la secuencia de scFv 25
CD8a leader_m912 en SFG-M28z_ires_hrGFP mediante PCR de extensión solapada. La secuencia de scFv CD8a 
leader_m912 en SFG-M28z_ires_hrGFP se derivó mediante síntesis de novo de Blue Heron Bio usando una tabla 
de codones optimizados para la expresión. La generación del vector retroviral de SFG-Hsvtk_P2A_P28z 
SFG/TK_2A_P28z se derivó de SFG/TP28z.3 usando un ligamiento de 3 partes: (1) un fragmento BglII/BssHII de 
1462 pb derivado de SFG-TP28z.3 que codifica para una región del vector de VLM-Mo que contiene el sitio aceptor 30
de corte y empalme fusionado con el gen HSV-TK; (2) un fragmento BssHII/NotI de 880 pb derivado del producto de
PCR que codifica para el extremo 3’ del gen HSV-TK sin el codón de terminación_GSG_2A_péptido señal de 
CD8a_ScFv J591; y (3) un fragmento NotI/BssHII de 6652 pb derivado de SFG-TP28z.3 que codifica para el resto de 
la cadena transmembrana_CD28_zeta del receptor de antígeno quimérico más la parte restante de la estructura 
principal del vector retroviral. Se amplificó el producto de PCR usando un ADN de plásmido construido previamente 35
que codifica para GSG_P2A_CD28z como molde. Se usaron los siguientes cebadores: (1) Directo

(2) Inverso- P28z R: 

2. La generación del vector retroviral SFG-iC9-41BBL-NY28zSFG-iC9-41BBL-NY28z se generó insertando dos 40
fragmentos en una cadena principal de AgeI/NotI de 6,8 kb derivada de SFG-Hsvtk_2A_P28z: (1) fragmento 
AgeI/SacII de 1,7 kb derivado de pUC(-mcs)-CBNI que codifica para el SD de VLM-Mo y la 5’-UTR del ARNm de env 
fusionado a toda la CDS de iCASP9 y el 4-1BBL N-terminal fusionado en marco con el péptido de escisión gsg_P2A; 
y (2.) fragmento SacII/AgeI de 1,5 kb derivado de pUC(-mcs)-CBNII que codifica para la CDS de 4-1BBL C-terminal 
restante fusionada a través de otro péptido de escisión GSG_P2A a un scFv dirigido al antígeno NYESO-1.45

Tanto pUC(-mcs)-CBNI como pUC(-mcs)-CBNII se obtuvieron de Blue Heron Bio y los insertos se generaron 
mediante síntesis de novo del gen.

Ejemplo 4 - El nivel de expresión de CAR está asociado con la eficacia de las células T que expresan CAR
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Se generaron poblaciones de células T con niveles de expresión variables de CAR M28z usando subclones de 
líneas celulares de empaquetamiento 293T. Se usó un CAR de segunda generación dirigido a un marcador de CD 
como control negativo (CAR de control). Un constructo retroviral que codifica para M28z se muestra en la figura 27A. 
Tal como se muestra en la figura 27A, el constructo comprende un indicador, GFP. Se transdujeron células T 
humanas CD3+ con M28z y el CAR de control. Las células T expresaron diferentes niveles de M28z, tal como se 5
muestra en la figura 27B. Las células T con un nivel de expresión de M28z de aproximadamente 4 o más números 
de copia de vector/célula se clasificaron como “M28z alto”. Las células T con un nivel de expresión de M28z de 
aproximadamente 1 a aproximadamente 4 números de copia de vector/célula se clasificaron como “M28zT medio”, y 
las células con un nivel de expresión de M28z de menos de aproximadamente 1 número de copias de vector/célula 
se clasificaron como “M28z bajo “. Los números de copias de vector de células T no transducidas y transducidas se 10
midieron mediante PCR cuantitativa, tal como se muestra en la figura 27C. Se generaron cuatro líneas celulares 
diana que expresaban niveles variables de mesotelina de superficie: Met5a, EKVX, MSTO M y OVCAR-3. Met5a era 
una línea celular mesotelial humana inmortalizada con antígeno T grande de SV40. EKVX era una línea celular de 
cáncer de pulmón que expresaba mesotelina de manera natural. MSTO M era la línea celular MSTO-211H 
transducida para sobreexpresar mesotelina humana. OVCAR-3 era una línea de cáncer de ovario que expresaba 15
mesotelina de manera natural. Tal como se muestra en la figura 28, entre estas cuatro líneas celulares diana, MSTO 
M tenía el mayor nivel de expresión de mesotelina humana, y Met5a tenía el menor nivel de expresión de mesotelina 
humana. Las cuatro líneas celulares diana se cocultivaron o bien con células T M28z+ o bien con las células T de 
control CAR+. Se evaluó la producción de citocinas o secreción de células T M28z+ en las cuatro líneas celulares 
diana. Tal como se muestra en las figuras 29A y 29B, sólo las células T con el mayor nivel de expresión de M28z 20
presentaron secreción de citocinas específica de antígeno a las células diana Met5a, que tenían el menor nivel de 
expresión de mesotelina humana entre las cuatro líneas celulares sometidas a prueba. Los niveles de expresión 
crecientes del CAR M28z dio como resultado una secreción de citocinas dependiente de la dosis a las células diana 
MSTO, que tenían el mayor nivel de expresión de mesotelina humana entre las cuatro líneas celulares sometidas a 
prueba. En comparaciones por parejas que usan la corrección de Bonferroni, la secreción de citocinas fue 25
significativamente mayor (p <0,05) en (1) alto nivel de expresión de M28z frente a los otros tres efectores tanto para 
las células T sólo como para las dianas Met5a; y (2) todas las comparaciones entre grupos en el caso de las células 
diana MSTO M.

Además, se evaluó la citotoxicidad de las células T M28z+ frente a las cuatro líneas celulares diana mediante 
ensayos de liberación de 51Cr convencionales. Se incubaron células T que expresaban diversas densidades de CAR 30
M28z, células diana Met5a, células diana MSTO MSLN+ y células diana EL4PSMA+ MSLN- durante 18 horas a 
diferentes razones E:D. Se usaron células diana EL4PSMA+ MSLN- como control negativo. Tal como se muestra en 
la figura 30, sólo las células T con un alto nivel de expresión de M28z mostraron citotoxicidad frente a las células 
diana Met5a, que tenían el menor nivel de expresión de mesotelina humana entre las cuatro líneas celulares 
sometidas a prueba. Además, tal como se muestra en la figura 30, el nivel de expresión de CAR determinó el grado 35
de citotoxicidad frente a las células diana MSTO, que tenían el mayor nivel de expresión de mesotelina humana 
entre las cuatro líneas celulares sometidas a prueba.

Ejemplo 5 - El nivel de expresión de mesotelina está asociado con la eficacia de las células T que expresan CAR

Se usó una única línea celular de mesotelioma (MSTO 211-H) y se transdujo con un nivel bajo o alto de MSLN 
humana, tal como se muestra en la figura 31A. Se determinó la citotoxicidad de células T M28z+ mediante ensayos 40
de liberación de 51Cr convencionales tal como se describió anteriormente, y se muestran los resultados en la figura 
31B. Se determinó la producción de citocinas mediante un ensayo de secreción de citocinas, y se muestran los 
resultados en la figura 31C. Tal como se muestra en las figuras 31B y 31C, la citotoxicidad y la producción de 
citocinas de las células T M28z+ fueron proporcionales al nivel de expresión de MSLN humana. Por ejemplo, cuanto 
mayor es el nivel de expresión del MSLN humana, mayor es la citotoxicidad y la producción de citocinas de las 45
células T.

Ejemplo 6 - Generación de CAR específico de MSLN con niveles de expresión opcionales

Se obtuvo un scFv derivado del anticuerpo m912. Se realizó la optimización de codones del anticuerpo m912 
basándose en cuatro algoritmos diferentes (por ejemplo, algoritmos Blue Heron y Encore). Se combinaron las 
secuencias de optimización de codones obtenidas de los cuatro algoritmos, y se retiraron todas las GPC y BAM-H1 50
para una clonación óptima. La secuencia de nucleótidos de codones optimizados era homóloga en 
aproximadamente el 70% al scFv m912 original. Para obtener una expresión eficiente en una célula inmunorreactiva 
(por ejemplo, células T primarias humanas), la secuencia de nucleótidos de codones optimizados se ligó a una 
secuencia líder de CD8 humano, por ejemplo, un polinucleótido que codifica para SEQ ID NO: 20. La secuencia líder 
de CD8 proporcionó una escisión de señal óptima que precede a la cadena pesada de ScFv (QVQL). La 55
optimización de codones optimizó la expresión de CAR de mesotelina en una célula inmunorreactiva, por ejemplo, 
múltiples células T primarias de donantes humanos, con buena eficiencia de transducción. Se sometieron a prueba 
múltiples números de copias de vector de CAR en células T de donantes múltiples para determinar la eficacia 
funcional, la especificidad y la sensibilidad frente a múltiples células de cánceres hematológicos y sólidos con 
expresión de mesotelina variable. El CAR de mesotelina basado en m912 con codones optimizados con un número 60
de copias de vector de 1-4 proporcionó citotoxicidad altamente eficiente frente a dianas de alta expresión de 
mesotelina, pero mínima reactividad frente a dianas de baja expresión de mesotelina, es decir, tejido normal, que es 
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una característica clave lograda para la seguridad del vector sin comprometer la eficacia. La modificación por 
ingeniería genética innovadora descrita anteriormente en la generación de un CAR de mesotelina específico que es 
reactivo frente a células cancerosas que expresan alto nivel de mesotelina mientras evita el tejido normal que 
expresa bajo nivel de mesotelina es óptima para su uso como vector clínico para la terapia contra el cáncer al tiempo 
que garantiza la seguridad.5

Ejemplo 7 - La administración regional de la terapia con células T-CAR dirigidas a mesotelina genera inmunidad 
tumoral dependiente de CD4 potente y de larga duración - Actualización del ejemplo 1

1. RESUMEN

Para traducir el éxito reciente de la terapia con células T-CAR para tumores malignos hematológicos a tumores 
sólidos, será necesario superar varios obstáculos, incluyendo la infiltración ineficiente de tumores de células T y la 10
persistencia funcional insuficiente. Aprovechando un modelo ortotópico que imita fielmente el tumor maligno pleural 
humano, se evaluaron dos vías de administración de células T dirigidas a mesotelina usando el CAR M28z. Se 
descubrió que las células T-CAR administradas por vía intrapleural superaron ampliamente a las células T infundidas 
de manera sistémica, requiriendo 30 veces menos células T M28z para inducir remisiones completas a largo plazo. 
Después de la administración intrapleural de células T, la inmediata activación in vivo de células T inducida por 15
antígeno permitió una expansión robusta de las células T-CAR y la diferenciación de efectores, lo que dio como 
resultado una mayor eficacia antitumoral y una persistencia funcional de las células T durante 200 días. La 
administración regional de células T también fomentó la eliminación eficiente de sitios tumorales extratorácicos. Esta 
eficacia terapéutica dependía de la activación temprana de células T CD4+ asociada con mayores razones de 
células CD4/CD8 intratumorales y la citotoxicidad mediada por células T CD4+ dependiente de CD28. En cambio, las 20
células T-CAR administradas por vía intravenosa, incluso cuando se acumularon en cantidades equivalentes en el 
tumor pleural, no lograron una activación, erradicación o persistencia tumorales comparables. La capacidad de las 
células T administradas por vía intrapleural para circular y persistir respalda el concepto de administrar una terapia 
óptima de células T-CAR a través de “centros de distribución regionales”. Basándose en estos resultados, está 
realizándose un ensayo clínico de fase 1 para evaluar la seguridad de la administración intrapleural de células T-25
CAR dirigidas a mesotelina en pacientes con tumores malignos pleurales primarios o secundarios.

1. INTRODUCCIÓN

Los tumores malignos pleurales, tanto primarios (mesotelioma pleural maligno, MPM) como metastásicos (de cáncer 
de pulmón y de mama), afectan a más de 150.000 pacientes al año sólo en los EE.UU.108. MPM es una enfermedad 
regional agresiva con opciones de tratamiento limitadas109. Algunos estudios han notificado el mejor pronóstico de 30
tener mayores niveles de linfocitos infiltrantes de tumor en MPM110-113, lo que sugiere que la inmunoterapia basada 
en células T puede ser beneficiosa para pacientes con MPM114.

Las inmunoterapias dirigidas que usan CAR para redirigir y reprogramar las células T del paciente han mostrado 
recientemente resultados alentadores en algunos tumores malignos de células B, especialmente la leucemia 
linfoblástica aguda y el linfoma no Hodgkin11,115,116,117. Los CAR son receptores sintéticos que redireccionan las 35
células T a los antígenos de superficie tumoral.21,118. El advenimiento de los CAR de segunda generación, que 
combinan dominios de señalización activantes y coestimuladores, ha permitido el diseño de células T potentes que 
pueden mediar en respuestas completas en pacientes con tumores malignos CD19+ resistentes a la 
quimioterapia11,115,116,117. El potencial terapéutico de las terapias con CAR frente a cánceres sólidos sigue siendo 
desconocido. Un aspecto crítico de idear una terapia con CAR para cualquier tumor sólido es la identificación de un 40
antígeno diana válido. La mesotelina (MSLN) es una molécula de superficie celular asociada con la invasión 
regional, una característica de MPM en el que se sobreexpresa en más del 90% del MPM epitelioide37. En los 
estudios clinicopatológicos de los inventores que evaluaron de manera sistémica la expresión y la intensidad del 
MSLN, se encontró una expresión de MSLN fuerte a intermedia en el 69% de los adenocarcinomas de pulmón (n = 
1209)119, el 36% de cáncer de mama triple negativo (n = 355) y el 46% de adenocarcinoma de esófago (n = 125)47. 45
La expresión de MSLN se asoció de manera sistemática con la agresividad tumoral y la disminución de la 
supervivencia.37,47,119. Colectivamente, estas observaciones respaldan el direccionamiento a MSLN en MPM y otros 
cánceres sólidos114,120-122.

Los CAR dirigidos a mesotelina han mostrado previamente actividad en un modelo subcutáneo de 
mesotelioma55,56,123. Sin embargo, las terapias dirigidas de células T no se han estudiado en modelos ortotópicos. 50
Para ello, se estableció un modelo de ratón de MPM clínicamente relevante que recapitula los rasgos característicos 
de la enfermedad humana.37,85,86. Los tumores pleurales establecidos encierran estructuras pulmonares y 
mediastínicas con invasión regional, muestran linfangiogénesis extensa y desarrollan metástasis en los ganglios 
linfáticos mediastínicos. Este modelo no sólo abordó si las células T-CAR podían erradicar el tumor, sino que 
también estudió dos vías potenciales de administración de células T: la administración intravenosa sistémica 55
convencional y la administración intrapleural regional. Se planteó la hipótesis de que la administración sistémica 
puede ser superior debido a una mejor infiltración de la enfermedad pleural difusa, los ganglios linfáticos 
mediastínicos y sitios metastásicos ocasionales, que pudieron modelarse. Sorprendentemente, se descubrió que la 
administración de células T regional, es decir, intracelular, era muy superior, no sólo frente a la enfermedad pleural 
sino también frente a sitios tumorales diseminados. Esta observación provocó la investigación de la base de tal 60
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eficacia terapéutica.

En este ejemplo, se notificó el potencial terapéutico de la terapia regional con células T-CAR para tumores sólidos y 
se destacó la importancia de la activación temprana de antígeno de las células T-CAR CD4+ para lograr una mayor 
eficacia antitumoral. Además, los hallazgos, que demuestran el claro beneficio de la terapia regional en un modelo 
de enfermedad clínicamente relevante, pueden traducirse inmediatamente para el tratamiento de MPM y tumores 5
pleurales metastásicos.

3. MATERIALES Y MÉTODOS

Diseño del estudio

El propósito de este estudio era crear una inmunoterapia óptima con células T para tumores malignos sólidos. Se 
diseñaron receptores de antígeno quimérico dirigidos a mesotelina que, cuando se transducen en células T 10
humanas, proporcionan reconocimiento de antígeno tumoral y función efectora específica de antígeno. In vitro, se 
analizaron (i) la citotoxicidad, (ii) la secreción de citocinas y (iii) la proliferación de células T. Los experimentos in vivo
analizaron estrategias para optimizar la terapia con células T usando la obtención de imágenes in vivo tanto de 
células T como de tumores. Se usaron ratones inmunodeficientes con células cancerosas humanas y células T 
humanas para validar y facilitar la traducción del presente CAR M28z a la clínica, tal como se hizo anteriormente 15
para CD19 (Brentjens, NM, 2003) y PSMA (Gade, CR, 2005). El estudio de las interacciones mecanísticas entre las 
células T-CAR y el sistema inmunitario endógeno se estudiaría mejor en un modelo de ratón inmunocompetente, 
que sin embargo tendría que usar un CAR murino diferente de su homólogo clínicamente relevante. Los 
procedimientos experimentales los aprobó el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Memorial 
Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC). Cada experimento se realizó varias veces usando células T de donantes 20
diferentes (las células T nunca se agruparon). Los datos presentados usaron un experimento representativo (con 
réplicas de muestra de más de tres) para evitar variables de confusión tales como diferencias debidas a eficiencias 
de transducción, variabilidad relacionada con el donante y razones E:D.

Líneas celulares

Se transdujeron células MSTO-211H (mesotelioma pleural humano) y EL4 (timoma murino) de manera retroviral 25
para expresar la proteína de fusión de GFP/luciferasa de luciérnaga (MSTO GFP-ffLuc+). Estas células se 
transdujeron luego con la variante 1 de MSLN humana subclonada en un vector retroviral SFG para generar MSTO 
MSLN+ GFP-ffLuc+.

Construcción del vector gammarretroviral y producción viral

Para generar CAR específicos de MSLN, se modificó por ingeniería una proteína de fusión que codifica para un scFv 30
completamente humano, m912 (donado amablemente por D. Dimitrov, NCI-Frederick)53 ligado al péptido líder de 
CD8 humano y las secuencias de CD8/CD3 o CD28/CD3 tal como se describió previamente17. Dentro de la 
estructura principal del vector gammarretroviral SFG (proporcionado amablemente por I Riviere, MSKCC), se insertó 
un sitio de entrada al ribosoma interno para facilitar la expresión bicistrónica de CAR con el gen indicador de GFP 
recombinante humanizado. Los plásmidos que codifican para Mz, M28z y P28z se transfectaron luego en líneas 35
celulares de empaquetamiento 293T H29 tal como se describió previamente20.

Aislamiento de células T, transferencia génica y aislamiento de CD4/CD8

Se aislaron leucocitos de sangre periférica de la sangre de donantes voluntarios sanos con un protocolo aprobado 
por la junta de revisión institucional. Se aislaron PBMC activadas por PHA mediante centrifugación de baja densidad 
en Lymphoprep. Dos días después del aislamiento, se transdujeron las PBMC con sobrenadante producido por 293T 40
RD114 que contenía los vectores Mz, M28z o P28z durante 1 hora en placas recubiertas con retronectina 15 �g/ml
diariamente durante 2 días. Después de permitir durante 3 días la expresión del vector, se mantuvieron las PBMC 
transducidas en 20 unidades/ml de IL-2. Se determinaron las eficiencias de transducción mediante análisis por 
citometría de flujo. Se obtuvieron poblaciones puras de células T CD4+ y CD8+ a través de protocolos de selección 
negativa usando kits de aislamiento de células T CD4 y CD8 humanas Dynabeads Untouched.45

Ensayos de citotoxicidad

Se determinó la citotoxicidad de las células T transducidas con un control de CAR o vector mediante ensayos de 
liberación de 51Cr convencionales tal como se describió previamente153.

Modelo animal de mesotelioma pleural ortotópico y evaluaciones in vivo

Para desarrollar el modelo de ratón ortotópico de mesotelioma pleural, se usaron ratones NOD/SCID gamma 50
hembra de 6 a 10 semanas de edad. Se realizaron todos los procedimientos con protocolos aprobados por el Comité 
Institucional de Cuidado y Uso de Animales. Se anestesiaron los ratones con isoflurano y oxígeno inhalados y se les 
administró bupivacaína para la analgesia. Se realizó la inyección intrapleural directa de 1 × 105 a 1 × 106 células 
tumorales en 200 �l de medio libre de suero a través de una incisión en la parte derecha del tórax para establecer
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tumores de MPM ortotópicos, tal como se describió previamente85,86,92,154. En total, se transfirieron de 3 × 104 a 3 × 
106 células T transducidas de manera adoptiva a ratones que portaban tumor, con 200 �l de medio libre de suero, a
la cavidad torácica de los ratones mediante inyección intrapleural directa o de manera sistémica mediante inyección 
en la vena de la cola. Se obtuvo sangre periférica mediante sangrado retroorbitario.

Ensayos de detección de citocinas5

Se realizaron ensayos de liberación de citocinas mediante el cocultivo de 5 × 105 a 5 × 103 células T transducidas 
con M28z, Mz o vector de control con 5 × 103 células diana en 200 �l de medio en placas de fondo redondo de 96 
pocillos por triplicado. Después de 6 a 24 h de cocultivo, se recogieron los sobrenadantes. Se determinaron los 
niveles de citocinas usando el kit de detección de citocinas humanas de perlas multiplex.

Ensayos de proliferación de células T10

En total, se estimularon de 1 × 106 a 3 × 106 células T transducidas con M28z, Mz o P28z sobre células MSTO-211H 
irradiadas con o sin expresión de MSLN y se sembraron en placas de cultivo tisular de 6 o 24 pocillos a una 
densidad de 1 x 105 a 3 × 105 células/pocillo. Se realizaron ensayos de proliferación en ausencia o presencia de 
20 U/ml de IL-2 exógena, tal como se indicó. Se contaron las células cada 4 o 7 días y luego se superpusieron sobre 
células MSTO-211H irradiadas con o sin expresión de MSLN. Se representó gráficamente el número de células 15
frente al tiempo para cada grupo de células T, y se determinaron los fenotipos mediante análisis por citometría de 
flujo.

Análisis histológico e inmunotinción

Se realizó la evaluación histopatológica de los tumores después de tinción con hematoxilina y eosina de muestras de 
tejido fijadas con paraformaldehído al 4% incrustadas en parafina. El análisis inmunohistoquímico para MSLN 20
humana se realizó con una IgG de ratón anti-MSLN humana. La tinción con anticuerpo anti-CD3 humano se realizó 
con una IgG de ratón anti-CD3 humano.

Citometría de flujo

Se detectó la expresión de MSLN humana usando una IgG de rata anti-MSLN humana conjugada con PE o 
conjugada con APC2a. Se determinaron los fenotipos de células T con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4, 25
CD8, CD62L, CD25, CD27 y CD45RA. Se realizó una citometría de flujo posterior para GFP, expresión de MSLN y 
análisis de fenotipo de células T en un citómetro LSRII y se analizó usando el software de análisis FlowJo. Se 
procesaron los tejidos de ratón de la siguiente manera: se pesaron los tejidos y se recogieron en RPMI-1640 
enfriado con hielo. Se sometieron los tejidos a morselizado manualmente con un bisturí y luego se desagregaron 
mecánicamente a través de filtros de 40-100 um. Se resuspendieron las muestras y se registraron 2 × 106 eventos 30
en FACS.

BLI cuantitativa y de células T in vivo

Se realizó BLI en ratones usando una única dosis intraperitoneal de 150 mg/kg de d-luciferina para el gen indicador 
effLuc o de luciérnaga (proporcionado amablemente por el Dr. Patrick Hwu, Texas)86,155. Se obtuvieron imágenes de 
células transducidas con M28z y un gen indicador de luciferasa de Gaussia con una única dosis intravenosa de 35
15 �g de coelentereazina nativa resuspendida en 150 ul de propilenglicol:PBS (1:1)156. Se analizaron los datos de 
IBL usando el software Living Image 2.60 y se notificó la señal de BLI como flujo total (fotones/s). Se determinó 
luego el flujo de BLI (fotones/s) como el promedio de imágenes ventrales y dorsales con Microsoft Excel (Microsoft 
Corp., WA) y se analizó con GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., CA).

Métodos estadísticos40

Los datos se presentan como medias +/- D.E. o E.E.M. tal como se indica en las leyendas de las figuras. Se 
analizaron los datos mediante la prueba t de Student de datos independientes (bilateral) con corrección de 
Bonferroni para comparaciones múltiples cuando sea aplicable. Se analizaron las curvas de supervivencia con la 
prueba de rangos logarítmicos. La significación estadística se definió como P <0,05. Todos los análisis estadísticos 
se realizaron con el software Prism versión 6,0 (GraphPad).45

4. RESULTADOS

Las células T transducidas con Mz y M28z responden específicamente a las células diana MSLN+

Dos CAR que incorporan un scFv específico de MSLN humana53 y se construyeron dominios de señalización o bien 
CD3 o bien CD28/CD3 (Mz y M28z, figura 2A). El CAR P28z, específico para el antígeno de membrana específico 
de próstata (PSMA)17, sirvió como control negativo para la alorreactividad y la xenorreactividad. Se transdujeron 50
eficazmente linfocitos T de sangre periférica humana tanto CD4+ como CD8+ usando el vector gammarretroviral SFG 
(transducción del 60-75%, figura 2B). Las células MSTO-211H transducidas con MSLN (MSLN+) y de linfoma de 
ratón EL-4 transducidas con PSMA (MSLN-) proporcionaron dianas positivas y negativas de MSLN usadas para 
experimentos in vitro (figura 43A). Las células T transducidas con Mz y M28z demostraron una lisis específica de 
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MSLN similar in vitro (figura 35A). Las células T-CAR P28z no lisaron MSTO MSLN+ y las CAR dirigidas a 
mesotelina no lisaron EL4 PSMA+. Tal como se esperaba para los CAR de segunda generación15, las células T-CAR 
M28z secretaron una cantidad de citocinas Th1 de 2 a 5 veces mayor (figura 43B) y permitieron una mayor 
acumulación de células T tras la exposición repetida a células MSLN+ en ausencia o presencia de IL-2 exógena 
(figura 2E). Basándose en estos hallazgos, se procedió a evaluar el potencial terapéutico de M28z en ratones que 5
portaban tumores pleurales establecidos.

La administración regional de células T M28z es más potente que la vía sistémica

En un modelo ortotópico de MPM previamente establecido por el laboratorio de inventores37,85,86,93, se usó la 
obtención de imágenes de bioluminiscencia (BLI) en serie usando MSTO-211H transducidas con luciferasa de 
luciérnaga (fLuc) para confirmar el establecimiento del tumor, igualar la carga tumoral entre los grupos de 10
intervención antes del inicio de la terapia con células T y medir la respuesta al tratamiento. Los ratones con tumor 
pleural establecido se trataron 12 días después de la inoculación tumoral con una única administración o bien 
intravenosa o bien intrapleural de 1 × 105 células T-CAR M28z (razón de efector con respecto a diana [E:D] de 
1:3000, estimada a partir de la cuantificación de la carga tumoral tal como se describió anteriormente)85,86. Se 
administraron el CAR P28z o células T no transducidas a la misma dosis para demostrar la especificidad de 15
antígeno y el control de la alorreactividad y la xenorreactividad. El tratamiento con células T M28z por vía 
intravenosa a esta dosis dio como resultado una eficacia antitumoral marginal (figura 35B), apenas superando a las 
células T de control P28z (figura 35C, línea de color azul discontinua frente a línea continua de color negro, MS. 27 
días frente a 25, respectivamente). En cambio, las células T M28z administradas por vía intrapleural indujeron 
respuestas importantes. Las cargas tumorales fueron significativamente menores en el día 7, y se volvieron 20
indetectables en el día 11 (figura 35B). La mediana de supervivencia no se alcanzó en el día 100 (figura 35C). El 
tratamiento con una dosis mayor de células T M28z por vía intravenosa (3 × 106, un aumento de 30 veces, E:D 
1:100) redujo la carga tumoral pero no evitó la progresión tumoral eventual (figuras 2B y 35D), produciendo una 
ventaja de supervivencia moderada de 44 días (figura 35E, línea de color azul discontinua). En cambio, una dosis 10 
veces menor de células T-CAR M28z (3 × 105, E:D 1:1000) administrado por vía intrapleural disminuyó rápidamente 25
la carga tumoral en el plazo de 10 días desde la administración (figuras 2B y 35D) y no alcanzó la mediana de 
supervivencia en el día 200 (línea continua de color azul, figura 35E). Los resultados experimentales fueron similares 
con las células T de 3 donantes diferentes, argumentando en contra de un impacto significativo de la alorreactividad, 
en su caso.

A diferencia del suministro sistémico, la administración intrapleural de células T fomenta la inmediata expansión y 30
diferenciación de células T M28z

La supervivencia libre de tumor a largo plazo observada con la terapia regional con células T-CAR, incluso a una 
dosis 30 veces menor que la usada por vía intravenosa, propició que se investigara la infiltración tumoral, expansión 
y persistencia de células T después de la administración intrapleural frente a intravenosa. Para ello, los inventores 
realizaron en primer lugar BLI cuantitativa, no invasiva de tumor y células T. Se trataron todos los ratones con una 35
única dosis de células T (1 × 106) que coexpresaban M28z y luciferasa de luciérnaga mejorada (effLuc). En el plazo 
de las 24 horas posteriores a la administración, el suministro intrapleural dio como resultado un aumento rápido de la 
acumulación pleural de células T M28z, 10 veces mayor que a través de suministro intravenoso (figura 36A). Esta 
acumulación rápida y sostenida se produjo con M28z (figura 36B, línea de color azul) pero no con células T P28z. 
Las células T M28z administradas por vía intravenosa produjeron una señal comparable a las células T 40
administradas por vía intrapleural después de 5 a 7 días. La señal BLI de células T creciente fue paralela a la 
regresión de la carga tumoral registrada mediante la disminución concomitante del tumor mediante BLI. Los análisis 
inmunohistoquímicos en serie confirmaron la cinética de acumulación de células T (figura 4D). El análisis mediante 
citometría de flujo adicional de la razón de células T con respecto a células tumorales reveló una acumulación similar 
de células T-CAR en los puntos de tiempo iniciales (día 3-5) al comparar las dos vías de administración, que sin 45
embargo divergieron posteriormente, aumentando de manera constante en el caso de células T suministradas por 
vía intrapleural pero disminuyendo en los ratones tratados de manera sistémica (figura 36C). Según la adquisición 
diferencial de las funciones efectoras, se observaron marcadas diferencias en la razón CD4/CD8 pleural y el patrón 
de expresión de CD62L (L-selectina), un marcador regulado por disminución tras la activación de las células T y la 
formación de memoria efectora124. Mientras que la administración intrapleural mantuvo una razón CD4/CD8 50
equilibrada, la administración intravenosa dio como resultado una acumulación de CD8+ significativamente menor 
(figuras 36C y 36D). La distribución equitativa de las células T CD4+ y CD8+ observada dentro del bazo de estos 
ratones indica que la reducción de la acumulación de CD8+ intratumoral no se debe a una ausencia sistémica de 
células T CD8+. Además, la mayoría de las células T CD4+ administradas por vía intravenosa demostraron un 
fenotipo de células T no activadas (CD62L+) 1 semana después de la administración. En cambio, una gran 55
proporción de células T CD4+ administradas por vía intrapleural mostraba un fenotipo CD62L- activado (figura 36F). 
Las células T M28z CD8+ mostraron una reducción similar de la expresión de CD62L en cualquier caso (figura 36F), 
estableciendo que la activación diferencial afectó principalmente a la activación de las células T CD4+ y la 
acumulación concomitante de células T CD8+.

Las células T M28z sensibilizadas de manera regional soportan respuestas potentes, sistémicas y específicas de 60
tumor

ES 2 791 953 T3

 



68

Para evaluar si las células T administradas por vía intrapleural proporcionan protección tumoral sistémica, los 
inventores trataron ratones que portaban tumor pleural MSLN+ que expresaba luciferasa de luciérnaga, así como 
tumores en el flanco MSLN+ y MSLN- (derecho MSLN+ e izquierdo MSLN-, figura 37A, parte izquierda) con células T 
M28z intrapleurales que expresan luciferasa de Gaussia. Quince días después de la administración de células T, BLI 
con coelenterazina demostró células T residuales en la cavidad pleural y acumulación de células T en el tumor del 5
flanco derecho MSLN+ (figura 37A, parte central) pero no en el tumor del flanco izquierdo MSLN-. La obtención de 
imágenes del tumor con D-luciferina al día siguiente mostró la erradicación del tumor pleural, la regresión del tumor 
del flanco derecho del MSLN+ y la progresión del tumor del flanco izquierdo MSLN- (figura 37A, parte derecha). 
Además, se investigó si las células T-CAR administradas por vía intrapleural podían transitar hacia la cavidad 
peritoneal, un sitio potencial de diseminación del mesotelioma. En este modelo de enfermedad pleural/peritoneal 10
doble, las células T M28z administradas por vía intrapleural se acumularon rápidamente (días 1-2) y en un número 
mayor que las células T administradas por vía intravenosa (figuras 37B y 37C).

Las células T M28z administradas por vía intrapleural permanecen funcionales durante al menos 100 días

Habiendo demostrado la rápida activación de las células T M28z dispensadas de manera regional y su eficiente 
redistribución extratorácica, se examinó más a fondo su persistencia y función. Después de establecer grandes 15
cargas de tumor pleural a lo largo de 18 días, se administraron células T Mz, M28z o P28z en la cavidad pleural a 
una dosis baja de 3 × 105 células T CAR+ (E:D, 1:1000). El tratamiento con células T M28z indujo una reducción 
uniforme de la bioluminiscencia tumoral con respecto a los niveles de emisión de fondo, así como una supervivencia 
libre de tumor a largo plazo (mediana de supervivencia no alcanzada frente a 63 días en Mz, frente a 36 días en 
P28z, P = 0,01, figura 38). La evaluación en serie de los recuentos de células T CAR+ en la sangre periférica de los 20
ratones tratados demostró una persistencia aumentada de las células T en los ratones tratados con M28z en
comparación con los ratones tratados con Mz (50 días después de la infusión de células T; figura 38B). Se 
obtuvieron resultados similares de persistencia de células T usando 3 dosis independientes de células T (3 × 106, 
1×106 y 3 × 105 células T CAR+ administradas). La evaluación del fenotipo de las células T persistentes demostró un 
enriquecimiento progresivo y predominante en las células T CD4+ 30 días después de la infusión de células T en 25
ratones tratados tanto con Mz como con M28z (figura 5C). Este enriquecimiento gradual de CD4+ se observó en las 
3 dosis de células T tanto en el bazo como en la sangre.

A continuación, se evaluó el estado funcional de las células T persistentes mediante la realización de un 
experimento de reexposición al tumor. A los ratones que portaban tumores pleurales MSLN+ establecidos se les 
administraron por vía intrapleural 3 × 105 células T Mz o M28z para erradicar el tumor pleural y fomentar la 30
supervivencia a largo plazo. Ochenta y siete días después de la inyección inicial de células T, se administraron 
células tumorales o bien MSLN+ o bien MSLN- (1 × 106) en la cavidad peritoneal a los supervivientes a largo plazo y 
se monitorizó la carga tumoral usando BLI. En el momento de la reexposición, las células T persistentes eran 
predominantemente células de memoria efectora (CD45RA-CD62L-) (figura 10A) tal como se evidencia mediante el 
análisis por FACS en ratones representativos. Después de un aumento inicial de la carga tumoral en todos los 35
ratones, se observó un control específico de antígeno de la carga tumoral en los ratones tratados con células T Mz y 
M28z, más notablemente en los ratones tratados con M28z (figura 39). Luego, se examinó la respuesta proliferativa 
de células T a la exposición al tumor. Los ratones de todos los grupos se sacrificaron 16 días después de la 
reexposición, y se extrajeron los bazos para el análisis mediante FACS. Los ratones inicialmente tratados con 
células T M28z y sometidos a reexposición al tumor MSLN+ mostraron una expansión de células T 4 veces mayor 40
que los sometidos a reexposición al tumor MSLN- (figura 10C). La mayor acumulación de células T fue atribuible 
predominantemente a la subpoblación CD4+ en el grupo de M28z (figura 10D).

La activación de antígeno temprana de las células T M28z CD4+ es esencial para mejorar la eficacia de las células 
T-CAR

Para evaluar la contribución relativa de la coestimulación de CD28 a las repuestas de citocinas CD4+ y CD8+ y 45
proliferativas, se estimularon células T CD4+, CD8+ y globales transducidas con Mz o M28z, con células tumorales 
MSLN+ y se cuantificó la secreción de citocinas Th1 y la proliferación. En comparación con las células T CD8+, las 
células T CD4+ transducidas con Mz tenían niveles aumentados de secreción de citocinas Th1 (figura 40A). Las 
células T CD4+ coestimuladas con CD28 secretaron niveles de citocinas de 11 a 50 veces mayores que las células T 
CD8+, lo que demuestra que la secreción de citocinas mejora fuertemente en las células T coestimuladas con CD28, 50
particularmente en las células T CD4+. Tal como se esperaba, la estimulación repetida con dianas MSLN+ no indujo 
la expansión de las células T en la población de células T Mz ni CD4+ ni CD8+ y más bien indujo rápidamente una 
disminución del número de células T tras la estimulación antigénica en ausencia de IL-2 exógena (figura 40B). En 
cambio, las células T M28z CD4+ se expandieron con una proliferación media > 20 veces mayor por la tercera 
estimulación, en comparación con un aumento de 2 veces en las células T M28z CD8+ (P <0,001). La importancia de 55
las células T-CAR CD4+ en el respaldo de la función de células T-CAR M28z se demostró adicionalmente por la 
acumulación robusta de células T M28z CD8+ cuando se cocultivaron con células T M28z CD4+ y se estimularon por 
dianas MSLN+ (acumulación 3 veces mayor; P <0,001; figura 40C). Para confirmar adicionalmente la función 
potenciadora de las células T-CAR M28z CD4+ in vivo, se transdujeron células T-CAR M28z CD8+ con effLuc (para 
monitorizar la acumulación de células T en ratones que portaban tumor pleural). Las células T-CAR M28z CD8+60
habían mejorado significativamente in vivo acumulación cuando se administran con células T M28z CD4+, según se 
determina mediante el seguimiento de la emisión de señal de células T mediante BLI (aumento de 2,3 veces frente a 
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1,2 en la señal bioluminiscente de células T a las 72 h; figuras 40D-E).

La eficacia antitumoral mejorada de las células T M28z administradas por vía pleural podría explicarse por una 
activación de antígeno más temprana de las células T M28z CD4+ que puede conducir a una secreción óptima de 
citocinas para mantener la expansión de ambos subconjuntos de células T-CAR CD4+ y CD8+. Para demostrar la 
influencia de la activación de antígeno temprana, se realizaron experimentos de acumulación in vitro descritos 5
anteriormente usando células T M28z CD4+ preactivadas (preactivadas una vez con células tumorales MSLN+ 24 
horas antes). La preactivación de células T-CAR CD4+ dio como resultado una mejora en la acumulación tanto de 
CD4+ como de CD8+ in vitro en comparación con la condición experimental en la que las células T CD4+ se exponen 
a antígeno simultáneamente a las células T CD8+ (figura 40F).

Las células T-CAR CD4+ demuestran citotoxicidad mediada por granzimas/perforinas dependiente de CD2810

Se investigó el potencial citotóxico de las células T-CAR M28z. Las células T CD8+ purificadas demostraron una 
rápida citotoxicidad a lo largo de 4 horas (figura 41A, parte izquierda). Las células T M28z+ CD4+ tenían un potencial 
citotóxico rápido menor pero alcanzaron niveles equivalentes a las células T M28z+ CD8+ a las 18 h. La señalización 
coestimuladora de CD28 mejoró la lisis por las células T-CAR M28z CD4+ en el 13-16% a múltiples razones E:D (P 
<0,001; figura 41B) pero no mejoró de manera sistemática la citólisis mediada por células T CD8+ (P = 0,07). La 15
transferencia de sobrenadante rico en citocinas obtenido de células T M28z CD4+ estimuladas añadidas en el 
momento del ensayo de liberación de 51Cr mejoró la citotoxicidad de ambas células T M28z CD4+ (mejora del 5%-
23%; P <0,0001; figura 41C) y células T-CAR M28z CD8+ (mejora del 5%-30%; P <0,001). La transferencia del 
sobrenadante solo o la adición del sobrenadante a las células T de control P28z no dio lugar a lisis (figura 41C). Por 
tanto, se concluyó que el CAR M28z favorece la formación de efectores citotóxicos de células T CD4+ y ayuda a la 20
citotoxicidad de células T CD8+ de manera dependiente de CD4.

Con la lisis directa de los dianas tumorales por el sobrenadante rico en citocinas excluida, se determinó cuál de los 
dos mecanismos líticos dependientes de contacto celular (ruta de receptor Fas/ligando de Fas o de 
granzimas/perforinas) era responsable de la citotoxicidad de las células T-CAR. El bloqueo por anticuerpos de la 
interacción ligando de Fas/receptor Fas (FasL/FasR) no redujo la lisis de las células diana por las células T-CAR o 25
bien Mz o bien M28z (P> 0,05; figura 7A, parte izquierda y central). El análisis mediante citometría de flujo confirmó 
la expresión de FasL por las células T-CAR y la expresión de FasR en el tumor MSLN+ (figura 7A). Las células 
MSLN+ son, de hecho, susceptibles a la citotoxicidad mediada por FasL, y el anticuerpo �FasL usado en estos
experimentos bloqueó este efecto (figura 45A, parte derecha). El bloqueo de la liberación de granzimas mediante la 
adición del quelante de calcio EGTA al cocultivo de células T/células tumorales redujo la lisis mediada por CAR en 30
todos los grupos sometidos a prueba (figura 41D), lo que demuestra que la citotoxicidad de las células T-CAR 
depende de la ruta de perforina/granzima. La reducción más prominente en la lisis se observó en los grupos de 
células T Mz (reducción media, el 27,6% frente al 17,6% para M28z) y CD8+ (el 29,4% para Mz CD8+ frente al 15,3% 
para Mz CD4+; el 24,2% para M28z CD8+ frente al 11,1% para M28z CD4+). La expresión de las granzimas A y B en 
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en reposo se restringió principalmente a las células T CD8+, 35
según los resultados de estudios previos (figuras 41E y 44C). La expresión de la granzima A no se altera 
significativamente tras la estimulación con PHA y la estimulación específica de MSLN de células T transducidas con 
CAR (figura 44). La granzima B se expresó en> 95% de células T-CAR M28z CD4+ y CD8+ en el plazo de las 18 h 
posteriores a la estimulación con células tumorales que expresan MSLN. Las células T M28z CD8+ tuvieron un 
aumento de 1,8 veces en IFM después de 4 h de cocultivo, y la expresión de granzima B se reguló por incremento 40
adicionalmente a 2,6 veces durante las 12 h finales. Con las células T M28z CD4+, sin embargo, la expresión de la 
granzima B se reguló por incremento en un grado mucho mayor durante las últimas 12 h de cultivo (1,5 veces 
durante las primeras 4 h, hasta 3,7 veces durante las 12 h finales). Estos hallazgos pueden explicar la cinética de 
lisis retardada que presentan las células T-CAR CD4+. Además, M28z mejoró la expresión de la granzima B en 
ambos subconjuntos de células T CD4+ y CD8+ (figura 41E, expresión tras 18 h de cocultivo), explicando 45
posiblemente la citotoxicidad mejorada observada con las células T M28z CD4+ en comparación con las células T 
Mz CD4+ (figura 41B).

Las células T-CAR CD4+ administradas de manera regional son eficaces solas y median en la persistencia funcional

Las observaciones de una potente función efectora de M28z CD4+ in vitro y la inmunidad a largo plazo predominante 
de CD4+ conducen a la hipótesis de que las células T M28z CD4+ demostrarían eficacia in vivo en ausencia de 50
células T CD8+. Se trataron ratones portadores de tumor con células T M28z CD4+, M28z CD8+, o M28z no 
clasificadas globales administradas en la cavidad pleural a 3 dosis diferentes tras 18 días de crecimiento tumoral 
(figuras 42A y 42B). En ratones tratados con P28z, la carga tumoral progresó de manera constante hasta que los 
ratones tuvieron que sacrificarse (mediana de supervivencia, 28 días). El tratamiento con células T M28z CD4+ y T-
CAR M28z globales (3 × 105; E:D, 1:1000) dio como resultado la erradicación tumoral en el 100% de los ratones, 55
permaneciendo los ratones libres de tumor durante 200 días de seguimiento. El tratamiento con células T M28z 
CD8+ amplió la supervivencia sólo 83 días (111 días frente a 28; P = 0,003; figura 42B) y logró la erradicación 
tumoral en sólo 3 de 7 ratones. Incluso a las dosis menores, las células T-CAR M28z CD4+ tenían mayor eficacia 
que las células T-CAR CD8+ (1 × 105: E:D, 1:3000, 112 días frente a 67 [P = 0,04]; 3 × 104: E:D, 1:10000, 160 días 
frente a 37 [P= 0,001]). Estos resultados ilustran que las células T-CAR CD4+ solas son superiores a las células T-60
CAR CD8+ solas, aunque no son tan eficaces como las células T CD4+ y CD8+ combinadas.
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Finalmente, para abordar si las células T CD4+ pueden establecer una persistencia funcional a largo plazo cuando 
se administran sin células T CD8+, se realizó una reexposición a tumor peritoneal en ratones 196 días después de la 
administración intrapleural inicial de células T M28z clasificadas CD4+ o globales. Aunque hubo un aumento inicial 
de la carga tumoral con las células T M28z CD4+ persistentes en comparación con la población global que contenía 
tanto CD4+ como CD8+, los tumores experimentaron entonces regresión y se controló el crecimiento tumoral 5
posterior durante > 4 semanas (figura 42C).

5. DISCUSIÓN

Se usó un modelo de MPM ortotópico que imita fielmente la enfermedad humana.37,85,86,93 para evaluar dos vías de 
administración para tratar la enfermedad pleural maligna con células T dirigidas a MSLN. Se descubrió que las 
células T-CAR administradas por vía intrapleural superaron ampliamente a las células T infundidas de manera 10
sistémica, lo que indujo remisiones completas a largo plazo con menos de 30 veces menos células T-CAR M28z. 
Las células T-CAR administradas de manera regional presentaron una expansión de células T rápida y robusta, lo 
que dio como resultado una diferenciación eficaz de células T e inmunidad sistémica tumoral. Esta eficacia superior 
dependía de la activación temprana de las células T CD4+ y se asociaba con una mayor razón de células CD4/CD8 
intratumorales y memoria a largo plazo. En cambio, las células T-CAR administradas por vía intravenosa, incluso 15
cuando se acumularon en números equivalentes en el tumor pleural, no lograron una activación, persistencia o 
erradicación tumoral comparables. La relevancia traslacional de estos hallazgos aumenta adicionalmente mediante 
el uso de células T humanas y CAR, ya que se utilizarán en estudios clínicos basándose en los resultados 
informados en el presente documento.

En este estudio, las células T-CAR dirigidas a MSLN se administraron por vía intra-pleural a ratones que portaban 20
tumores pleurales establecidos (12-18 días después de la inoculación, los ratones de control mueren en el día 25-
36). Usando la obtención de imágenes no invasiva de tumores y células T, se demostró que las células T-CAR 
administradas por vía intrapleural (1) se infiltran eficientemente en todo el tumor en el tórax, (2) se convierten en 
potentes células efectoras que erradican el tumor pleural a dosis 30 veces menores que las usadas en la terapia 
intravenosa, y (3) migran fuera de la cavidad pleural, circulan y se acumulan en sitios tumorales extratorácicos. 25
Mientras que la ubicación inmediata de las células administradas de manera regional sortea la circulación obligatoria 
y el secuestro pulmonar transitorio de las células T administradas por vía intravenosa, las células T administradas 
por vía intrapleural diferían de las células T reclutadas de manera sistémica en 1) el nivel de acumulación de células 
T CD8 y 2) la rapidez de la cinética de diferenciación de efectores, tal como se refleja en la regulación por 
disminución de CD62L. La falta inicial de acumulación de células T CD8+ pleurales no está provocada por la 30
desaparición general de las células T CD8+, ya que las células T CD8+ persistieron en el bazo de los ratones a lo 
largo de 7 días después de la administración intravenosa. Su escaso reclutamiento podría deberse en parte a la 
expresión subóptima del receptor de quimiocinas o las moléculas de adhesión requeridas para su tráfico. Sin 
embargo, a pesar de que la acumulación pleural puede mejorarse mediante la expresión forzada de CCR-2 
transducido en células T-CAR55, la terapia regional con células T-CAR sortea las restricciones de tráfico, si las hay, y 35
permite, sin modificación por ingeniería adicional de células T, una redistribución altamente eficiente a otras 
ubicaciones tumorales con mayor eficacia que las células T administradas por vía intravenosa. Además, una única 
dosis de terapia regional con células T-CAR estableció inmunidad tumoral a largo plazo (hasta 200 días después de 
la administración de células T), proporcionando una protección eficaz frente a la reexposición al tumor.

Este beneficio sistémico de la terapia regional con células T-CAR recuerda el efecto abscopal de la radioterapia 40
locorregional125,126 y terapia viral oncolítica intratumoral127 para tumores malignos sólidos, en los que una respuesta 
inflamatoria local puede generar inmunidad específica y tener un impacto eficaz en sitios tumorales a distancia. Las 
células T-CAR administradas por vía intrapleural migran fuera de la cavidad pleural y se visualizan directamente en 
sitios de tumor extrapleural tan pronto como a las 24 a 72 h después de la administración. Por tanto, la activación 
temprana de las células T tiene un efecto beneficioso sobre la biodistribución de las células T-CAR. La rápida 45
adquisición de un fenotipo CD62L- puede explicar su eficiente tráfico posterior a sitios metastásicos124. La extensa 
linfovascularidad del mesotelioma pleural86 en el presente modelo ortotópico, que contrasta con el de los tumores en 
el flanco, que experimentan normalmente necrosis central con el crecimiento, puede contribuir a una activación y 
redistribución tan eficiente de las células T.

La notable capacidad de las células T administradas por vía intrapleural para circular y persistir dentro de la periferia 50
abre nuevas vías de tratamiento para los cánceres metastásicos con sitios tumorales accesibles, que pueden servir 
como “centros regionales de carga y distribución” para la terapia con células T-CAR. Estos incluyen cánceres que 
metastatizan en la cavidad peritoneal, tales como cánceres de pulmón y de mama, así como los que metastatizan en 
la cavidad peritoneal, tales como cánceres de páncreas y de ovario. Además de la administración intrapleural o 
intraperitoneal, los presentes hallazgos plantean la posibilidad de que otros enfoques regionales de terapia adoptiva 55
con células T, tales como la infusión de la arteria hepática, la perfusión regional de extremidades o la administración 
intracraneal128-130 pueden proporcionar una eficacia superior. De manera más conservadora, estos enfoques de 
administración regional y/o intratumoral son altamente aplicables a otros cánceres vendidos que expresan MSLN, 
que incluyen cáncer de ovario, de páncreas, colorrectal, de pulmón, de mama triple negativo, de esófago, gástrico, 
de colangio y tímico37,47,119,58,131-135. Este enfoque puede, como mínimo, disminuir el requisito de dosis de células T, 60
presentando una ventaja cuando no puede alcanzarse un alto número de células T-CAR (debido a aféresis de bajo 
rendimiento, escasa expansión ex vivo o baja transducción) e incluso pueden obviar la necesidad de aféresis 
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sistemática.

La infiltración y la activación temprana del subconjunto de células T CD4+ es esencial para los beneficios observados 
de la administración regional. Las células T-CAR M28z eran multifuncionales, presentando una potente citotoxicidad 
de células T CD4+, así como una función cooperadora que respalda la formación, supervivencia y proliferación de los
efectores de células T. La doble funcionalidad de las células T CD4+ se demuestra más claramente por la capacidad 5
de los efectores CD4+ para eliminar de manera independiente xenoinjertos de mesotelioma pleural tras la 
administración regional. Su función clave en la función cooperadora está respaldada por el subconjunto de células T 
CD8+ mejorado observado después de la administración pleural en comparación con la administración intravenosa y 
la importancia de las células T CD4+ activadas por antígeno de manera temprana para lograr un estallido 
proliferativo de células T CD8+. La menor capacidad de las células T administradas por vía intravenosa para lograr 10
una potente acumulación de los subconjuntos CD4+ y CD8+ sugiere que las células T-CAR M28z se ven afectadas 
negativamente por su llegada retardada al sitio del tumor.

El papel crítico de la coestimulación de CD28 proporcionada a través del CAR se revela de varias maneras. Las 
células T M28z eliminaron grandes tumores pleurales incluso a dosis bajas de células T. Las dosis de células T 
intrapleurales que se usaron (3 × 105 células T M28z en la mayoría de los experimentos) es una dosis notablemente 15
menor que la usada en otros estudios de xenoinjertos de mesotelioma55,56,123, y es comparable a las dosis usadas en 
ensayos clínicos actuales para tumores malignos hematológicos11,116 y tumores sólidos136,137 (véase la tabla 2).

En comparación con las células T Mz, las células T M28z proporcionaron un control tumoral superior y una 
proliferación robusta tras reexposición al tumor > 100 días después de la administración intrapleural. Las 20
propiedades potenciadoras de la señalización de CD28 son particularmente notables en el subconjunto CD4+, tal 
como lo demuestra su proliferación y secreción de citocinas superiores, en relación con las células T CD8+. 
Curiosamente, el CAR CD28/CD3 fue esencial para inducir una citotoxicidad mediada por células T CD4+ eficiente 
por una ruta dependiente de perforina/granzima. Está bien establecido que las células T CD4+ requieren una 
interacción de mayor avidez para mediar en las funciones efectoras en comparación con las células T CD8+138,139. La 25
modificación por ingeniería del CAR CD28/CD3 puede ser particularmente adecuada para generar células T CD4+

multifuncionales que sean capaces de ayudar a las células T y de citotoxicidad140.

La localización y activación mejoradas de las células T-CAR dirigidas a mesotelina en la vecindad de tejidos 
normales que expresan niveles bajos de mesotelina pueden aumentar el riesgo hipotético de toxicidades “en la 
diana, fuera del tumor”, tales como pleuritis y pericarditis. Sin embargo, la expresión de mesotelina es notablemente 30
mayor en los tejidos tumorales en comparación con los tejidos normales, tal como se notificó previamente.47,91,119

Dado que la activación de las células T-CAR es más fuerte en presencia de una mayor densidad de antígeno, se 
espera que las células T-CAR respondan con mayor fuerza al tumor que al tejido normal. Esto está respaldado por 
los estudios in vitro de los inventores que usan una diana isogénica (figuras 46A y 46B) y otros54,140. También es 
digno de mención que los estudios histopatológicos en ratones tratados con células T-CAR dirigidas a mesotelina no 35
revelaron cambios inflamatorios en la pleura o el pericardio. Además, los estudios clínicos dirigidos a mesotelina con 
inmunotoxinas no han demostrado toxicidad en tejidos normales en más de 100 pacientes122,141,142. La toxicidad 
notificada observada en un paciente tratado con células T-CAR dirigidas a mesotelina (un choque anafiláctico) se 
debió a una respuesta de anticuerpos al CAR, que comprende un scFv murino143. El CAR M28z se compone sólo de 
secuencias humanas53. No obstante, se creía que eran necesarias estrategias adicionales para limitar o prevenir la 40
reactividad frente al tejido normal. Aunque los corticosteroides linfotóxicos a veces pueden eliminar las células T-
CAR117, los inventores procederán a la clínica usando un gen suicida94. Los genes suicidas tales como iCaspasa-994, 
mutación de EGFR144 y timidina cinasa del virus del herpes simple145 median en la eliminación rápida de células T 
después de la administración de un profármaco o anticuerpo. Los inventores también pueden aplicar, si es 
necesario, estrategias alternativas diseñadas para prevenir la reactividad frente a tejidos normales usando 45
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reconocimiento de antígeno combinatorio o receptores inhibidores146-148. Otra estrategia para limitar la toxicidad de 
las células T-CAR es expresar de manera transitoria el CAR mediante electroporación de ARNm56,149, aunque a 
expensas de la persistencia de células T-CAR y que requieren múltiples administraciones de células T para lograr la 
eficacia.

En este estudio, se usaron ratones inmunodeficientes con células cancerosas humanas y células T humanas para 5
facilitar la traducción clínica directa de los presentes hallazgos y los vectores CAR de base humana a ensayos 
clínicos, tal como se hizo previamente para las terapias con células T-CAR dirigidas a CD19 y PSMA15,16,117. Las 
interacciones entre las células transferidas manera adoptiva y el sistema inmunitario endógeno investigado en un 
modelo de ratón inmunocompetente ampliarán la significación de las presentes observaciones.

Basándose en los datos presentados en el presente documento, se diseñó un ensayo clínico de fase I para evaluar 10
la seguridad de la administración intrapleural de células T-CAR dirigidas a MSLN. Se incluirán en este ensayo 
pacientes con tumor maligno pleural primario o tumores malignos pleurales secundarios de cánceres de pulmón y de 
mama que sobreexpresan MSLN, que los inventores han demostrado que tienen una enfermedad más agresiva91,119, 
se inscribirá. Las células T-CAR dirigidas a MSLN se administrarán a través de catéteres intrapleurales, un enfoque 
desarrollado para ser el método de referencia en el manejo de pacientes con derrames pleurales malignos150. La 15
administración regional de agentes biológicos tales como citocinas151 y virus oncolítico152 se ha traducido 
previamente a la clínica con éxito. Este estudio respalda firmemente que la administración regional de células T-CAR 
a sujetos con MPM dará como resultado una mayor potencia antitumoral de las células T con dosis reducidas de 
células T, debido en parte a la activación temprana de las células T CD4+ y los beneficios sistémicos que se derivan.

Ejemplo 8 - Las células T-CAR resisten la inhibición mediada por tumores20

1. RESUMEN

Usando un modelo ortotópico de ratón clínicamente relevante de mesotelioma pleural, los inventores demuestran 
que los CAR basados en células T que expresan CD28 o 4-1BB de segunda generación, aunque persistentes, se 
inhiben funcionalmente dentro del microentorno tumoral. Mientras que los CAR de CD28 y 4-1BB confieren una 
proliferación y persistencia similar de las células T-CAR; estos últimos conservaron de manera más duradera sus 25
funciones citotóxicas y de secreción de citocinas, lo que dio como resultado una mejor supervivencia en ratones que 
recibieron dosis bajas de células T.

2. INTRODUCCIÓN

Los receptores de antígeno quimérico (CAR) son receptores sintéticos que redireccionan las células T a los 
antígenos de la superficie tumoral157,158. Los receptores de primera generación ligan un elemento de unión tumoral 30
derivado de anticuerpos que es responsable del reconocimiento de antígeno a dominios de señalización de receptor 
o bien CD3zeta o bien Fc, que desencadenan la activación de las células T. El advenimiento de los CAR de segunda 
generación, que combinan dominios de señalización activadores y coestimuladores, ha conducido a resultados 
alentadores en pacientes con tumores malignos de células B resistentes a quimioterapia159-163. La traducción de este 
éxito clínico a tumores sólidos, que aún no se ha logrado, requerirá superar obstáculos adicionales, incluyendo 35
lograr una infiltración suficiente de células T en los tumores y resistir el escape inmunitario del tumor. Para superar 
las limitaciones de la infiltración tumoral y la activación retardada observada con la administración sistémica de 
células T, los inventores demostraron recientemente los beneficios de la administración regional de células T-CAR 
específicas de mesotelina en un modelo clínicamente relevante de mesotelioma pleural164. La mesotelina (MSLN) es 
un antígeno de superficie celular asociado a tumor, que se seleccionó basándose en su sobreexpresión en varios 40
tipos de cáncer y las observaciones de los inventores de su asociación con la agresividad del tumor y la 
supervivencia disminuida en pacientes con mesotelioma, cáncer de pulmón y de mama165-172. La administración 
regional de las células T-CAR dirigidas a MSLN erradica el tumor primario y establece la inmunovigilancia sistémica 
a largo plazo a dosis 30 veces menores que la administración intravenosa164. Estos resultados son alentadores para 
el tratamiento de tumores malignos sólidos y propiciaron que los inventores iniciaran un ensayo clínico de fase I de 45
la administración intrapleural de células T-CAR dirigidas a mesotelina (NCT02414269). A medida que los inventores 
modelaron la infiltración tumoral de bajo nivel, descubrieron y notifican en el presente documento que las células T-
CAR pueden ser susceptibles a la inhibición inmunitaria mediada por células tumorales, lo que da como resultado 
una función alterada de las células T y un rechazo disminuido del tumor.

En este informe, los inventores han establecido la presencia y la cinética de la inhibición mediada por tumor de las 50
células T-CAR. Al realizar un análisis en serie exhaustivo de las funciones efectoras de las células T, los inventores 
han establecido que incluso las células T-CAR coestimuladas actualmente en ensayos clínicos están sujetas a la 
inhibición de sus funciones de citolíticas y secreción de citocinas al encontrarse con el antígeno de manera repetida 
in vivo. Las diferentes capacidades de las estrategias coestimuladoras alternativas (4-1BB frente a CD28) para 
resistir la inmunoinhibición se destacaron adicionalmente.55

3. MATERIALES Y MÉTODOS

Propósito general
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El propósito de este estudio fue caracterizar los mecanismos de inhibición de células T mediada por tumor, para 
mejorar la eficacia de la inmunoterapia con células T para tumores malignos sólidos. Los inventores diseñaron CAR 
dirigidos a MSLN que, cuando se transducen en células T humanas, proporcionan reconocimiento de antígeno 
tumoral y activación de función efectora específica de antígeno. Los inventores también diseñaron dominios de 
señalización que proporcionan señalización coestimuladora y/o bloqueo coinhibidor. In vitro, se analizaron la 5
citotoxicidad, la secreción de citocinas y la proliferación de células T. Los experimentos in vivo analizaron estrategias 
para optimizar la terapia con células T, mediante el uso de modelos de ratón clínicamente relevantes de MPM 
ortotópico y cáncer de pulmón metastásico. Se usaron células cancerosas humanas y células T humanas para 
validar y facilitar la traducción del presente CAR M28z a la clínica, tal como se demostró previamente para células T-
CAR CD19214 y PSMA215. Los procedimientos experimentales los aprobó el Comité Institucional de Cuidado y Uso 10
de Animales del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC). Cada experimento se realizó varias veces, 
usando células T de donantes diferentes. Para evitar variables de confusión, tales como las diferencias debidas a las 
eficiencias de transducción, la variabilidad relacionada con el donante y las razones E:D, los datos presentados en el 
presente documento usan un experimento representativo, con réplicas de muestras de más de 3.

Líneas celulares15

Se transdujeron células de mesotelioma pleural humano MSTO-211H (ATCC, Manassas, VA) de manera retroviral 
para expresar GFP y la proteína de fusión de luciferasa de luciérnaga (MSTO GFP-ffLuc+) Estas células se 
transdujeron entonces con la variante 1 de MSLN humana subclonada en un vector retroviral SFG para generar 
MSTO MSLN+ GFP-ffLuc+. De manera similar, se transdujeron células A549 y fibroblastos murinos 3T3 con la 
variante 1 de MSLN humana sola para generar las líneas celulares A549 MSLN+ y 3T3MSLN+. Las células 3T3 20
también se cotransdujeron con PD-L1 (ADNc de Origene subclonado en el vector SFG) para generar células 3T3 
MSLN+ PDL1+.

Construcción de vectores -retrovirales y producción viral

Para generar CAR específicos de MSLN, los inventores diseñaron un ADNc que codifica para un scFv m912 
completamente humano específico para MSLN (proporcionado por D. Dimitrov, Instituto Nacional del Cáncer en 25
Frederick)186, ligado al dominio líder de CD8 humano y al dominio CD8/CD3, CD28/CD3 o CD8/4-1BB/CD3, tal 
como se describió anteriormente216. El CAR específico de PSMA de control se generó de manera similar, usando un 
scFv de direccionamiento a PSMA previamente caracterizado215. La secuencia de CAR se insertó en el vector �-
retroviral SFG (proporcionado por I. Riviere, MSKCC) y se ligó a una secuencia de P2A para inducir la coexpresión 
del indicador LNGFR (receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad truncado). Se transfectaron luego 30
plásmidos que codifican para CAR en líneas celulares de empaquetamiento 293T H29 para producir el retrovirus, tal 
como se describió previamente219.

Aislamiento de células T, transferencia génica y aislamiento de CD4/CD8

Se aislaron leucocitos de sangre periférica de la sangre de donantes voluntarios sanos con un protocolo aprobado 
por la junta de revisión institucional. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) mediante 35
centrifugación de baja densidad en Lymphoprep (Stem Cell Technology, Vancouver, Canadá) y se activaron con 
fitohemaglutinina (2 ug/ml; Remel, Lenexa, KS). Dos días después del aislamiento, se transdujeron las PBMC con 
partículas retrovirales producidas por 293T RD114 que codifican para CAR y se sometieron a espinoculación 
durante 1 hora a 3000 rpm en placas recubiertas con retronectina (15 �g/ml; r-fibronectina, Takara, Tokio, Japón). 
Después de 1 día, se mantuvieron las PBMC transducidas en IL-2 (20 UI/ml; Novartis, Basilea, Suiza). Se 40
determinaron las eficiencias de transducción mediante análisis por citometría de flujo. Se obtuvieron poblaciones 
puras de células T CD4CAR++ y CD8+, mediante clasificación basada en citometría de flujo (BD Aria Sorter).

Citometría de flujo

Se detectó la expresión de MSLN humana usando una IgG2a de rata anti-MSLN humana conjugada con ficoeritrina 
o aloficocianina (R&D Systems, Minneapolis, MN). La expresión de proteínas coestimuladoras o inhibidoras en 45
células tumorales se analizó usando los siguientes anticuerpos: 4-1BBL (PE, clon 5F4; BioLegend, San Diego, CA), 
MHC HLA-DR (PE, clon L203; R&D Systems), PD-L1 (APC, clon MIH1; eBioscience, San Diego, CA), PD-L2 (APC, 
clon MIH18; eBioscience) y galectina-9 (APC, clon 9M13; BioLegend). Se determinaron el fenotipo de células T y la 
eficiencia de transducción con anticuerpos monoclonales para CD3, CD4, CD8 y CD69m LNGFR. La expresión de 
receptores inhibidores de células T se analizó usando PD1 (APC, eBioJIU5; eBioscience), TIM-3 (PE, clon 344823; 50
R&D Systems) y Lag-3 (PE, clon C9B7W; BioLegend). La tinción celular se analizó usando un citómetro de flujo BD 
LSRII (BD, Franklin Lakes, NJ) y el software de análisis FlowJo.

Ensayos funcionales de células T

Se determinó la citotoxicidad de las células T transducidas con un control vector o CAR mediante ensayos de 
liberación de 51Cr convencionales, tal como se describió previamente220. Para realizar el ensayo de actividad 55
luciferasa, se incubaron células T-CAR+ y células MSTO-211H que expresan MSLN y luciferasa de luciérnaga 
durante 18 h a diferentes razones E:D. La cantidad de células tumorales se determinó mediante BLI usando IVIS 
100/lumina II, después de la adición de 100 �l de D-luciferina (15 mg/ml) por pocillo, y se comparó con la señal 
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emitida por las células tumorales solas. Se realizó tinción de CD107a e intracelular después de la incubación de las 
células efectoras y las células tumorales MSTO-211H MSLN irradiadas, durante 18 h en placas de 24 pocillos en 
una razón de 5:1. Para el ensayo de CD107a, se añadieron 5 �l de anticuerpo CD107a-PeCy7 (BD Biosciences, 
San José, CA) y Golgi STOP (4 �l/6 ml; BD Biosciences) en el momento de la estimulación. Para la tinción 
intracelular, se añadió Golgi Plug (1 �l/1 ml; BD Biosciences) en el momento de la estimulación. Después de la5
incubación, las células efectoras se tiñeron para marcador CD4, CD8, LNGFR y CD3, luego se fijaron y se 
permeabilizaron según las instrucciones del fabricante (kit Cytofix/Cytoperm; BD Biosciences). La tinción de las 
citocinas intracelulares se realizó usando granzima B-APC, perforina-PE y anticuerpos IFN-�-FITC (BD 
Biosciences).

Se realizaron ensayos de liberación de citocinas mediante el cocultivo de 3 × 104 a 5 × 103 células T con células 10
diana en una razón de 1:1 a 5:1, en 200 �l de medio, en placas de fondo redondo de 96 pocillos como triplicados.
Después de 6 a 24 h de cocultivo, se recogieron los sobrenadantes. Se determinaron los niveles de citocinas usando 
un kit de detección de citocinas humanas con perlas multiplex, según las instrucciones del fabricante (Millipore, 
Darmstadt, Alemania).

Para analizar la capacidad de proliferación de las células T, se estimularon 1 × 106 células T CAR+ sobre células 15
MSTO-211H o 3T3 irradiadas con o sin expresión de MSLN (y, en el caso de 3T3, con o sin PD-L1). Los ensayos de 
proliferación se realizaron en ausencia de IL-2 exógena. Se contaron las células cada 7 días y luego se 
superpusieron sobre células diana irradiadas para estimulaciones repetidas. Se representó gráficamente el número 
de células T CAR+ frente al tiempo para cada grupo de células T.

Modelo animal de mesotelioma pleural ortotópico y experimentos ex vivo20

Para desarrollar el modelo ortotópico de ratón de mesotelioma pleural, se usaron ratones hembra NOD/SCID (The 
Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) de 4 a 6 semanas de edad. Se realizaron todos los procedimientos con 
protocolos aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales. Se anestesiaron los ratones con 
isoflurano y oxígeno inhalados, con bupivacaína administrada para la analgesia. Se realizó la inyección intrapleural 
directa de 1 × 105 a 1 × 106 células tumorales en 200 �l de medio libre de suero a través de una incisión en la parte 25
derecha del tórax para establecer tumores MPM ortotópicos, tal como se describió previamente164,171,188. En total, se 
transfirieron de manera adoptiva de 3 × 104 a 1 × 105 células T transducidas (en 200 �l de medio libre de suero) a
ratones portadores de tumor, o bien de en la cavidad torácica mediante inyección intrapleural directa o bien de 
manera sistémica mediante inyección en la vena de la cola. Se monitorizó y cuantificó el crecimiento tumoral in vivo
mediante BLI realizada 20 min después de una única dosis intraperitoneal de D-luciferina (150 mg/kg; Perkin Elmer, 30
Waltham, MA). Se analizaron los datos de IBL con el software Living Image (versión 2.60); se notificó la señal de BLI 
como flujo total (fotones por segundo), que representa el promedio del flujo ventral y dorsal. Para analizar la 
capacidad funcional de las células T-CAR ex vivo, se procesaron tejidos tumorales y el bazo de ratón de la siguiente 
manera: se pesaron los tejidos y se recogieron en RPMI 1640 enfriado con hielo. Se sometieron a morselizado los 
tejidos manualmente con un bisturí y luego se desagregaron mecánicamente a través de filtros de 40 a 100 �m. A35
continuación, se analizaron las muestras mediante FACS para el fenotipado, o se clasificaron las células T-CAR+

CD4+ o CD8+ usando un clasificador FACS Aria y luego se dejaron en reposo durante 24 h en RPMI con IL-2 
(60 UI/ml), y se realizaron ensayos de liberación de 51Cr y liberación de citocinas tal como se describió 
anteriormente.

Análisis histológico e inmunotinción40

Se realizó la evaluación histopatológica de los tumores tras tinción con H&E de muestras de tejido fijadas con 
paraformaldehído al 4% incrustadas en parafina. El análisis inmunohistoquímico para MSLN humana se realizó con 
inmunoglobulina G de ratón anti-MSLN humana, tal como se describió previamente168,170,172.

PCR cuantitativa en tiempo real

Se extrajeron los ARNm de las células T clasificadas CD4+ LNGFR+ o CD8+ LNGFR+ y se sometieron a transcripción 45
inversa para dar ADNc usando el kit de ADNc �MACS One-Step (MACS molecular, Miltenyi Biotech Inc, Auburn, 
EE.UU.). Se realizó PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) con el método Taqman® usando los sistemas Applied 
Biosystems® 7500 (Foster, CA, EE.UU.), Taqman® Universal PCR Mastermix y sondas Taqman® marcadas con 6-
carboxifluoresceína (FAM-MBG) y diseñadas por Life technologies: Tbet (Hs00203436_m1); Eomes 
(Hs00172872_m1); granzima B (Hs01554355_m1); IFN� (Hs00989291_m1); IL-2 (Hs00174114_m1); PD-1 50
(Hs01550088_m1). Se usó el ciclo umbral comparativo (CT) del gen de interés y se normalizó con respecto al gen de 
mantenimiento � 2m usando la siguiente fórmula  Ct (muestra) = Ct (gen de interés) -Ct (� 2m). Entonces, se usó
el método 2-��Ct para analizar la expresión de cambio en veces relativo en comparación con la condición de 
control y se calculó de la siguiente manera: 2-��Ct = 2^-(� Ct (muestra) - � Ct (control)).

Métodos estadísticos55

Se analizaron los datos usando el software Prism (versión 6.0; GraphPad Software, La Jolla, CA) y se presentan 
como media  E.E.M., tal como se indica en las leyendas de las figuras. Se analizaron los datos usando la prueba t 
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de Student de datos independientes (bilateral), usándose la corrección de Bonferroni para comparaciones múltiples, 
cuando se aplicable. Se analizaron las curvas de supervivencia mediante la prueba de rangos logarítmicos. La 
significación estadística se definió como P <0,05. Todos los análisis estadísticos se realizaron con el software Prism.

4. RESULTADOS

Los CAR con coestimulación de CD28 o 4-1BB muestran una proliferación y secreción de citocinas efectoras 5
equivalentes in vitro tras la estimulación de antígeno inicial 

Se construyeron tres CAR que incorporaron un scfv humano específico de MSLN186 y cualquiera de los dominios de 
señalización CD3, CD28/CD3 o 4-1BB/CD3 (Mz, M28z, MBBz) (figuras 47A y 47B). El CAR P28z, que es 
específico para el antígeno de membrana específico de próstata (PSMA), sirvió como efector negativo para controlar 
la alorreactividad y la xenorreactividad. Se transdujeron eficazmente linfocitos T de sangre periférica humana CD4+ y 10
CD8+ usando el vector retroviral SFG (transducción del 50% -70%) (figura 54). Las células MSTO-211H transducidas 
con MSLN (MSLN+) y las células de linfoma de ratón EL-4 transducidas con PSMA (MSLN-) sirvieron como dianas 
positivas y negativas para MSLN en los experimentos in vitro. Las células T transducidas con Mz, M28z y MBBz 
demostraron una lisis específica de MSLN similar in vitro (figura 47C). Las células T-CAR P28z no lisaron las células 
MSTO MSLN+, y los CAR dirigidas a MSLN no lisaron las células EL4 PSMA+, lo que demuestra que la lisis es 15
específica de antígeno. Para validar la funcionalidad de la señalización coestimuladora187, las células T-CAR M28z y 
MBBz secretaron niveles de citocinas Th1 de 2 a 15 veces mayores (figura 47D) y lograron una acumulación de 
células T 14 veces mayor tras la exposición repetida a células MSLN+ en comparación con Mz en ausencia de IL-2 
exógena (figura 47E). Una vez establecida la especificidad de antígeno y validado la funcionalidad de los dominios 
de señalización coestimuladores, se procedió a evaluar el potencial terapéutico de las células T-CAR dirigidas a 20
MSLN en ratones que portaban tumores pleurales establecidos.

M28z es más propenso a permitir la recidiva tumoral que MBBz

En un modelo ortotópico de mesotelioma pleural maligno (MPM) previamente establecido por el laboratorio de los 
inventores171,188-190, se usó la obtención de imágenes de bioluminiscencia (BLI) en serie con células MSTO-211H 
transducidas con luciferasa de luciérnaga (ffLuc) para confirmar el establecimiento del tumor, para igualar la carga 25
tumoral entre los grupos de intervención antes del inicio de la terapia con células T y para medir la respuesta a la 
terapia. Tanto las células T-CAR M28z como las MBBz administradas por vía intrapleural en una única dosis de 1 × 
105 (razón de efector con respecto a diana [E:D] de 1:3000, estimada a partir de la cuantificación de la carga 
tumoral)189 pudieron erradicar tumores pleurales establecidos en la mayoría de los ratones (figura 48A, parte 
superior). Dado que el objetivo en este estudio fue investigar el efecto de la inmunoinhibición inducida por tumor 30
sobre el agotamiento de células T, se administraron células T-CAR a ratones que portaban tumores pleurales 
establecidos a dosis sucesivamente menores. Se planteó la hipótesis de que a estas dosis menores, las células T 
serían especialmente susceptibles al agotamiento, ya que deben conservar la función en los encuentros repetidos 
con antígenos dentro de un entorno inhibidor para eliminar el tumor. Es a estas dosis menores cuando los inventores 
comenzaron a ver la recidiva tumoral, especialmente dentro de la cohorte de M28z (figura 48A, parte intermedia e 35
inferior). A la menor dosis sometida a prueba de 4 × 104 (E:D, 1:7.500), ratones tratados con Mz intrapleural (CAR de 
1ª generación, sin señalización coestimuladora incluida) las células T-CAR mostraron una respuesta insostenible en 
términos de carga tumoral (figura 48B), y la mediana de supervivencia fue 29 días más larga que la de los controles 
tratados con P28z (mediana de supervivencia, 45 días frente a 16, P28z representa un control de xenorreactividad y 
alorreactividad de direccionamiento al antígeno PSMA) (figura 48B). Los ratones tratados con células T-CAR M28z 40
tuvieron una reducción más uniforme de la carga tumoral y sobrevivieron más tiempo (mediana de supervivencia, 64 
días) que los ratones tratados con células T-CAR de primera generación; sin embargo, todos los ratones tratados 
con células T-CAR M28z murieron eventualmente por la progresión del tumor. Se confirmó que el crecimiento 
tumoral no estuvo provocado por el escape de antígeno tumoral (se encontró que los tumores recurrentes en todos 
los ratones analizados eran MSLN+ mediante análisis por citometría de flujo e histológico; datos no mostrados). En 45
cambio, las células T-CAR MBBz administradas por vía intrapleural indujeron la erradicación tumoral en el plazo de 
20 días de tratamiento, y la gran mayoría de los ratones (7 de 8) permanecieron libres de tumor durante > 100 días 
(la mediana de supervivencia no se alcanzó en el día 100).

MBBz supera a las células T- CAR M28z en dosis bajas de células T

Las mejoras en la eficacia de las células T-CAR que ofrece la señalización coestimuladora se atribuyen 50
normalmente a mejoras en la proliferación y/o persistencia de células T-CAR158. Como era de esperar, las células T-
CAR M28z y MBBz lograron una acumulación mejorada de células T intratumorales, en comparación con las células 
T-CAR Mz (9 veces mayor para M28z, 12 veces mayor para MBBz) (figura 49A). Sorprendentemente, a pesar de las 
diferencias de eficacia entre las células T-CAR M28z y MBBz, se observaron números similares de células T 
infiltrantes de tumor entre los dos grupos (figura 49A). Además, las células T-CAR M28z y MBBz fueron igualmente 55
persistentes en puntos de tiempo a largo plazo (figura 49B). El tejido tumoral y bazo de ratones tratados con M28z 
que inicialmente tuvieron una respuesta al tratamiento, pero luego murieron por la progresión del tumor contenían 
células T circulantes así como células T infiltrantes de tumor, incluyendo células positivas para CAR (figura 49C). 
Este hallazgo demuestra que la mera persistencia de células T que pueden transitar eficazmente al tumor no es 
suficiente para eliminar el tumor y que el estado funcional de las células T dentro del microentorno tumoral puede ser 60
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el determinante más crítico del desenlace clínico. Por tanto, se planteó la hipótesis de que incluso las células T 
coestimuladas pueden llegar a agotarse dentro del tumor, especialmente a dosis bajas de células T que 
corresponden a bajas razones efector:diana. Además, las células T-CAR MBBz, que eran tan persistentes como las 
células T-CAR M28z, pueden resistir mejor el agotamiento y retener la función efectora de las células T para eliminar 
una gran carga tumoral.5

Las células T-CAR de mesotelina se agotan después de la exposición al antígeno in vivo

Para evaluar si hay una inmunoinhibición continuada de las células T-CAR y comparar las capacidades relativas de 
las células T-CAR M28z y MBBz para superar la inmunoinhibición mediada por tumor, se inyectaron 1 × 106 células 
T-CAR en las cavidades pleurales de ratones portadores de tumor MSTO MSLN+, se les dio tiempo suficiente para el 
encuentro repetido con el antígeno y la activación de las células T (confirmado mediante dispersión frontal y lateral y 10
la regulación por incremento del marcador de activación CD69), y luego se realizó estimulación ex vivo de células T-
CAR CD4 o CD8 esplénicas o infiltrantes de tumor recogidas con dianas MSLN+ (se muestra esquemáticamente en 
la figura 50A). Se usaron células T en reposo in vitro no inyectadas (“células de preinfusión”) para establecer el nivel 
inicial de función (antes de la exposición al antígeno). En comparación con células T-CAR M28z CD8+ en reposo, las 
células T expuestas al antígeno MSLN in vivo tenían menores niveles de función citolítica (figura 50A) (lisis de 15
células de preinfusión, 20,5%; lisis de células T infiltrantes de tumor, 13,1%; lisis de células T esplénicas, 8,7%). En 
cambio, las células T-CAR MBBz conservaron la función citolítica (lisis de células de preinfusión, 18,3%; lisis de 
células T infiltrantes de tumor, 37,2%; lisis de células T esplénicas, 22,2%). Las células T-CAR CD4+ clasificadas 
demostraron un patrón de resultados similar. También se midieron los niveles de citocinas tras la estimulación ex 
vivo de las células T-CAR infiltrantes de tumor y esplénicas y también se observó una disminución de la secreción 20
de citocinas Th1 para las células T-CAR T M28z CD4+ expuestas in vivo al antígeno MSLN+. Las células T-CAR 
MBBz CD4+ también demostraron una disminución de la secreción de citocinas Th1, aunque estas células pudieron 
retener mejor la secreción de citocinas en comparación con las células T-CAR M28z (figura 50B). Los 
sobrenadantes de células T CD8+ contenían niveles significativamente menores de citocinas, en comparación con 
los sobrenadantes de células T CD4+ (un hallazgo observado previamente en este modelo164. Las células T CD8+25
también tenían una capacidad disminuida para secretar citocinas tras exposición a antígeno in vivo; las células T-
CAR MBBz CD8+ conservaron preferentemente su capacidad de secretar IFN-�. A continuación, se evaluaron los
niveles de ARNm de las células T extraídas del tumor y el bazo en el día 3 después de la administración, y se 
descubrió que los niveles de expresión in vivo de GzB, IL-2 e IFN-� fueron en gran parte mayores para las células T-
CAR MBBz CD4+ y CD8+ que para las células T-CAR M28z, con la excepción de la expresión de IL-2 en el 30
subconjunto CD8+ (figura 50C).

Las células T-CAR MBBz muestran agotamiento retardado in vivo

Habiéndose demostrado la inhibición tanto de la función citolítica como de la secreción de citocinas efectoras en las 
células T-CAR coestimuladas expuestas al antígeno in vivo, los inventores razonaron que la estimulación de 
antígeno repetida puede, de manera similar a los modelos de infección crónica, desempeñar un papel en la 35
inhibición de las células T y que las diferentes capacidades para retener la función en el encuentro repetido con el 
antígeno podrían explicar una eficacia mejorada de las células T-CAR MBBz. Por tanto, las células T-CAR Mz, M28z 
y MBBz se analizaron para determinar su capacidad de resistir el encuentro con antígeno repetidos en un sistema 
modelo in vitro, en el que se evaluó la proliferación, la función citolítica y la secreción de citocinas en las células tras 
la estimulación con antígeno MSLN+ cada 7 días. Las células T-CAR M28z y MBBz tenían capacidades similares 40
para expandirse tras la estimulación de MSLN+ en serie, expandiéndose hasta niveles 14 veces mayores que los de 
las células T-CAR Mz; perdieron la capacidad de expandirse tras la tercera estimulación (figura 51). Las células T-
CAR MBBz y M28z perdieron la función citolítica tras la estimulación de antígeno repetida, aunque las células T-
CAR MBBZ fueron más capaces de retener la función lítica. Mientras que la lisis era igual entre los tres grupos de 
células T en la primera estimulación, en la tercera estimulación, la función lítica de M28z se inhibió hasta un nivel 45
más pronunciado, de modo que las células T-CAR MBBz tenían una lisis tumoral mejorada en múltiples razones E:D 
(figura 51B, parte derecha). La función lítica (evaluada mediante un ensayo de desgranulación que mide la expresión 
de CD107a) en la tercera estimulación se correlacionó con los resultados de los ensayos de liberación de cromo 
(figura 51C). A continuación, se midió la secreción de citocinas Th1, y de nuevo, se observaron niveles similares 
entre las células T-CAR M28z y MBBz en la primera estimulación, así como una disminución sucesiva con cada 50
estimulación. Al igual que con la citotoxicidad, las células T-CAR MBBz retenían preferentemente la secreción de 
citocinas; las concentraciones de citocinas disminuyeron > 30 veces para las células T-CAR M28z y sólo alrededor 
de 2 veces para las MBBz, cuando se compararon los niveles en las estimulaciones primera y segunda (figura 51D). 
Luego se confirmaron las diferencias en la producción de citocinas midiendo los niveles intracelulares de citocinas 
en la segunda estimulación (datos no mostrados). El análisis mediante PCR-transcriptasa inversa de las células T-55
CAR en el momento de la estimulación de antígeno reveló que las células T-CAR MBBz expresaban marcadores 
que se correlacionaban con menores niveles de agotamiento e inhibición, en comparación con las células T-CAR 
M28z: las células T-CAR MBBz expresaban mayores niveles de Tbet y eomesodermina y menores niveles de PD1 y 
FoxP3 (figura 55). Los inventores trataron de someter a prueba la función in vivo de las células T-CAR persistentes 
que ya se habían expuesto al antígeno tumoral, planteando la hipótesis de que, aunque la persistencia cuantitativa 60
es igual entre las células T-CAR M28z y MBBz, las células T-CAR CAR MBBz demostrarían una función mejorada 
tras la reexposición al tumor. A los ratones que portaban tumores pleurales MSLN+ establecidos se les administraron 
células T-CAR M28z o MBBz intrapleurales (a una dosis de 1 × 105, razón E:D 1:3000) para erradicar el tumor 
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pleural (figura 51E). Veinte días después de la inyección inicial de células T, se realizó una reexposición al tumor 
inyectando células tumorales MSLN+ (1 × 106) en la cavidad pleural de los supervivientes; se monitorizó la carga 
tumoral usando BLI. Las células T-CAR MBBz persistentes fueron más capaces de controlar la carga tumoral (4 de 4 
ratones tratados con MBBz tenían una señal de BLI a niveles iniciales frente a 2 de 4 ratones tratados con M28z) 
(figura 51E).5

La célula tumoral PD-L1 inhibe las funciones efectoras de las células T-CAR de mesotelina

Habiéndose establecido que las células T-CAR se inhibían por el entorno tumoral in vivo y que las células T-CAR 
MBBz T eran más capaces de superar esta inhibición, debido al menos en parte a su capacidad para retener la 
función en encuentros con antígeno repetidos, los inventores trataron de evaluar el papel que desempeñan las rutas 
del receptor inhibidor y el ligando en el modelo . Los inventores comenzaron por la tinción de células T infiltrantes de 10
tumor, en ratones tratados con M28z con progresión tumoral, para la expresión de rutas de inhibición bien 
conocidas. Se hallaron altos niveles de expresión de PD-1, Tim-3 y LAG-3 (figura 52A). Las células T-CAR MBBz 
infiltrantes de tumor recogidas 6 días después de la administración también demostraron una regulación por 
incremento de los receptores inhibidores, aunque expresaron niveles significativamente menores de receptor PD-1 
tanto en el nivel de proteína como de ARNm (figuras 52B-52D). Las células T CD4+ expresaron mayores niveles de 15
PD-1, en comparación con las células T CD8+. Se observó que una fracción significativa de las células T-CAR tanto 
M28z como MBBz coexpresa PD-1 y LAG-3 o PD-1 y Tim-3, lo que sugiere que múltiples rutas inhibidoras podrían 
estar funcionando simultáneamente (figura 56). A continuación, se evaluaron ligandos expresados en tumores: PD-
L1 y PD-L2 (ligandos para PD-1), galectina-9 (ligando para Tim-3) y CMH de clase II (ligando para LAG-3). Sólo los 
ligandos de PD-1 se expresaron en células tumorales pleurales recogidas después de la administración intrapleural 20
de células T-CAR M28z (figura 52E). Tal como se informó en otra parte173,174, el cocultivo de células tumorales con 
IFN-� y TNF-� (a concentraciones similares a las secretadas por las células T en las figuras 47 y 51) dio como 
resultado un nivel similar de regulación por incremento de la expresión de PD-L1 y PD-L2 en las células tumorales 
(figura 52F), que refleja una adaptación de las células tumorales para resistir el ataque inmunitario 
(“inmunorresistencia adaptativa”). La presencia única de expresión tanto del receptor PD-1 como del ligando in vivo25
sugiere que esta ruta puede desempeñar un papel inhibidor significativo. Como algunos estudios han sugerido que 
la coestimulación puede ser suficiente para superar la inhibición por PD-1191-193, los inventores evaluaron luego si 
PD-L1 sobreexpresado puede inhibir la función de las células T-CAR en un modelo in vitro de inmunoinhibición 
mediada por PD-L1 (usando fibroblastos de ratón 3T3 transducidos con MSLN sola [MSLN+] o MSLN y PD-L1 
[MSLN+ PD-L1+]) (figura 53A). Tanto en las células T-CAR M28z como en las MBBz, la sobreexpresión de PD-L1 30
provocó una disminución de la acumulación tras la estimulación sucesiva (figura 53B) y la secreción de citocinas 
efectoras Th1 (figura 53D). Aunque la lisis de las células tumorales no se inhibió tras la estimulación inicial (datos no 
mostrados), el ensayo de liberación de cromo realizado con 3T3 como dianas tras dos estimulaciones frente a 
células tumorales MSTO MSLN+ demuestra una disminución de la función lítica tanto en las células T-CAR M28z 
como en las MBBz, un mayor grado de disminución en las células T-CAR M28z (figura 53C). Este resultado puede 35
deberse a la regulación por incremento diferencial de PD-1 en las células T-CAR M28z y MBBz después de la 
exposición a células tumorales MSTO MSLN+.

5. DISCUSIÓN

El estudio presentado en el presente documento demuestra que incluso las células T que expresan CAR de segunda 
generación se inhiben tras la exposición a antígeno in vivo dentro del microentorno tumoral. El que varios otros 40
estudios notifiquen que la coestimulación sola puede superar la señalización inhibidora expresada en tumor puede 
explicarse por su dependencia de estudios in vitro, su uso de modelos inmunosensibles in vivo y su administración 
de altas dosis de células T que no reflejan las cargas de los tumores sólidos establecidos observadas en 
pacientes191-193. En los experimentos, las mayores dosis de células T dan como resultado la erradicación tumoral 
independientemente de un dominio coestimulador CD28 o 4-1BB. Es a las dosis menores de células T (y a las 45
menores razones efector:diana resultantes) donde se hace evidente el efecto del agotamiento. Estos hallazgos 
ilustran la importancia de usar modelos in vivo clínicamente relevantes y dosis de células T que son similares a las 
usadas en ensayos con pacientes. Las dosis de células T intrapleurales usadas (de 4 x 104 a 1 x 105 por ratón 
equivalente a de 1,2 x 105 a 3 x 106/kg en seres humanos) son dosis marcadamente menores que las usadas en 
otros estudios de xenoinjertos de mesotelioma194,195 y son comparables a las usadas en ensayos clínicos actuales 50
para tumores malignos hematológicos159,162 y tumores sólidos196,197. Por tanto, la estrategia experimental presentada 
en el presente documento es particularmente adecuada para caracterizar el papel del agotamiento en la terapia con 
células T-CAR.

En este informe, aunque tanto la señalización coestimuladora de 4-1BB como la de CD28 aumentaron la 
persistencia de células T en un grado similar con menores razones E:D, sólo el tratamiento con células T 55
coestimuladas con 4-1BB erradicó el tumor. Las células T coestimuladas con 4-1BB, aunque todavía sensibles a la 
inhibición mediada por tumor, fueron relativamente resistentes a la disminución de la función citolítica y la secreción 
de citocinas de las células T, ambas después de exposición a antígeno in vivo y con estimulación de antígeno 
repetida in vitro. La resistencia de la señalización de 4-1BB a la inmunoinhibición está asociada con un fenotipo más 
potente (PD-1loTbethiEomesoderminahi)198-202, que se ha relacionado con un menor agotamiento y una respuesta 60
efectora citotóxica más robusta en otros modelos tumorales y el modelo análogo de infección viral crónica. Esto 
sugiere que los criterios para seleccionar una estrategia de señalización coestimuladora particular entre las opciones 
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disponibles (es decir, 4-1BB, CD28, OX40L, 4-1BBL, CD27, etc.) deberían extenderse más allá de la persistencia de 
células T a “persistencia funcional”, que se define como la capacidad de las células T para funcionar tras la 
estimulación de antígeno repetida, o bien inicialmente dentro del microentorno tumoral o bien como puede suceder 
tras la reexposición a antígeno después del control de la carga tumoral primaria. Al igual que con el trabajo ya 
publicado de los inventores que respalda la terapia regional con células T-CAR,164 la administración de células T con 5
alta persistencia funcional permite administraciones únicas de dosis bajas de células T que pueden servir para limitar 
los síndromes de liberación de citocinas y todavía erradicar el tumor primario. Es importante tener en cuenta que no 
debe concluirse a partir de estos experimentos que 4-1BB es el agente de coestimulación de facto que se usará para 
la terapia del paciente: la ruta de señalización superior dependerá de los patrones únicos de expresión de ligandos 
coestimuladores y coinhibidores por el tumor, el nivel o la densidad de expresión de antígeno, la afinidad de scFv por 10
el antígeno tumoral, la distancia del tumor epítopo de la membrana y variaciones en el diseño del constructo (tales 
como el espaciador y los dominios transmembrana)158,203-207. Estas variables, y no las diferencias cualitativas en la 
señalización, pueden explicar en última instancia la variabilidad observada en los ensayos preclínicos, que 
concluyen alternativamente que 4-1BB o CD28 es superior, según el contexto. De hecho, las constructos de 4-1BB y 
CD28 usados en este informe son suficientemente diferentes en sus dominios transmembrana que las conclusiones 15
que determinan el dominio coestimulador óptimo no deberían extraerse a partir de este estudio.

Ejemplo 9 - Eficacia de las células T-CAR M28z en células con expresiones MSLN variables

Se evaluó mediante FACS la expresión de MSLN en células cancerosas (por ejemplo, células de cáncer de pulmón 
A549, H1299 y EKVX, células de mesotelioma MSTO y células Hela) y células normales (por ejemplo, células 
MRC5). Se muestran los resultados en la figura 57. El número de moléculas de MSLN por célula se cuantificó 20
mediante análisis por FACS con perlas Quantibrite. Se muestran los resultados en la figura 58. Tal como se muestra 
en las figuras 57 y 58, las células A549Mmc y H1299Mmc transducidas con MSLN tenían la mayor expresión de 
MSLN, seguidas por las células EKVXM y MSTOGM transducidas con MSLN (o “MGM”). A continuación, se realizó 
el análisis de expresión de ARNm de MSLN en estas células de pulmón y mesotelioma. Se extrajo el ARNm de
células tumorales cultivadas y se sintetizó en ADNc. Se realizó un ensayo Taqman para MSLN y se usó 25
microglobulina B2 como control interno. Los resultados se representan en cambio en veces en relación con la 
expresión de ARNm de MSLN en células MRC-5, tal como se muestra en la figura 59. De manera acorde a los 
niveles de expresión de MSLN mostrados en las figuras 57 y 58, las células A549Mmc y H1299Mmc transducidas 
con MSLN tuvieron el mayor nivel de ARNm de MSLN, seguido de células EKVXM y MGM transducidas con MSLN.

La citotoxicidad de las células T transducidas con CAR M28z se determinó mediante ensayos de liberación de 51Cr 30
convencionales, tal como se describió anteriormente220. Se incubaron células T transducidas con CAR M28z y 
células con niveles de expresión de MSLN variables durante 18 horas a diferentes razones E:D. El antígeno PSMA 
de direccionamiento a P28z se usó como control negativo. Se muestran los resultados en la figura 60. Tal como se 
muestra en la figura 60, la citotoxicidad de las células T-CAR M28z era dependiente de antígeno MLSN y 
proporcional al nivel de expresión de MSLN. Por ejemplo, la citotoxicidad de las células T-CAR M28z en las células 35
A549Mmc que tenían el mayor nivel de expresión de MSLN fue la mayor entre todas las células sometidas a prueba. 
También se observó que la citotoxicidad de las células T-CAR M28z no era exactamente proporcional a la intensidad 
del antígeno MSLN en la superficie celular ya que la citotoxicidad puede estar influenciada por varios otros factores, 
por ejemplo, la cantidad de MSLN intracelular, la expresión de ligandos coestimuladores o coinhibidores en la célula 
cancerosa, el tamaño celular, la duración de la incubación de células cancerosas/células T en cultivo (que influye a 40
su vez en la expresión de ligandos coinhibidores) y la confluencia de las células cancerosas sembradas en placa.

Ejemplo 10 - Capacidad de proliferación de células T-CAR M28z

Se determinó la acumulación de células T-CAR después de la estimulación de antígeno repetida en presencia de IL-
2 exógena, así como en ausencia de IL-2. Se estimularon células T-CAR M28z varias veces con diferentes líneas 
celulares que expresan diferentes niveles de MSLN (MRC5, EKVX, A549G y A549GM) en presencia de IL-2. Se usó 45
una razón 10:1 y se contaron las células T 7 días después de la estimulación. Se muestran los resultados en las 
figuras 61 y 62. Tal como se muestra en las figuras 61A y 61B, la acumulación de células T-CAR fue proporcional al 
nivel de MSLN en las células tumorales.

Ejemplo 11 - Eficacia in vivo de las células T-CAR M28z en el modelo de cáncer de pulmón

Para evaluar la eficacia de las células T transducidas con el CAR M28z frente a células de cáncer de pulmón que 50
expresan una baja o alta expresión de antígeno MSLN en un modelo de cáncer de pulmón ortotópico, se les 
inyectaron a ratones NSG inmunodeficientes por vía intravenosa 1e6 células A549 que expresan la GFP-luciferasa 
de luciérnaga y una baja o alta expresión de MSLN (A549G o A549GM, respectivamente). Veintidós días después 
del establecimiento del tumor, se trataron los ratones por vía intravenosa con una única dosis de 5e4 o 5e5 células 
T-CAR M28z (figura 63A). Se monitorizó la eficacia antitumoral mediante la evaluación en serie de la carga tumoral 55
mediante obtención de imágenes de bioluminiscencia (BLI) tumoral (figura 63B) y análisis de supervivencia de 
Kaplan-Meier (figura 63C). Las células T-CAR M28z fueron eficaces contra las células cancerosas con alta 
expresión de MSLN (A549GM) en ambas dosis. Las células T M28z fueron eficaces para retardar la progresión de la 
carga tumoral y prolongar la supervivencia frente a células A549G que expresan bajo nivel de MSLN sólo a una 
dosis mayor de las dos dosis sometidas a prueba. Ambas dosis usadas son dosis mucho menores en comparación 60
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con los experimentos convencionales de células T-CAR publicados. Como conclusión, las células T M28z fueron 
eficaces para controlar la carga tumoral en ratones con células con baja expresión de MSLN (A549G) y erradicar 
tumores en ratones con células con alta expresión de antígeno (A549GM).

A ratones NSG inmunodeficientes se les inyectaron por vía intravenosa 1e6 células A549E o A549 M (baja y alta 
expresión de MSLN, respectivamente, sin GFP-luciferasa) para establecer cáncer de pulmón (figura 64A). Veintidós 5
días después del establecimiento del tumor, se trataron los ratones por vía intravenosa con una única dosis de 2e6 
células T-CAR M28z cotransducidas con luciferasa de luciérnaga mejorada (Effluc) para monitorizar la acumulación 
de células T in vivo. Se realizó BLI de células T los días 1, 3, 5, 7 y 12 después de la inyección de células T (figura 
64A). Tal como se muestra en las figuras 64B-64D, las células T-CAR se acumularon rápidamente en ratones con 
alta expresión de MSLN (A549M), alcanzaron su pico el día 5 (momento en el que está eliminándose el tumor) y 10
luego mostraron una disminución de la acumulación. La acumulación de células T-CAR progresó relativamente a un 
ritmo bajo en ratones con tumores con baja expresión de MSLN (A549E), alcanzó su pico el día 7. Por tanto, la 
acumulación de células T-CAR M28z dependía del nivel de expresión de antígeno en tumores de cáncer de pulmón.
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A partir de la descripción anterior, resulta evidente que pueden realizarse variaciones y modificaciones a la invención
descrita en el presente documento para adoptarla para diversos usos y condiciones. Tales realizaciones también
están dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.

15
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REIVINDICACIONES

1. Receptor de antígeno quimérico (CAR), que comprende un dominio de unión a antígeno extracelular, un 
dominio transmembrana y un dominio intracelular, en el que el dominio de unión a antígeno extracelular 
comprende un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), en el que el scFv comprende:

una región variable de cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 5
SEQ ID NO:11, una región variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos 
expuesta en SEQ ID NO:12, una región variable de cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:13, una región variable de cadena ligera CDR1 que comprende la 
secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:14, una región variable de cadena ligera CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:15, y una región variable de cadena 10
ligera CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:16.

2. CAR según la reivindicación 1, en el que el scFv es un scFv humano.

3. CAR según la reivindicación 1, en el que el dominio de unión a antígeno extracelular del CAR reconoce 
mesotelina humana con un nivel de expresión de mesotelina de aproximadamente 1.000 o más sitios de 
unión a mesotelina/célula.15

4. CAR según la reivindicación 1, en el que el scFv comprende una región variable de cadena pesada que 
comprende los aminoácidos 1-119 de SEQ ID NO:1, y/o una región variable de cadena ligera que 
comprende los aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO:5 o los aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO:3; y 
opcionalmente en el que el scFv comprende: (a) una región variable de cadena pesada que comprende los 
aminoácidos 1-119 de SEQ ID NO:1; y una región variable de cadena ligera que comprende los 20
aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO:5; o (b) una región variable de cadena pesada que comprende los 
aminoácidos 1-119 de SEQ ID NO:1; y una región variable de cadena ligera que comprende los 
aminoácidos 1-107 de SEQ ID NO: 3.

5. CAR según la reivindicación 1, en el que el dominio de unión a antígeno extracelular se une 
específicamente a mesotelina humana con una afinidad de unión (Kd) de desde aproximadamente 1 nM 25
hasta aproximadamente 25 nM.

6. CAR según la reivindicación 1, en el que el dominio de unión a antígeno extracelular comprende un ligador 
entre una región variable de cadena pesada y una región variable de cadena ligera del dominio de unión a 
antígeno extracelular, y/o una secuencia líder que se une de manera covalente al extremo 5’-terminal del 
dominio de unión a antígeno extracelular, y opcionalmente la secuencia líder comprende un polipéptido 30
CD8.

7. CAR según la reivindicación 1, en el que el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD8, un 
polipéptido CD28, un polipéptido CD3�, un polipéptido CD4, un polipéptido 4-1BB, un polipéptido OX40, un 
polipéptido ICOS, un polipéptido CTLA-4, un polipéptido PD-1, un polipéptido LAG-3, un polipéptido 2B4, un 
polipéptido BTLA, un péptido sintético (no basado en una proteína asociada con la respuesta inmunitaria), o 35
una combinación de los mismos; y opcionalmente en el que el dominio transmembrana comprende un 
polipéptido CD8 o un polipéptido CD28.

8. CAR según la reivindicación 1, en el que el dominio intracelular comprende un polipéptido CD3�, y 
opcionalmente en el que el dominio intracelular comprende además al menos una región de señalización 
coestimuladora, y opcionalmente en el que la al menos una región de señalización coestimuladora 40
comprende un polipéptido CD28, un polipéptido 4-1BB, un polipéptido OX40, un polipéptido ICOS, un 
polipéptido PD-1, un polipéptido CTLA-4, un polipéptido LAG-3, un polipéptido 2B4, un polipéptido BTLA, un 
péptido sintético (no basado en una proteína asociada con la respuesta inmunitaria), o una combinación de 
los mismos.

9. CAR según la reivindicación 1, en el que (a) el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD8 y el 45
dominio intracelular comprende un polipéptido CD3�, y opcionalmente el CAR es Mz; (b) el dominio
transmembrana comprende un polipéptido CD28 y el dominio intracelular comprende un polipéptido CD3� y
un dominio de señalización coestimulador que comprende un polipéptido CD28, y opcionalmente el CAR es 
M28z; o (c) el dominio transmembrana comprende un polipéptido CD8 y el dominio intracelular comprende 
un polipéptido CD3� y un dominio de señalización coestimulador que comprende un polipéptido 4-1BB, y 50
opcionalmente el CAR es MBBz.

10. CAR según la reivindicación 1, en el que el CAR se expresa de manera recombinante y/o se expresa a 
partir de un vector, y opcionalmente en el que el vector es un rector �-retroviral.

11. Célula inmunorreactiva que comprende el CAR según una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

12. Célula inmunorreactiva según la reivindicación 11, que comprende además al menos un ligando 55
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coestimulador exógeno, y/o al menos una citocina exógena, y opcionalmente en la que el al menos un 
ligando coestimulador se selecciona del grupo que consiste en 4-1BBL, CD80, CD86, CD70, OX40L, CD48, 
TNFRSF14, y combinaciones de los mismos, y opcionalmente en la que el ligando coestimulador es 4-
1BBL, y opcionalmente en la que la al menos una citocina se selecciona del grupo que consiste en IL-2, IL-
3, IL-6, IL-7, IL-11, IL-12, IL-15, IL-17, IL-21, y combinaciones de las mismas, y opcionalmente en la que la 5
al menos una citocina es IL-12.

13. Célula inmunorreactiva según la reivindicación 11 ó 12, en la que la célula se selecciona del grupo que 
consiste en una célula T, un linfocito citolítico natural (NK, natural killer), un linfocito T citotóxico (CTL), una 
célula T reguladora, una célula madre embrionaria humana y una célula madre pluripotente a partir de la 
cual pueden diferenciarse células linfoides; y opcionalmente en la que la célula es una célula T.10

14. Célula inmunorreactiva según una cualquiera de las reivindicaciones 11-13, en la que la célula 
inmunorreactiva expresa desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 4 números de copias de 
vector/célula del CAR.

15. Célula inmunorreactiva según una cualquiera de las reivindicaciones 11-14, que comprende además un 
receptor de reconocimiento de antígeno que se une a un antígeno diferente de mesotelina humana, y 15
opcionalmente en la que el antígeno es un antígeno tumoral o de patógeno, y opcionalmente en la que el 
antígeno tumoral se selecciona del grupo que consiste en anhidrasa carbónica IX (CAlX), antígeno 
carcinoembrionario (CEA), CD5, CD7, CD10, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD34, CD38, CD41, CD44, 
CD49f, CD56, CD74, CD123, CD133, CD138, un antígeno de una célula infectada por citomegalovirus 
(CMV) (por ejemplo, un antígeno de superficie celular), glicoproteína 2 epitelial (EGP 2), glicoproteína 40 20
epitelial (EGP-40), molécula de adhesión celular epitelial (EpCAM), proteína tirosina cinasas receptoras erb-
B2,3,4, proteína de unión a folato (FBP), receptor de acetilcolina fetal (AChR), receptor a de folato, 
gangliósido G2 (GD2), gangliósido G3 (GD3), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano 
(HER-2), telomerasa transcriptasa inversa humana (hTERT), subunidad alfa-2 del receptor de interleucina 
13 (IL-13R�2), cadena ligera �, receptor de dominio de inserto de cinasa (KDR), Lewis A (CA19.9), Lewis Y25
(LeY), molécula de adhesión celular L1 (L1CAM), familia A de antígeno de melanoma, 1 (MAGE-AI), mucina 
16 (Muc-16), mucina 1 (Muc-1), ligandos de NKG2D, antígeno de cáncer de testículo NY-ESO-1, antígeno 
oncofetal (h5T4), antígeno de células madre de próstata (PSCA), antígeno de membrana específico de 
próstata (PSMA), glicoproteína 72 asociada a tumor (TAG-72), factor de crecimiento endotelial vascular R2 
(VEGF-R2), proteína tumoral de Wilms (WT-1), receptor transmembrana de proteína tirosina cinasa de tipo 30
1 (ROR1), y una combinación de los mismos.

16. Célula inmunorreactiva según una cualquiera de las reivindicaciones 11-15, en la que la célula 
inmunorreactiva expresa una o más moléculas de adhesión, y opcionalmente en la que la molécula de 
adhesión aumenta la avidez del CAR; y/o en la que la molécula de adhesión se selecciona del grupo que 
consiste en CD2, VLA-4, y combinaciones de los mismos.35

17. Célula inmunorreactiva según cualquiera de las reivindicaciones 11-16, para su uso en la reducción de la 
carga tumoral en un sujeto, el aumento o alargamiento de la supervivencia de un sujeto que tiene una 
neoplasia, el aumento de la producción de citocinas inmunoactivadoras en respuesta a una célula 
cancerosa o un patógeno en un sujeto, la prevención o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria en un 
sujeto, o la prevención del rechazo de injerto en un sujeto que es un receptor de un trasplante de órgano.40

18. Célula inmunorreactiva para su uso según la reivindicación 17, en la que la célula inmunorreactiva reduce el 
número de células tumorales, reduce el tamaño tumoral y/o erradica el tumor en el sujeto.

19. Célula inmunorreactiva para su uso según la reivindicación 17 ó 18, en la que (a) el tumor es un tumor 
sólido, y opcionalmente en la que el tumor sólido se selecciona del grupo que consiste en mesotelioma, 
cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de colon, tumor pleural, 45
glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de 
endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos; (b) la neoplasia se 
selecciona del grupo que consiste en mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de 
ovario, cáncer de mama, cáncer de colon, cáncer pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, 
sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y 50
una combinación de los mismos, y/o (c) la citocina inmunoactivadora se selecciona del grupo que consiste 
en (GM-CSF), IFN- �, IFN-�, IFN-�, TNF-�, IL-2, IL-3, IL-6, IL-11, IL-7, IL-12, IL-15, IL-21, factor 7 
regulador de interferón (IRF7), y combinaciones de los mismos, y opcionalmente en la que la citocina 
inmunoactivadora se selecciona del grupo que consiste en (GM-CSF), IFN-�, TNF-�, y combinaciones de
los mismos.55

20. Célula inmunorreactiva para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 17-19, que comprende 
además administrar al menos un agente inmunomodulador, y opcionalmente en la que el al menos un 
agente inmunomodulador se selecciona del grupo que consiste en agentes inmunoestimuladores, agentes 
de bloqueo inmunitario de punto de control, agentes de radioterapia, agentes de quimioterapia, y 
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combinaciones de los mismos, y opcionalmente en la que (a) los agentes inmunoestimuladores se 
seleccionan del grupo que consiste en IL-12, un anticuerpo monoclonal coestimulador agonista, y 
combinaciones de los mismos; (b) el anticuerpo monoclonal coestimulador agonista se selecciona del grupo 
que consiste en un anticuerpo anti-4-1BB, un anticuerpo anti-OX40, un anticuerpo anti-ICOS, y 
combinaciones de los mismos; y/o (c) los agentes de bloqueo inmunitario de punto de control se 5
seleccionan del grupo que consiste en anticuerpos anti-PD-L1, anticuerpos anti-CTLA-4, anticuerpos anti-
PD-1, anticuerpos anti-LAG3, anticuerpos anti-B7-H3, anticuerpos anti-TIM3, y combinaciones de los 
mismos, y opcionalmente en la que el agente inmunoestimulador es IL-12, el anticuerpo monoclonal 
coestimulador agonista es un anticuerpo anti-4-1BB, y/o el agente de bloqueo inmunitario de punto de 
control es un anticuerpo anti-PD-L1.10

21. Célula inmunorreactiva para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 17-20, en la que la célula 
inmunorreactiva se administra por vía pleural al sujeto.

22. Célula inmunorreactiva para su uso según la reivindicación 17, en la que la célula inmunorreactiva es para 
su uso en la prevención o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria en un sujeto o la prevención del 
rechazo de injerto en un sujeto que es un receptor de un trasplante de órgano, en la que la célula 15
inmunorreactiva es una célula inmunoinhibidora, y opcionalmente en la que la célula inmunoinhibidora es 
una célula T reguladora.

23. Célula inmunorreactiva para su uso según la reivindicación 17 ó 22, en la que la enfermedad inflamatoria es 
pancreatitis.

24. Célula inmunorreactiva para su uso según la reivindicación 17 ó 22, en la que la célula inmunorreactiva es 20
para su uso en la prevención o el tratamiento de una enfermedad inflamatoria en un sujeto o la prevención 
del rechazo de injerto en un sujeto que es un receptor de un trasplante de órgano, en la que el sujeto es un 
receptor de un trasplante de órgano, y opcionalmente en la que el sujeto es un receptor de un trasplante de 
páncreas.

25. Célula inmunorreactiva para su uso según una cualquiera de las reivindicaciones 17-24, en la que el sujeto 25
es un ser humano.

26. Método para producir una célula inmunorreactiva que se une a mesotelina humana, que comprende 
introducir en la célula inmunorreactiva una secuencia de ácido nucleico que codifica para un receptor de 
antígeno quimérico (CAR) que comprende un dominio de unión a antígeno extracelular, un dominio 
transmembrana y un dominio intracelular, en el que el dominio de unión a antígeno extracelular comprende 30
un fragmento variable de cadena sencilla (scFv), en el que el scFv comprende:

una región variable de cadena pesada CDR1 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en 
SEQ ID NO:11, una región variable de cadena pesada CDR2 que comprende la secuencia de aminoácidos 
expuesta en SEQ ID NO:12 una región variable de cadena pesada CDR3 que comprende la secuencia de 
aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:13, una región variable de cadena ligera CDR1 que comprende la 35
secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:14, una región variable de cadena ligera CDR2 que 
comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:15, y una región variable de cadena 
ligera CDR3 que comprende la secuencia de aminoácidos expuesta en SEQ ID NO:16.

27. Ácido nucleico que codifica para el CAR según una cualquiera de las reivindicaciones 1-10.

28. Vector que comprende el ácido nucleico según la reivindicación 27, y opcionalmente en el que el vector es 40
un vector �-retroviral.

29. Composición farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de la célula inmunorreactiva según una 
cualquiera de las reivindicaciones 11-16 y un excipiente farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente que 
es para tratar una neoplasia, y opcionalmente en la que la neoplasia se selecciona del grupo que consiste 
en mesotelioma, cáncer de pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de 45
colon, cáncer pleural, glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, 
carcinoma de endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos.

30. Kit para tratar o prevenir una neoplasia, una infección por patógenos, un trastorno autoinmunitario, una 
enfermedad inflamatoria, un trasplante alogénico o rechazo de injerto, que comprende la célula 
inmunorreactiva según una cualquiera de las reivindicaciones 11-16 o el ácido nucleico según la 50
reivindicación 27, y opcionalmente en el que el kit comprende además instrucciones escritas para usar la 
célula inmunorreactiva para tratar a un sujeto que tiene una neoplasia, una infección por patógenos, un 
trastorno autoinmunitario, una enfermedad inflamatoria, un trasplante alogénico o rechazo de injerto; y 
opcionalmente en el que la neoplasia se selecciona del grupo que consiste en mesotelioma, cáncer de 
pulmón, cáncer de páncreas, cáncer de ovario, cáncer de mama, cáncer de colon, cáncer pleural, 55
glioblastoma, cáncer de esófago, cáncer gástrico, sarcoma sinovial, carcinoma tímico, carcinoma de 
endometrio, cáncer de estómago, colangiocarcinoma, y una combinación de los mismos.
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