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DESCRIPCIÓN 
 
Receptores quiméricos de antígeno específicos de glipicano-3 para inmunoterapia adoptiva 
 
Campo técnico 5 
 
La presente divulgación se refiere a al menos los campos de inmunología, biología celular, biología molecular y 
medicina. 
 
Antecedentes 10 
 
La inmunoterapia con linfocitos T específicos de antígeno se ha mostrado prometedora en el tratamiento de neoplasias 
en modelos preclínicos, así como estudios clínicos en fase I/II. Una estrategia atractiva para generar linfocitos T 
específicos de tumor es mediante modificación genética con receptores quiméricos de antígeno (CAR), que 
comprenden un dominio extracelular de reconocimiento de antígeno, un dominio transmembranario y un dominio de 15 
señalización intracelular derivado de la cadena CD3-ζ del receptor de linfocitos T a menudo ligado a endodominios de 
molécula coestimulante. 
 
Hay una búsqueda continua de antígenos expresados en células cancerosas que no se encuentran en tejidos maduros 
normales. El glipicano-3 (GPC3) es un miembro de la familia de glipicano, un grupo de proteoglucanos de sulfato de 20 
heparano ligados a la superficie celular a través de un anclaje de glucosil-fosfatidilinositol. El GPC3 está codificado en 
Xp26 y su defecto causa el síndrome de Simson-Golabi-Behmel de tipo 1. El GPC3 se expresa en una amplia 
diversidad de tejidos durante el desarrollo, pero no en tejidos maduros a causa de la supresión por la metilación del 
ADN dentro de la región promotora. El GPC3 se detecta en el 100 % de hepatoblastoma epitelial (HB), hasta el 100 % 
de carcinoma hepatocelular (HCC), el 58 % de sarcoma embrionario (ES), el 100 % de teratomas rabdoides atípicos 25 
(ATRT), el 38-75 % de tumor de Wilms (WT), el 67 % de tumores rabdoides malignos (RT), hasta el 100 % de 
coriocarcinoma (CC) y hasta el 100 % de tumores del saco vitelino (YST). Por tanto, el GPC3 es una diana 
inmunoterápica ideal. 
 
El documento US 2014/0044714 describe la identificación de anticuerpos monoclonales humanos que se unen a GPC3 30 
o cadenas de sulfato de heparano en GPC3. El documento WO 2013/070468 describe composiciones y métodos para 
diagnosticar y tratar enfermedades, trastornos o afecciones asociadas con la expresión desregulada de GPC3 usando 
anticuerpos que se unen específicamente a 5 glipicano-3 y un CAR específico para GPC3. Li Yonghai et al. (2014) 
(HEPATOLOGY, noviembre de 2014, vol. 60, n.º supl. 1, página 870A) describe la validación in vitro de CAR 
específicos de GPC3 humano para carcinoma hepatocelular. Gao et al. (2014), (CLINICAL CANCER RESEARCH, 35 
vol. 20, n.º 24, páginas 6418 - 6428) describe el desarrollo de linfocitos T redirigidos a GPC3 para el tratamiento de 
carcinoma hepatocelular. Li Wengpen et al. (2015) (MOLECULAR THERAPY, vol. 23, n.º supl. 1, páginas S164 - S165) 
describe la inmunoterapia de carcinoma hepatocelular con linfocitos T genomanipulados para expresar receptores 
quiméricos de antígeno específicos de glipicano-3. El documento EP 2995682 describe un ácido nucleico que codifica 
un receptor quimérico de antígeno expresado a la superficie de un linfocito T, que comprende un dominio extracelular 40 
de unión, una región transmembranaria y un dominio de señalización intracelular, en el que el dominio extracelular de 
unión comprende un anticuerpo monocatenario, scFv(GPC3), que reconoce específicamente el epítopo C terminal de 
GPC3 y un linfocito modificado genéticamente que expresa el CAR. El documento WO 2017/020812 describe 
anticuerpos contra GPC3, incluyendo un anticuerpo monocatenario y un anticuerpo humanizado. Cartellieri et al. 
(2010) (JOURNAL OF BIOMEDICINE AND BIOTECHNOLOGY, vol. 21, n.º 4, páginas 1-13) describe linfocitos T 45 
genomanipulados con receptor quimérico de antígeno para inmunoterapia del cáncer. Toretsky et al. (2001) 
(JOURNAL OF PEDIATRIC HEMATOLOGY/ONCOLOGY, vol. 23, n.º 8, páginas 496 - 499) describe la expresión de 
glipicano-3 en tumor de Wilms y hepatoblastoma. Li et al. (2012) (BMC BIOTECHNOLOGY, vol. 12, n.º 1, página 23) 
describe la validación de un scFv específico de glipicano-3 aislado de una colección de presentación 
emparejada/presentación en fagos secretores. Song et al. (2011) (CANCER RESEARCH, vol. 71, n.º 13, páginas 4617 50 
- 4627) describe la persistencia in vivo, la localización tumoral y la actividad antitumoral de linfocitos T 
genomanipulados con CAR potenciadas por señalización coestimulante a través de CD137. Heczey et al. (2014) 
(BLOOD, vol. 124, n.º 18, páginas 2824 - 2833) describe linfocitos NKT invariables con receptor quimérico de antígeno 
que proporcionan una plataforma para inmunoterapia del cáncer. Heczey et al. (2013) (THE JOURNAL OF 
IMMUNOLOGY, 190, 132.9) describe linfocitos NKT como plataforma para inmunoterapia del cáncer con receptores 55 
quiméricos de antígeno. 
 
Breve sumario de la divulgación 
 
La presente divulgación se refiere a métodos y/o composiciones para el tratamiento del cáncer. En casos particulares, 60 
la divulgación se refiere a métodos y/o composiciones para el tratamiento de cánceres en que las células cancerosas 
comprenden GPC3, por ejemplo, como un antígeno tumoral. Aunque, en determinados aspectos, el cáncer puede ser 
de cualquier tipo, en casos particulares el cáncer es hepatoblastoma, carcinoma hepatocelular, tumores rabdoides 
malignos, tumores del saco vitelino, sarcoma indiferenciado del hígado, liposarcoma, tumor de Wilms o 
coriocarcinoma. En aspectos específicos descritos en el presente documento, el cáncer comprende tumores sólidos. 65 
En al menos algunos casos, el cáncer no es un carcinoma hepatocelular. 
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Un aspecto descrito en el presente documento proporciona inmunocitos que expresan un receptor quimérico de 
antígeno (CAR) dirigido a GPC3, en el que en al menos aspectos específicos descritos en el presente documento el 
CAR no comprende un dominio dirigido a antígeno que es, o que deriva de, anticuerpos 3E11, 2G9, 4G5, 3D8 o 2E10. 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, el CAR comprende un fragmento variable 5 
monocatenario (scFv) específico para GPC3. En un aspecto más específico descrito en el presente documento, el 
CAR GPC3 comprende un scFv derivado del anticuerpo GC33. En otro aspecto específico descrito en el presente 
documento, el CAR GPC3 comprende un scFv que comprende una secuencia de aminoácidos que es al menos un 
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a la secuencia de SEQ ID NO:1. El 
CAR GPC3 puede estar codificado por una secuencia polinucleotídica codificada por SEQ ID NO:2. 10 
 
Los CAR específicos de GPC3 descritos en el presente documento (que pueden denominarse CAR GPC3) pueden 
incluir uno o más endodominios coestimulantes, tales como CD28, CD27, 4-1BB, OX40, ICOS o una combinación de 
los mismos. El CAR puede incluir uno o más dominios transmembranarios, tal como uno seleccionado del grupo que 
consiste en CD3-zeta, CD28, CD8α, CD4 y una combinación de los mismos. En un aspecto específico descrito en el 15 
presente documento, el CAR comprende un dominio transmembranario derivado de CD28 y no de CD8. 
 
En algunos aspectos, se describe en el presente documento el CAR específico de GPC3 proporcionado en el presente 
documento que comprende un dominio transmembranario seleccionado del grupo que consiste en CD3-zeta, CD28, 
CD8α, CD4 o una combinación de los mismos. En un aspecto específico descrito en el presente documento, el CAR 20 
comprende un dominio transmembranario derivado de CD28 y no de CD8. En aspectos particulares descritos en el 
presente documento, el CAR comprende un endodominio de molécula coestimulante seleccionado del grupo que 
consiste en CD28, CD27, 4-1BB, OX40, ICOS y una combinación de los mismos. En otro aspecto específico descrito 
en el presente documento, el dominio coestimulante de los CAR específicos de GPC3 proporcionados en el presente 
documento comprende un dominio coestimulante CD28. En otro aspecto específico descrito en el presente documento, 25 
el dominio coestimulante comprende un dominio coestimulante 4-1BB (CD137). En otro aspecto específico, el dominio 
coestimulante comprende un dominio coestimulante CD28 y un dominio coestimulante 4-1BB. 
 
Otro aspecto descrito en el presente documento proporciona inmunocitos que expresan un CAR específico de GPC3 
descrito en el presente documento. En determinados aspectos descritos en el presente documento, los inmunocitos 30 
son linfocitos T, linfocitos NK, células dendríticas, linfocitos NKT o una mezcla de los mismos. En aspectos específicos 
descritos en el presente documento, en que los inmunocitos son linfocitos T, los linfocitos T pueden ser linfocitos T 
CD4+, linfocitos T CD8+, linfocitos Treg, linfocitos T Th1+, linfocitos T Th2+, linfocitos T Th17+, linfocitos T 
inespecíficos o una población de linfocitos T que comprende una combinación de cualquiera de los anteriores. En 
otros determinados aspectos descritos en el presente documento, los CAR específicos de GPC3 descritos en el 35 
presente documento se expresan en otros inmunocitos, incluyendo, aunque sin limitación, linfocitos NK, linfocitos NKT, 
linfocitos γδT o linfocitos T que reconocen antígenos específicos (por ejemplo, antígenos víricos u otros asociados a 
tumores) a través de su receptor natural de linfocitos T. Los inmunocitos pueden portar un polinucleótido que codifica 
el CAR, y el polinucleótido puede comprender además un gen suicida. En algunos aspectos descritos en el presente 
documento, los inmunocitos no son linfocitos T, linfocitos citolíticos naturales (NK), linfocitos T citolíticos naturales 40 
(NKT), linfocitos γδ-T, linfocitos T invariables asociados a la mucosa (linfocitos MAIT), células linfoides innatas, células 
dendríticas o una mezcla de los mismos. Además, los CAR GPC3 pueden expresarse en células madre y/o 
progenitoras que posteriormente se diferencian en los inmunocitos mencionados anteriormente. En determinados 
aspectos descritos en el presente documento, los linfocitos T redirigidos contra GPC3 controlan el crecimiento de 
células que expresan GPC3, incluyendo células cancerosas, in vitro o in vivo, por ejemplo, en un individuo que tiene 45 
un cáncer que comprende células tumorales que expresan GPC3. Las células son eficaces contra múltiples tumores 
sólidos, en aspectos particulares descritos en el presente documento. 
 
Como se describe en detalle en el presente documento, la expresión de GPC3 está bien descrita en la bibliografía 
científica en diversos tipos de cáncer en un amplio panel de series de tumores y tejidos normales y en conjuntos de 50 
datos de expresión génica. En el presente documento, la expresión de GPC3 se validó en líneas celulares tumorales 
ensayadas ilustrativas. Se generó un CAR específico de GPC3 que mostró que cuando se expresaba por linfocitos T, 
hepatoblastoma, carcinoma hepatocelular y tumor rabdoide maligno (como ejemplo) se abordaban de manera eficaz 
in vitro, y se observó actividad antitumoral in vitro e in vivo contra carcinoma hepatocelular y tumor rabdoide maligno, 
por ejemplo. La redirección de células efectoras a GPC3 usando CAR, por tanto, representa una plataforma robusta 55 
para abordar múltiples tipos de diana de tumores sólidos. 
 
Como la proteína GPC3 se expresa por varios tipos de tumores, este antígeno es una diana óptima para inmunoterapia 
adoptiva de linfocitos T basada en linfocitos T redirigidos por CAR GPC3. Además, la ausencia de expresión 
significativa de GPC3 en tejidos normales resalta adicionalmente su relevancia para inmunoterapia. 60 
 
Otro aspecto descrito en el presente documento proporciona un método de inhibición de la proliferación y/o actividad 
de células GPC3 positivas, tales como células cancerosas, que comprende la etapa de poner en contacto las células 
con una cantidad terapéuticamente eficaz de inmunocitos que expresan un CAR dirigido a GPC3, por ejemplo, un CAR 
específico de GPC3 como se proporciona en el presente documento, en el que el CAR no comprende un dominio 65 
dirigido a antígeno que es, o derivad de, anticuerpos 3E11, 2G9, 4G5, 3D8 o 2E10. En determinados aspectos 
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descritos en el presente documento, el cáncer es carcinoma hepatocelular, un hepatoblastoma, un sarcoma 
embrionario, un tumor rabdoide, un tumor de Wilms, un carcinoma escamocelular del pulmón, un liposarcoma, tumor 
del saco vitelino, coriocarcinoma, un carcinoma de mama, un carcinoma escamocelular de cabeza y cuello (HNSCC 
por sus siglas en inglés), o mesotelioma. En determinados aspectos descritos en el presente documento, el cáncer es 
un cáncer que expresa GPC3 que no es melanoma. En determinados aspectos descritos en el presente documento, 5 
el cáncer es un cáncer que expresa GPC3 que no es carcinoma hepatocelular. En algunos aspectos descritos en el 
presente documento, el contacto se realiza in vitro, en cultivo celular o in vivo. En casos particulares, el contacto se 
realiza in vivo, y los inmunocitos son células en un individuo, tales como linfocitos T. En casos particulares, los 
inmunocitos son autólogos o alogénicos con respecto al individuo. Un aspecto relacionado descrito en el presente 
documento proporciona un método de tratamiento de un individuo que tiene un cáncer que expresa GPC3, que 10 
comprende administrar al individuo una cantidad terapéuticamente eficaz de inmunocitos que expresan un CAR 
específico de GPC3, por ejemplo, un CAR específico de GPC3 como se describe en el presente documento. 
 
En aspectos particulares de los métodos descritos en el presente documento, los inmunocitos son linfocitos T, linfocitos 
NK, células dendríticas, linfocitos NKT, linfocitos MAIT, linfocitos γδ-T o una mezcla de los mismos. Los linfocitos T 15 
pueden ser linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ o linfocitos Treg, linfocitos T Th1+, linfocitos T Th2+, linfocitos T Th17+, 
linfocitos T inespecíficos o una población de linfocitos T que comprende una combinación de cualquiera de los 
anteriores. En otros determinados aspectos descritos en el presente documento, los CAR específicos de GLC3 
proporcionados en el presente documento se expresan en otros inmunocitos, incluyendo, aunque sin limitación, 
linfocitos NK, linfocitos NKT, linfocitos γδT o linfocitos T que reconocen antígenos específicos (por ejemplo, antígenos 20 
víricos u otros asociados a tumores) a través de su receptor natural de linfocitos T. Los inmunocitos pueden portar un 
polinucleótido que codifica el CAR, y el polinucleótido puede comprender además un gen suicida. 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, los CAR específicos de GPC3 transmiten señales 
para activar los inmunocitos a través de rutas de CD3zeta, CD28 y/o 4-1BB, aunque el dominio CAR intracelular podría 25 
modificarse fácilmente para incluir otros restos de señalización. 
 
En métodos específicos de la divulgación, un individuo que ha recibido inmunocitos que expresan CAR GPC3, está 
recibiendo, o recibirá un tratamiento adicional contra el cáncer, tal como quimioterapia, inmunoterapia, radiación, 
cirugía, hormonoterapia o una combinación de los mismos. 30 
 
Breve descripción de los dibujos 
 
Para una comprensión más completa de la presente divulgación, ahora se hace referencia a las siguientes 
descripciones tomadas junto con los dibujos adjuntos, en los que: 35 
 

la figura 1 muestra la estructura de GPC3; 
 
la figura 2 ilustra el diseño de determinados CAR específicos de GPC3: el scFv específico de GPC3 se ligó con la 
bisagra y el dominio transmembranario CD28 a combinaciones de endodominios de señalización intracelular como 40 
se indica; 
 
la figura 3 muestra la expresión de CAR GPC3 de linfocitos T: todos los CAR GPC3 (Gz, G28z, GBBz y G28BBz 
como se muestra en la figura 2) se expresaban altamente en linfocitos T como se detecta por análisis FACS. NT: 
linfocitos T no transducidos; 45 
 
la figura 4 demuestra la citotoxicidad de linfocitos T CAR GPC3: el % de destrucción basado en la liberación de 
Cr51 se muestra a las relaciones indicadas de efector a diana para linfocitos T CAR GPC3 y linfocitos T no 
transducidos. NT: linfocito T no transducido. Dianas GPC3pos: HepG2, HUH7 y Hep3B. Diana GPC3neg A549; 
 50 
la figura 5 muestra la liberación de IFNγ de linfocitos T CAR GPC3: se muestran los niveles de IFNγ en pg/ml de 
linfocitos T CAR GPC3 después de 24 horas de cocultivo con dianas GPC3pos y GPC3neg. NT: linfocito T no 
transducido. Dianas GPC3pos: HepG2, HUH7 y Hep3B. Diana GPC3neg A549; 
 
la figura 6 muestra el análisis FACS con un panel de líneas celulares que expresan CAR GPC3; 55 
 
figuras 7A-7C. La figura 7A ilustra una diversidad de casetes de expresión representativos para CAR GPC3. El 
scFv específico de GPC3 se ligó con la bisagra y el dominio transmembranario CD28 a combinaciones de 
endodominios de señalización intracelular como se indica. La figura 7B muestra un diagrama de FACS 
representativo para linfocitos T que expresan los diferentes casetes de expresión respectivos. La figura 7C 60 
demuestra las expresiones de CAR de células de múltiples donadores; 
 
las figuras 8A-8E demuestran la citotoxicidad para una diversidad de linfocitos T CAR GPC3 que destruyeron una 
diversidad de células que expresan GPC3 (HepG2 en la figura 8A; HUH7 en la figura 8B; Hep3B en la figura 8C; 
G401 en la figura 8D; y G401 en la figura 8D), pero no las células de control que carecen de expresión de GPC3 65 
(8E; A549); 
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las figuras 9A-9C muestran que los linfocitos T CAR GPC3 proliferan tras la exposición a células GPC3pos. La figura 
9A muestra el número absoluto de linfocitos T CAR GPC3. La figura 9B muestra la dilución en CFSE de linfocitos 
T CAR GPC3 3 días después de la simulación. La figura 9C demuestra la tinción 7-AAD en el día 4 después de la 
estimulación; 5 
 
las figuras 10A-10O demuestran la secreción de citocinas por los linfocitos T CAR GPC3 en presencia de células 
GPC3pos. Las figuras 10A, 10B, 10C, 10D y 10E muestran los resultados de la secreción de IL-2 tras cocultivo de 
los linfocitos T con células HepG2 (10A); células HUH7 (10B); células Hep3B (10C); células G401 (10D); y células 
A549 de control (10E). Las figuras 10F, 10G, 10H, 101 y 10J muestran los resultados de la secreción de IL10 en 10 
presencia de células HepG2 (10F); células HUH7 (10G); células Hep3B (10H); G401 (101) y células A549 de 
control (10J). Las figuras 10K, 10L, 10M, 10N y 10O muestran los resultados de la secreción de IFNγ en presencia 
de células HepG2 (10K); células HUH7 (10L); células Hep3B (10M); G401 (ION) y células A549 de control (10O) 
 
Las figuras 11A y 11B demuestran que los linfocitos T CAR GPC3 se expanden después de transferencia adoptiva 15 
in vivo, como se muestra por imágenes de bioluminiscencia (figura 11A) y su cuantificación (figura 11B). 
 
Las figuras 12A-12C muestran que los linfocitos T CAR GPC3 tienen actividad antitumoral en xenoinjertos 
ilustrativos in vivo. La figura 12A demuestra la bioluminiscencia a lo largo del tiempo y su cuantificación se muestra 
en la figura 12B; la figura 12C muestra el porcentaje de supervivencia. 20 
 
Las figuras 13A-13C muestran también que los linfocitos T CAR GPC3 tienen actividad antitumoral en xenoinjertos 
ilustrativos in vivo. Usando una dosis más pequeña de los linfocitos T CAR GPC3 en comparación con las figuras 
12A-12C, la figura 13A demuestra la bioluminiscencia a lo largo del tiempo y su cuantificación se muestra en la 
figura 13B; la figura 13C muestra el porcentaje de supervivencia. 25 
 
Las figuras 14A-14C muestran que los linfocitos T CAR GPC3 tienen actividad antitumoral en un segundo modelo 
de xenoinjerto ilustrativo in vivo. 14A demuestra la pauta de administración y la bioluminiscencia a lo largo del 
tiempo con su cuantificación que se muestra en la figura 14B; la figura 14C muestra el porcentaje de supervivencia. 
 30 
Figura 15. Generación de linfocitos NKT CAR GPC3. Se aislaron NKT de PBMC de 3 donadores sanos, se 
estimularon con aGalCer, se transdujeron con vector retrovírico de CAR GC33.CD28.4-1 BB.Z y se expandieron 
en cultivo con IL-2 durante 7 días. Las células resultantes se analizaron por FACS usando 6B11 (TCR iNKT), mAb 
anti-CD3 y anti-CAR 

 35 
Descripción detallada de la divulgación 
 
Como se usa en la presente memoria descriptiva, "un" o "uno/una" puede significar uno/una o más. Como se usa en 
la reivindicación o en las reivindicaciones, en el presente documento, cuando se usan junto con la expresión "que 
comprende", las palabras "un" o "uno/una" pueden significar uno/una o más de uno/una. 40 
 
Como se usa en el presente documento, "otro" puede significar al menos un segundo o más. En aspectos específicos 
descritos en el presente documento, aspectos de la materia en cuestión descrita en el presente documento pueden 
"consistir esencialmente en" o "consistir en" uno o más elementos o etapas de la materia en cuestión, por ejemplo. 
Algunos aspectos de la materia en cuestión descrita en el presente documento pueden consistir en o consistir 45 
esencialmente en uno o más elementos, etapas del método y/o métodos de la materia en cuestión. 
 
Se contempla que cualquier método o composición descrita en el presente documento puede implementarse con 
respecto a cualquier otro método o composición descrita en el presente documento. 
 50 
La transferencia adoptiva de linfocitos T redirigidos por CAR representa un tratamiento útil para pacientes con 
neoplasias. En esta ocasión la aplicabilidad de esta estrategia se amplía a una amplia serie de tumores sólidos 
abordando el antígeno GPC3. Aspectos particulares de la divulgación incluyen métodos de tratamiento de cánceres 
que expresan GPC3. Los cánceres pueden ser de cualquier tipo, incluyendo de hígado, testicular, pulmón, ovario, 
cáncer de cabeza y cuello, mesotelioma, mama, glioblastoma, riñón, cerebro, piel, colon, próstata, pancreático, de 55 
cuello del útero, tiroideo, bazo o cáncer de hueso, por ejemplo. En casos particulares, el cáncer es hepatoblastoma, 
carcinoma hepatocelular, tumores rabdoides malignos, tumores del saco vitelino, sarcoma indiferenciado del hígado, 
liposarcoma, tumor de Wilms o coriocarcinoma, aunque en casos específicos el cáncer no es carcinoma hepatocelular. 
En aspectos específicos de la divulgación, se emplea un scFv particular para GPC3. 
 60 
Los indicios de tratamiento satisfactorio podrían ser, por ejemplo, reducción detectable en el crecimiento de un tumor 
(por ejemplo, como se observa por MRI o similares), o reducción en uno o más síntomas de un cáncer u otra afección 
médica que exprese GPC3, incluyendo que exprese de forma aberrante GPC3. 
 
GPC3 también puede denominarse OCI-5, SDYS, GTR2-2, SGB, SGBS, SGBS1, MXR7 o DGSX, por ejemplo. Un 65 
ejemplo de una secuencia de nucleótidos humana de GPC3 es L47125 en GenBank® (con la secuencia proteínica 
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correspondiente en AAA98132 de GenBank®). 
 
I. Receptores quiméricos de antígeno 
 
La genomanipulación de linfocitos humanos u otros inmunocitos para expresar receptores quiméricos de antígeno 5 
(CAR) dirigidos a tumor puede producir células efectoras antitumorales que evitan los mecanismos de escape 
inmunitario tumoral que se deben a anomalías en el procesamiento y presentación de proteína-antígeno. Además, 
estos receptores transgénicos pueden dirigirse a antígenos asociados a tumor que no derivan de proteína. En 
determinados aspectos de la divulgación hay linfocitos T citotóxicos (CTL) que se modifican para que comprendan un 
CAR dirigido a GPC3. En aspectos específicos descritos en el presente documento los CAR GPC3 no incluyen scFv 10 
derivados de 3E11, 2G9, 4G5, 3D8 o 2E10. En aspectos particulares descritos en el presente documento el scFv es 
GC33, y en determinados aspectos descritos en el presente documento el scFv comprende SEQ ID NO:1. 
 
En casos particulares, los inmunocitos incluyen un receptor CAR que es quimérico, no natural y genomanipulado al 
menos en parte por la mano del hombre. En casos particulares, el receptor quimérico de antígeno (CAR) 15 
genomanipulado tiene uno, dos, tres, cuatro o más componentes, y en algunos aspectos descritos en el presente 
documento el uno o más componentes facilitan la dirección o unión del linfocito T a la célula cancerosa que comprende 
GPC3. En aspectos específicos descritos en el presente documento, el CAR comprende un anticuerpo contra GPC3, 
parte o la totalidad de un dominio citoplásmico de señalización, y/o parte o la totalidad de una o más moléculas 
coestimulantes, por ejemplo, endodominios de moléculas coestimulantes. En aspectos específicos descritos en el 20 
presente documento, el anticuerpo es un scFv. 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, un dominio citoplásmico de señalización, tal como los 
derivados de la cadena zeta del receptor de linfocitos T, se emplea como al menos parte del receptor quimérico para 
producir señales estimulantes para la proliferación de linfocitos T y función efectora después de acoplamiento del 25 
receptor quimérico con el antígeno diana. Ejemplos incluirían, aunque sin limitación, endodominios de moléculas 
coestimulantes tales como CD28, CD27, 4-1BB, ICOS, OX40, una combinación de las mismas, o los componentes de 
señalización de receptores de citocinas tales como IL7 e IL15. En aspectos particulares descritos en el presente 
documento, las moléculas coestimulantes se emplean para potenciar la activación, proliferación y citotoxicidad de 
linfocitos T producidos por el CAR GPC3 después del acoplamiento del antígeno. En aspectos específicos descritos 30 
en el presente documento, las moléculas coestimulantes son CD28, OX40 y 4-1BB, por ejemplo. 
 
El CAR puede ser de primera generación, segunda generación o tercera generación (CAR en que la señalización se 
proporciona por CD3ζ junto con coestimulación proporcionada por CD28 y un receptor del factor de necrosis tumoral 
(TNFR), tal como 4-1BB u OX40), por ejemplo. El CAR puede ser específico para GPC3, y en algunos aspectos 35 
descritos en el presente documento una célula que expresa el CAR específico de GPC3 también puede expresar un 
segundo CAR dirigido a otra antígeno, incluyendo uno o más CAR específicos para CD19, CD20, CD22, cadena kappa 
o ligera, CD30, CD33, CD123, CD38, ROR1, ErbB2, ErbB3/4, EGFR vlll, antígeno carcinoembrionario, EGP2, EGP40, 
mesotelina, TAG72, PSMA, ligandos de NKG2D, B7-H6, receptor α2 de IL-13, receptor R α de IL-11, MUC1, MUC16, 
CA9, GD2, GD3, HMW-MAA, CD171, Lewis Y, G250/CAIX, HLA-AI MAGE A1, HLA-A2 NY-ESO-1, PSC1, receptor-α 40 
de folato, CD44v7/8, 8H9, NCAM, receptores de VEGF, 5T4, AchR fetal, ligandos de NKG2D, HER2, BCMA o CD44v6, 
u otros antígenos asociados a tumor o mutaciones viables que se identifican a través de análisis genómico y/o estudios 
de expresión diferencial de tumores, por ejemplo. 
 
En casos particulares, el CAR es específico para GPC3, y determinados aspectos de la presente divulgación 45 
proporcionan linfocitos T quiméricos específicos para GPC3 uniendo un dominio extracelular de unión a antígeno 
derivado de un anticuerpo específico de GPC3 a dominios citoplásmicos de señalización derivados de la cadena ζ del 
receptor de linfocitos T, opcionalmente con los endodominios de las moléculas coestimulantes ilustrativas CD28 y 
OX40, por ejemplo. Este CAR se expresa en células humanas, incluyendo linfocitos T humanos, y la dirección a 
cánceres GPC3 positivos se logra en el presente documento. 50 
 
Un ejemplo de secuencia para un scFv, incluyendo el anticuerpo GC33 es de la siguiente manera (donde la región 
subrayada es la secuencia líder y la secuencia restante es el scFv): 
 

 55 
 

Una secuencia de scFv sin la secuencia líder es de la siguiente manera: 
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La secuencia de nucleótidos para el scFv con el líder es de la siguiente manera (donde la región subrayada codifica 
la secuencia líder y la secuencia restante codifica el scFv): 
 5 

 
 

Una secuencia de nucleótidos que codifica scFv sin la secuencia líder es de la siguiente manera: 
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Un ejemplo de un CAR GPC3 que tiene el dominio transmembranario CD28 de (CAR scFvGC33.SH.CD28TM.zeta) 
es de la siguiente manera (en el que la región con subrayado sencillo es el líder y donde SH se refiere a una corta 
bisagra y TM se refiere a transmembrana): 5 
 

 
 

En SEQ ID NO:3, la región con subrayado doble es el dominio de señalización zeta; EPKSCDKTHTCPPCP (SEQ ID 
NO:4) es la bisagra corta; los aminoácidos conectores son DPK; y el dominio transmembranario CD28 es 10 
FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFII (SEQ ID NO:5). 
 
Una secuencia de CAR scFvGC33.SH.CD28TM.zeta que excluye el líder es de la siguiente manera: 
 

 15 
 

Una secuencia de nucleótidos correspondiente para CAR scFvGC33.SH.CD28TM.zeta es de la siguiente manera (en 
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la que la región con subrayado sencillo es el líder): 
 

 
 

En SEQ ID NO:6, la región con subrayado doble es el dominio de señalización zeta; la región de bisagra corta es 5 
GAGCCCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCGGATCCGAAA (SEQ ID NO:7); la región 
conectora es GATCCCAAA (SEQ ID NO:8); y el dominio transmembranario CD28 es 
 

 
 10 

Una secuencia polinucleotídica de CAR scFvGC33.SH.CD28TM.zeta sin el líder es de la siguiente manera: 
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Un ejemplo de un CAR GPC3 que tiene el dominio transmembranario CD28 y de señalización (CAR 
scFvGC33.SH.CD28.zeta) es de la siguiente manera (en el que la región con subrayado sencillo es el líder): 
 5 

 

 
 

En SEQ ID NO:10, la región con subrayado doble es el dominio de señalización zeta; SEQ ID NO:4 es la bisagra corta; 
los aminoácidos conectores son DPK; y el dominio transmembranario CD28 y de señalización es 10 
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Una secuencia polipeptídica de CAR scFvGC33.SH.CD28.zeta sin el líder es de la siguiente manera: 
 5 

 
 

Una secuencia de nucleótidos correspondiente para CAR scFvGC33.SH.CD28.zeta es de la siguiente manera (donde 
la región con subrayado sencillo es el líder): 
 10 
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En SEQ ID NO:12, la región con subrayado doble es el dominio de señalización zeta; SEQ ID NO:7 es la región de 
bisagra corta; la región conectora es SEQ ID NO:8; y el dominio transmembranario CD28 y de señalización es 
 5 

 
 

Una secuencia polinucleotídica de CAR scFvGC33.SH.CD28.zeta sin la secuencia líder es de la siguiente manera: 
 

 10 
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Un ejemplo de un CAR GPC3 que tiene el dominio transmembranario CD28 y el endodominio 41BB (CAR 
scFvGC33.SH.CD28TM.41BB.zeta) es de la siguiente manera (donde la región con subrayado sencillo es la secuencia 
líder): 5 
 

 
 

En SEQ ID NO:14, la región con subrayado doble es el dominio de señalización zeta; SEQ ID NO:4 es la bisagra corta; 
DPK es los aminoácidos conectores; el dominio transmembranario CD28 es SEQ ID NO:5; y el endodominio 41BB es 10 
KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL (SEQ ID NO:15). 
 
Una secuencia polipeptídica de CAR scFvGC33.SH.CD28TM.41BB.zeta sin el líder es de la siguiente manera: 
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Una secuencia de nucleótidos correspondiente para CAR scFvGC33.SH.CD28TM.41BB.zeta es de la siguiente 
manera (donde el subrayado sencillo es la secuencia líder): 
 5 

 

 
 

En SEQ ID NO:16, el subrayado doble es el dominio de señalización zeta; la región de bisagra corta es SEQ ID NO:7; 
los aminoácidos conectores son SEQ ID NO:8; el dominio transmembranario CD28 es SEQ ID NO:9; y el dominio 10 
41BB es 
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Una secuencia polinucleotídica de CAR scFvGC33.SH.CD28TM.41BB.zeta que excluye la secuencia líder es de la 
siguiente manera: 5 
 

 

 
 

Un ejemplo de un CAR GPC3 que tiene el dominio transmembranario CD28 y el endodominio y el endodominio 41BB 10 
(CAR scFvGC33.SH.CD28.41BB.zeta) es de la siguiente manera (donde la región con subrayado sencillo es la 
secuencia líder): 
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En SEQ ID NO:18, el dominio de señalización zeta tiene subrayado doble, la región de bisagra corta es SEQ ID NO:4; 
el dominio transmembranario CD28 y el endodominio es SEQ ID NO:11; los aminoácidos conectores son DPK; y el 
endodominio 41BB es SEQ ID NO:15. 5 
 
Una secuencia polipeptídica de CAR scFvGC33.SH.CD28.41BB.zeta es de la siguiente manera: 
 

 

 10 
 

Una secuencia de nucleótidos correspondiente para CAR scFvGC33.SH.CD28.41BB.zeta es de la siguiente manera, 
en la que la región con subrayado sencillo es la secuencia líder: 
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En SEQ ID NO:19, el subrayado doble es el dominio de señalización zeta; la región de bisagra corta es SEQ ID NO:7; 
la región conectora es SEQ ID NO:8; el dominio transmembranario CD28 y el endodominio es SEQ ID NO:13; y el 5 
endodominio 41BB es SEQ ID NO:17. 
 
Una secuencia polinucleotídica de CAR scFvGC33.SH.CD28.41BB.zeta que excluye el líder es de la siguiente manera: 
 

E15845117
19-01-2021ES 2 844 700 T3

 



18 

 
 

En aspectos particulares descritos en el presente documento, se emplean determinadas secuencias VH y VL en las 
composiciones GC33 de la divulgación, tal como sigue: 
 5 
Secuencias de nucleótidos: 
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Secuencias de aminoácidos 
 

 5 
 

En aspectos específicos descritos en el presente documento, el CAR específico de GPC3 comprende secuencias que 
son un 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o 
99 % idénticas a al menos una de SEQ ID NO:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 o 33. 10 
 
II. Células 
 
Las células de la divulgación incluyen inmunocitos que expresan un CAR GPC3. En otro aspecto, en el presente 
documento se proporcionan inmunocitos que expresan un CAR específico de GPC3 descrito en el presente 15 
documento. En determinados aspectos descritos en el presente documento, los inmunocitos son linfocitos T, linfocitos 
NK, células dendríticas, linfocitos NKT o una mezcla de los mismos. En aspectos específicos descritos en el presente 
documento, en que los inmunocitos son linfocitos T, los linfocitos T pueden ser linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+, 
linfocitos Treg, linfocitos T Th1+, linfocitos T Th2+, linfocitos T Th17+, linfocitos T inespecíficos o una población de 
linfocitos T que comprende una combinación de cualquiera de los anteriores. En otros determinados aspectos descritos 20 
en el presente documento, los CAR específicos de GLC3 descritos en el presente documento se expresan en otros 
inmunocitos, incluyendo, aunque sin limitación, linfocitos NK, linfocitos NKT, linfocitos γδ T o linfocitos T que reconocen 

E15845117
19-01-2021ES 2 844 700 T3

 



20 

antígenos específicos (por ejemplo, antígenos víricos u otros asociados a tumores) a través de su receptor natural de 
linfocitos T. 
 
Como se usan en el presente documento, las expresiones "célula", "línea celular" y "cultivo celular" pueden usarse 
indistintamente. Todas estas expresiones también incluyen su descendencia, que es todas las generaciones 5 
posteriores. Se entiende que toda la descendencia puede no ser idéntica debido a mutaciones deliberadas o 
accidentales. En el contexto de la expresión de una secuencia de ácido nucleico heteróloga, "célula hospedadora" se 
refiere a una célula eucariota que puede replicar un vector y/o expresar un gen heterólogo codificado por un vector. 
Una célula hospedadora puede usarse, y se ha usado, como destinataria de vectores. Una célula hospedadora puede 
"transfectarse" o "transformarse", lo que se refiere a un proceso por el que se transfiere o se introduce un ácido nucleico 10 
exógeno en la célula hospedadora. Una célula transformada incluye la célula en cuestión primaria y su descendencia. 
Como se usan en el presente documento, los términos células o células hospedadoras "genomanipuladas" y 
"recombinantes" pretenden referirse a una célula en que una secuencia de ácido nucleico exógena, tal como, por 
ejemplo, un vector, se ha introducido. Por lo tanto, las células recombinantes son distinguibles de las células de origen 
natural que no contienen un ácido nucleico introducido de manera recombinante. En aspectos de la divulgación, una 15 
célula hospedadora es un linfocito T, incluyendo un linfocito T citotóxico (también conocido como TC, linfocito-T 
citotóxico, CTL, linfocito T-citolítico, linfocito T citolítico, linfocito T CD8+ o linfocito citolítico T); los linfocitos NK y 
linfocitos NKT también se incluyen en la divulgación. 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, se contempla que los ARN o secuencias proteínicas 20 
pueden coexpresarse con otros ARN o secuencias proteínicas en la misma célula, tal como el mismo CTL. La 
coexpresión puede conseguirse cotransfectando el CTL con dos o más vectores recombinantes distintos. Como 
alternativa, puede construirse un vector recombinante sencillo para que incluya múltiples regiones codificantes 
distintas de ARNA, que podrían expresarse después en CTL transfectados con el vector sencillo. 
 25 
Algunos vectores pueden emplear secuencias de control que les permiten replicarse y/o expresarse tanto en células 
procariotas como en células eucariotas. Un experto en la materia comprendería además las condiciones en las que 
incubar todas las células hospedadoras descritas anteriormente para mantenerlas y permitir la replicación de un vector. 
También se comprenden y conocen técnicas y condiciones que permitirían la producción a gran escala de vectores, 
así como la producción de los ácidos nucleicos codificados por vectores y sus polipéptidos, proteínas o péptidos 30 
análogos. 
 
Las células pueden ser células autólogas, células singénicas, células alogénicas e incluso, en algunos casos, células 
xenogénicas. 
 35 
En muchas situaciones, se puede desear poder destruir los CTL modificados, cuando se desea terminar el tratamiento, 
las células se han vuelto neoplásicas, en investigación cuando la ausencia de las células después de su presencia es 
de interés, u otro acontecimiento, por ejemplo. Para este fin, se puede proporcionar la expresión de determinados 
productos génicos en que se pueden destruir las células modificadas en condiciones controladas, tales como genes 
suicidas inducibles. En determinados aspectos descritos en el presente documento, el gen suicida es caspasa-9 o 40 
timidina cinasa de HSV, por ejemplo. Un gen suicida inducible puede usarse para reducir el riesgo de toxicidad directa 
y/o proliferación incontrolada, por ejemplo. En aspectos específicos, el gen suicida no es inmunógeno para el 
hospedador que porta el polinucleótido o célula. Un determinado ejemplo de un gen suicida que puede usarse es 
caspasa-9 o caspasa-8 o citosina desaminasa. La caspasa-9 se puede activar usando un inductor químico específico 
de dimerización (CID), por ejemplo. Pueden utilizarse sistemas suicidas basados en timidina cinasa. 45 
 
III. Ejemplificaciones ilustrativas 
 
A modo de ilustración, los individuos con cáncer o en riesgo de cáncer (tales como los que tienen uno o más factores 
de riesgo) o sospechosos de tener cáncer pueden tratarse de la siguiente manera. Pueden administrarse linfocitos 50 
efectores tales como CTL modificados como se describe en el presente documento al individuo y retenerse durante 
periodos prolongados de tiempo. El individuo puede recibir una o más administraciones de las células, y las 
administraciones pueden producirse o no junto con uno o más tratamientos contra el cáncer distintos. En algunos 
aspectos descritos en el presente documento, las células modificadas genéticamente se encapsulan para inhibir el 
reconocimiento inmunitario y se colocan en el sitio del tumor. 55 
 
En casos particulares en el presente documento, a un individuo se le proporcionan CTL terapéuticos modificados para 
que comprendan un CAR específico de GPC3 además de otros tipos de células terapéuticas. Las células pueden 
administrarse al mismo tiempo o en diferentes momentos. Las células pueden administrarse en la misma formulación 
o en formulaciones separadas. Las células pueden proporcionarse al individuo en vías de administración separadas. 60 
Las células pueden administrarse por inyección en el sitio de un tumor o por vía intravenosa u oral, por ejemplo. Las 
células pueden administrarse de forma sistémica o local. Las vías de administración habituales para dichas 
composiciones son conocidas en la técnica. 
 
IV. Introducción de construcciones en inmunocitos 65 
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Pueden introducirse vectores de expresión que codifican los CAR GPC3 en células tales como inmunocitos, incluyendo 
inmunocitos efectores tales como CTL, como una molécula o construcción de ADN, donde puede haber al menos un 
marcador que permitirá la selección de células hospedadoras que contienen la una o más construcciones. Las 
construcciones pueden prepararse de maneras convencionales, donde los genes y regiones reguladoras pueden 
aislarse, según lo apropiado, ligarse, clonarse en un hospedador de clonación apropiado, analizarse por restricción o 5 
secuenciación, u otro medio conveniente. Particularmente, usando PCR, pueden aislarse fragmentos individuales que 
incluyen la totalidad o partes de una unidad funcional, donde pueden introducirse una o más mutaciones usando 
"reparación con cebador", ligamiento, mutagénesis in vitro, etc., según lo apropiado. La una o más construcciones, 
una vez completadas y una vez se ha demostrado que tienen las secuencias apropiadas, pueden introducirse entonces 
en el CTL por cualquier medio conveniente. Las construcciones pueden integrarse y empaquetarse en genomas víricos 10 
defectuosos, que no se replican como adenovirus, virus adenoasociado (AAV) o virus del herpes simple (HSV) u otros, 
incluyendo vectores retrovíricos, para su infección o transducción en células. Las construcciones pueden incluir 
secuencias víricas para transfección, si se desea. Como alternativa, la construcción puede introducirse por fusión, 
electroporación, biolística, transfección, lipofección o similares. Las células hospedadoras pueden hacerse crecer y 
expandirse en cultivo antes de la introducción en la una o más construcciones, seguido del tratamiento apropiado para 15 
la introducción de la una o más construcciones y la integración de la una o más construcciones. Las células entonces 
se expanden y se criban basándose en un marcador presente en la construcción. Diversos marcadores que pueden 
usarse satisfactoriamente incluyen hprt, resistencia a neomicina, timidina cinasa, resistencia a higromicina, etc. 
 
En algunos casos, se puede tener un sitio diana para recombinación homóloga, donde se desea que se integre una 20 
construcción en un locus particular. Por ejemplo, se puede inactivar un gen endógeno y remplazarlo (en el mismo 
locus o en otra parte) con el gen codificado por la construcción usando materiales y métodos que son conocidos en la 
técnica para recombinación homóloga. Para recombinación homóloga, se pueden usarse vectores OMEGA u O. 
Véase, por ejemplo, Thomas y Capecchi, Cell (1987) 51, 503-512; Mansour, et al., Nature (1988) 336, 348-352; y 
Joyner, et al., Nature (1989) 338, 153-156. 25 
 
Los vectores que contienen elementos útiles tales como orígenes de replicación bacterianos o de levadura, 
marcadores de selección y/o amplificables, elementos promotores/potenciadores para la expresión en procariotas o 
eucariotas, etc. que pueden usarse para preparar reservas de ADN de construcción y para realizar transfecciones son 
bien conocidos en la técnica, y muchos están disponibles en el mercado. 30 
 
V. Administración de células 
 
Los linfocitos T ilustrativos que se han modificado con la una o más construcciones se hacen crecer entonces en 
cultivo en condiciones selectivas y las células que se seleccionan por tener la construcción pueden expandirse 35 
entonces y analizarse adicionalmente, usando, por ejemplo; la reacción en cadena de la polimerasa para determinar 
la presencia de la construcción en las células hospedadoras. Una vez se han identificado las células hospedadoras 
modificadas, entonces pueden usarse según lo planificado, por ejemplo, expandirse en cultivo o introducirse en un 
organismo hospedador. 
 40 
Dependiendo de la naturaleza de las células, las células pueden introducirse en un organismo hospedador, por 
ejemplo, un mamífero, en una amplia diversidad de maneras. Las células pueden introducirse en el sitio del tumor, en 
aspectos específicos descritos en el presente documento, aunque en aspectos alternativos descritos en el presente 
documento, las células sintonizan con el cáncer o se modifican para que sintonicen con el cáncer. El número de células 
que se emplea dependerá de varias circunstancias, el propósito de la introducción, el tiempo de vida de las células, el 45 
protocolo a usar, por ejemplo, el número de administraciones, la capacidad de las células de multiplicarse, la 
estabilidad de la construcción recombinante y similares. Las células pueden aplicarse como una dispersión, 
inyectándose en general en o cerca del sitio de interés. Las células pueden estar en un medio fisiológicamente 
aceptable. 
 50 
La introducción del ADN no necesita provocar integración, en cualquier caso. En algunas situaciones, el mantenimiento 
transitorio del ADN introducido puede ser suficiente. De esta manera, se podría tener un efecto a corto plazo, donde 
las células podrían introducirse en el hospedador y después activarse tras un tiempo predeterminado, por ejemplo, 
después de que las células hayan podido migrar de manera dirigida a un sitio particular. 
 55 
Las células pueden administrarse según se desee. Dependiendo de la respuesta deseada, la forma de administración, 
la vida de las células, el número de células presentes, pueden emplearse diversos protocolos. El número de 
administraciones dependerá de los factores descritos anteriormente al menos en parte. 
 
Debe apreciarse que el sistema está sujeto a muchas variables, tal como la respuesta celular al ligando, la eficacia de 60 
expresión y, según lo apropiado, el nivel de expresión, la actividad del producto de expresión, la necesidad particular 
del paciente, que puede variar con el tiempo y las circunstancias, la tasa de pérdida de la actividad celular como 
resultado de la pérdida de células o la actividad de expresión de células individuales y similares. Por lo tanto, se espera 
que para cada paciente individual, incluso si hubiera células universales que pudieran administrarse a la población en 
su totalidad, cada paciente se controlaría en cuanto a la dosificación apropiada para el individuo, y dichas prácticas 65 
de control de un paciente son habituales en la técnica 
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VI. Sistemas de expresión basados en ácido nucleico 
 
Un polinucleótido que codifica el CAR GPC3 y opcionalmente un gen suicida puede comprender un vector de expresión 
 5 
A. Vectores 
 
El término "vector" se usa para referirse a una molécula de ácido nucleico portadora en la que se puede insertar una 
secuencia de ácido nucleico para su introducción en una célula donde se pueda replicar. Una secuencia de ácido 
nucleico puede ser "exógena", lo que significa que es foránea a la célula en la que se introduce el vector o que la 10 
secuencia es homóloga a una secuencia de la célula, pero en una posición dentro del ácido nucleico de la célula 
hospedadora en la que normalmente no se encuentra la secuencia. Los vectores incluyen plásmidos, cósmidos, virus 
(bacteriófago, virus animales y virus vegetales) y cromosomas artificiales (por ejemplo, YAC). Un experto en la materia 
estaría bien equipado para construir un vector a través de técnicas recombinantes convencionales (véase, por ejemplo, 
Maniatis et al., 1988 y Ausubel et al., 1994). 15 
 
La expresión "vector de expresión" se refiere a cualquier tipo de construcción genética que comprenda un ácido 
nucleico que codifique un ARN que pueda transcribirse. En algunos casos, las moléculas de ARN se traducen luego 
en una proteína, un polipéptido o un péptido. En otros casos, estas secuencias no se traducen, por ejemplo, en la 
producción de moléculas de antisentido o ribozimas. Los vectores de expresión pueden contener una diversidad de 20 
"secuencias de control", que se refieren a secuencias de ácido nucleico necesarias para la transcripción y 
posiblemente la traducción de una secuencia codificante unida de forma funcional en una célula hospedadora 
particular. Además de las secuencias de control que rigen la transcripción y la traducción, los vectores y los vectores 
de expresión pueden contener secuencias de ácido nucleico que también cumplan otras funciones, y se describen a 
continuación. 25 
 
B. Promotores y potenciadores 
 
Un "promotor" es una secuencia de control que es una región de una secuencia de ácido nucleico en la que se controla 
el inicio y la velocidad de la transcripción. Puede contener elementos genéticos a los que pueden unirse proteínas y 30 
moléculas reguladoras, tales como ARN polimerasa y otros factores de transcripción, para iniciar la transcripción 
específica de una secuencia de ácido nucleico. Las expresiones "situado/a de forma funcional" "unido/a de forma 
funcional", "bajo control", y "bajo control transcripcional" significa que un promotor está en una ubicación y/u orientación 
funcional correctas en relación con una secuencia de ácido nucleico para controlar el inicio y/o la expresión 
transcripcional de esa secuencia. 35 
 
Un promotor en general comprende una secuencia que funcional situando el sitio de inicio para la síntesis de ARN. El 
ejemplo mejor conocido de esto es la secuencia TATA, pero en algunos promotores que carece de una secuencia 
TATA, tal como, por ejemplo, el promotor del gen de la desoxinucleotidil terminal transferasa de mamífero y el promotor 
de los genes tardíos de SV40, un elemento diferenciado superpuesto al propio sitio de inicio ayuda a fijar el lugar de 40 
iniciación. Elementos promotores adicionales regulan la frecuencia de iniciación transcripcional. Típicamente, estos 
están ubicados en la región 30 110 pb en dirección 5' del sitio de inicio, aunque varios promotores han demostrado 
contener elementos funcionales en dirección 3' del sitio de inicio también. Para poner una secuencia codificante "bajo 
el control de" un promotor, se pone el extremo 5' del sitio de iniciación de la transcripción del marco de lectura 
transcripcional "secuencia abajo" (es decir, 3') del promotor elegido. El promotor "en dirección 5'" estimula la 45 
transcripción del ADN y promueve la expresión del ARN codificado. 
 
El espaciado entre los elementos promotores frecuentemente es flexible, de modo que la función del promotor se 
conserva cuando los elementos se invierten o mueven unos con respecto a otros. En el promotor tk, el espaciado entre 
los elementos promotores puede aumentarse hasta 50 pb entre sí antes de que la actividad empiece a disminuir. 50 
Dependiendo del promotor, parece que elementos individuales pueden funcionar cooperativa o independientemente 
para activar la transcripción. Un promotor puede usarse o no junto con un "potenciador", que se refiere a una secuencia 
reguladora de acción en cis que participa en la activación transcripcional de una secuencia de ácido nucleico. 
 
Un promotor puede ser uno asociado de forma natural con una secuencia de ácido nucleico, que puede obtenerse 55 
aislando las secuencias 5' no codificantes ubicadas en dirección 5' del segmento codificante y/o exón. Dicho promotor 
puede denominarse "endógeno". Asimismo, un potenciador puede ser uno asociado de forma natural con una 
secuencia de ácido nucleico, ubicado en dirección 5' o 3' de esa secuencia. Como alternativa, se obtendrán 
determinadas ventajas colocando el segmento de ácido nucleico codificante bajo el control de un promotor 
recombinante o heterólogo, que se refiere a un promotor que normalmente no está asociado con una secuencia de 60 
ácido nucleico en su entorno natural. Un potenciador recombinante o heterólogo también se refiere a un potenciador 
no asociado normalmente con una secuencia de ácido nucleico en su ambiente natural. Dichos promotores o 
potenciadores pueden incluir promotores o potenciadores de otros genes, y promotores o potenciadores aislados de 
cualquier otro virus, o célula procariota o eucariota, y promotores y potenciadores que no son "de origen natural", es 
decir, que contienen diferentes elementos de diferentes regiones reguladoras de la transcripción y/o mutaciones que 65 
alteran la expresión. Por ejemplo, los promotores que se usan más habitualmente en construcción de ADN 
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recombinante incluyen los sistemas promotores de beta-lactamasa (penicilinasa), lactosa y triptófano (trp). Además de 
producir secuencias de ácido nucleico de promotores y potenciadores de forma sintética, pueden producirse 
secuencias usando clonación recombinante y/o tecnología de amplificación de ácido nucleico, incluyendo PCR™, en 
relación con las composiciones divulgadas en el presente documento (véanse las patentes de Estados Unidos n.º 
4.683.202 y 5.928.906). Además, también se contempla la posibilidad de emplear las secuencias de control que dirigen 5 
la transcripción y/o expresión de secuencias dentro de orgánulos no nucleares tales como mitocondrias, cloroplastos 
y similares. 
 
Naturalmente, será importante emplear un promotor y/o potenciador que dirija eficazmente la expresión del segmento 
de ADN en el orgánulo, tipo celular, tejido, órgano u organismo elegido para la expresión. En general, los expertos en 10 
la materia de la biología molecular conocen el uso de promotores, potenciadores y combinaciones de tipos de células 
para la expresión de proteínas, (véase, por ejemplo, Sambrook et al. 1989). El promotor empleado puede ser 
constitutivo, específico de tejido, inducible y/o útil en las condiciones apropiadas para dirigir la expresión de alto nivel 
del segmento de ADN introducido, tal como es ventajoso en la producción a gran escala de proteínas y/o péptidos 
recombinantes. El promotor puede ser heterólogo o endógeno. 15 
 
Adicionalmente, también podría usarse cualquier combinación de promotor/potenciador para dirigir la expresión. El 
posible el uso de un sistema de expresión citoplásmico de T3, T7 o SP6. Las células eucariotas pueden mantener la 
transcripción citoplásmica de determinados promotores bacterianos si se proporciona la polimerasa bacteriana 
apropiada, como parte del complejo de administración o como una construcción de expresión genética adicional. 20 
 
La identidad de los promotores o elementos específicos de tejido, así como los ensayos para caracterizar su actividad, 
son muy conocidos por los expertos en la materia. 
 
También se puede requerir una señal de iniciación específica para la traducción eficaz de secuencias codificantes. 25 
Estas señales incluyen el codón de iniciación ATG o secuencias adyacentes. Pueden que tengan que proporcionarse 
señales de control de la traducción exógenas, incluyendo el codón de iniciación ATG. Un experto en la materia sería 
capaz de determinar esto fácilmente y de proporcionar las señales necesarias. 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, la expresión del CAR GPC3 se modula tras exposición 30 
de una secuencia reguladora correspondiente a uno o más factores. En aspectos específicos descritos en el presente 
documento, la expresión se modula tras exposición a factores asociados a tumor. Ejemplos ilustrativos de factores 
asociados a tumor incluyen factores presentes en tejido hipóxico. En algunos aspectos descritos en el presente 
documento, los factores son citocinas y/o quimiocinas. Por ejemplo, la hipoxia induce la expresión de HIF-1α, un factor 
de transcripción que podría inducir la expresión de engager que está bajo el control de un elemento de respuesta a 35 
hipoxia (HRE). La hipoxia también podría estabilizar moléculas engager que contienen un dominio de degradación 
dependiente de oxígeno (ODDD). Otro ejemplo de una sustancia, que se produce por células tumorales y podría 
regular la expresión génica de engager, es el ácido láctico. También se puede requerir una señal de iniciación 
específica para la traducción eficaz de secuencias codificantes. Estas señales incluyen el codón de iniciación ATG o 
secuencias adyacentes. Pueden que tengan que proporcionarse señales de control de la traducción exógenas, 40 
incluyendo el codón de iniciación ATG. Un experto en la materia sería capaz de determinar esto fácilmente y de 
proporcionar las señales necesarias. 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, el CAR GPC3 puede expresarse en dos fragmentos 
que son inactivos sin la adición de una sustancia exógena. Por ejemplo, aunque sin limitación, el ectodominio 45 
específico de GPC3 y el dominio transmembranario del CAR y el dominio citoplasmático del CAR podrían ligarse cada 
uno a un dominio de heterodimerización (Exto-TM-HD; Cyto-HD). La expresión de Exto-TM-HD y Cyto-HD en células 
podría producir un CAR GPC3 inactivo salvo que se añada una molécula pequeña que ligue Exto-TM-HD y Cyto-HD, 
lo que permite el control farmacológico de la actividad de CAR GPC3. 
 50 
En determinados aspectos de la divulgación, el uso de elementos de sitios internos de entrada de ribosomas (IRES, 
Internal Ribosome Entry Sites) se emplea para crear mensajes multigénicos o policistrónicos, y estos pueden usarse 
en la divulgación. 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, se usan secuencias 2A para crear mensajes 55 
multigénicos, y estos pueden usarse en los aspectos descritos en el presente documento. 
 
Los vectores pueden incluir un sitio de clonación múltiple (MCS, Multiple Cloning Site), que es una región de ácido 
nucleico que contiene múltiples sitios de enzimas de restricción, de los que cualquiera puede usarse junto con la 
tecnología recombinante convencional para digerir el vector. La "digestión con enzimas de restricción" se refiere a la 60 
escisión catalítica de una molécula de ácido nucleico con una enzima que funciona solo en ubicaciones específicas 
en una molécula de ácido nucleico. Muchas de estas enzimas de restricción están disponibles en el mercado. El uso 
de dichas enzimas está ampliamente comprendido por los expertos en la materia. Con frecuencia, un vector se linealiza 
o fragmenta usando una enzima de restricción que corta dentro del MCS para posibilitar que las secuencias exógenas 
se liguen en el vector. "Ligamiento" se refiere al proceso de formación de enlaces fosfodiéster entre dos fragmentos 65 
de ácido nucleico, que pueden ser contiguos entre sí o no. Los expertos en la materia de la tecnología recombinante 
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conocen bien las técnicas que implican enzimas de restricción y reacciones de ligamiento. 
 
También pueden emplearse sitios de corte y empalme, señales de terminación, orígenes de replicación y marcadores 
de selección. 
 5 
C. Vectores plasmídicos 
 
En determinados aspectos descritos en el presente documento, se contempla un vector plasmídico para su uso para 
transformar una célula hospedadora. En general, se usan vectores plasmídicos que contienen replicón y secuencias 
de control que derivan de especies compatibles con la célula hospedadora en relación con estos hospedadores. El 10 
vector normalmente porta un sitio de replicación, así como secuencias marcadoras que pueden proporcionar selección 
fenotípica en células transformadas. En un ejemplo no limitante, a menudo se transforma E. coli usando derivados de 
pBR322, un plásmido derivado de una especie de E. coli. pBR322 contiene genes de resistencia a ampicilina y 
tetraciclina y, por tanto, proporciona un medio fácil para identificar células transformadas. El plásmido pBR, u otro 
plásmido microbiano o fago debe contener también, o modificarse para que contenga, por ejemplo, promotores que 15 
pueda usar el organismo microbiano para la expresión de sus propias proteínas. 
 
Además, los vectores de fagos que contienen replicón y secuencias de control que son compatibles con el 
microorganismo hospedador pueden usarse como vectores de transformación en relación con estos hospedadores. 
Por ejemplo, el fago lambda GEMTM 11 puede utilizarse en la generación de un vector de fago recombinante que 20 
puede usarse para transformar células hospedadoras, tal como, por ejemplo, E. coli LE392. 
 
Otros vectores plasmídicos útiles incluyen vectores pIN (Inouye et al., 1985); y vectores pGEX, para su uso en la 
generación de proteínas de fusión solubles de glutatión S transferasa (GST) para posterior purificación y separación 
o escisión. Otras proteínas de fusión adecuadas son aquellas con beta-galactosidasa, ubiquitina y similares. 25 
 
Las células hospedadoras bacterianas, por ejemplo, E. coli, que comprenden el vector de expresión, se hacen crecer 
en cualquiera de varios medios adecuados, por ejemplo, LB. La expresión de la proteína recombinante en 
determinados vectores puede inducirse, como comprenderían los expertos en la materia, poniendo en contacto la 
célula hospedadora con un agente específico para determinados promotores, por ejemplo, añadiendo IPTG al medio 30 
o cambiando la incubación a una temperatura mayor. Después de cultivar las bacterias durante un periodo adicional, 
en general entre 2 y 24 h, las células se recogen por centrifugación y se lavan para eliminar el medio residual. 
 
D. Vectores víricos 
 35 
La capacidad de determinados virus de infectar células o entrar en células mediante endocitosis mediada por receptor, 
y de integrarse en el genoma de células hospedadoras y expresar genes víricos de forma estable y eficaz ha hecho 
que sean candidatos atractivos para la transferencia de ácidos nucleicos exógenos a células (por ejemplo, células de 
mamífero). Los componentes de la presente divulgación pueden ser un vector vírico que codifica uno o más CAR de 
la divulgación. Ejemplos no limitantes de vectores víricos que pueden usarse para administrar un ácido nucleico de la 40 
presente divulgación se describen a continuación. 
 
E. Vectores adenovíricos 
 
Un método particular para la administración del ácido nucleico implica el uso de un vector de expresión adenovírico. 45 
Aunque se sabe que los vectores adenovíricos tienen una baja capacidad de integración en ADN genómico, este rasgo 
característico se equilibra por la alta eficacia de transferencia génica producida por estos vectores. Se entiende que 
"vector de expresión adenovírico" incluye aquellas construcciones que contienen secuencias adenovíricas suficientes 
para (a) mantener el empaquetamiento de la construcción y (b) para expresar finalmente una construcción específica 
de tejido o célula en que se ha clonado. El conocimiento de la organización genética o adenovirus, un virus de ADN 50 
bicatenario, lineal, de 36 kb, permite la sustitución de trozos grandes de ADN adenovírico con secuencias exógenas 
de hasta 7 kb (Grunhaus y Horwitz, 1992). 
 
F. Vectores AAV 
 55 
El ácido nucleico puede introducirse en la célula usando transfección asistida por adenovirus. Se ha informado de 
eficacias de transfección aumentadas en sistemas celulares usando sistemas acoplados a adenovirus (Kelleher y Vos, 
1994; Cotten et al., 1992; Curiel, 1994). El virus adenoasociado (AAV) es un sistema de vector atractivo para su uso 
en células de la presente divulgación, ya que tiene una frecuencia alta de integración y puede infectar células que no 
se dividen, haciendo, por tanto, que sea útil para la administración de genes a células de mamífero, por ejemplo, en 60 
histocultivo (Muzyczka, 1992) o in vivo. El AAV tienen un amplio intervalo de hospedador para la infectividad (Tratschin 
et al., 1984; Laughlin et al., 1986; Lebkowski et al., 1988; McLaughlin et al., 1988). Se describen detalles que se 
refieren a la generación y uso de vectores rAAV en las patentes de Estados Unidos n.º 5.139.941 y 4.797.368. 
 
G. Vectores retrovíricos 65 
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Los retrovirus son útiles como vectores de administración a causa de su capacidad de integrar su genes en el genoma 
hospedador, de transferir una gran cantidad de material genético exógeno, de infectar un amplio espectro de especies 
y tipos celulares y de empaquetarse en líneas celulares especiales (Miller, 1992). 
 
Para construir un vector retrovírico, se inserta un ácido nucleico (por ejemplo, uno que codifica la secuencia deseada) 5 
en el genoma vírico en el lugar de determinadas secuencias víricas para producir un virus que tenga replicación 
defectuosa. Para producir viriones, se construye una línea celular de empaquetado que contiene los genes gag, pol y 
env, pero sin la LTR y los componentes de empaquetado (Mann et al., 1983). Cuando un plásmido recombinante que 
contiene un ADNc, junto con la LTR retrovírica y las secuencias de empaquetado se introduce en una línea celular 
especial (por ejemplo, por precipitación con fosfato de calcio, por ejemplo), la secuencia de empaquetado permite que 10 
el transcrito de ARN del plásmido recombinante se empaquete en partículas víricas, que después se secretan al medio 
de cultivo (Nicolas y Rubenstein, 1988; Temin, 1986; Mann et al., 1983). El medio que contiene los retrovirus 
recombinantes se recogen entonces, se concentran opcionalmente y se usan para transferencia génica. Los vectores 
retrovíricos pueden infectar una amplia diversidad de tipos celulares. Sin embargo, la integración y expresión estable 
requieren la división de las células hospedadoras (Paskind et al., 1975). 15 
 
Los lentivirus son retrovirus complejos, que, además de los genes retrovíricos comunes gag, pol y env, contienen otros 
genes con función reguladora o estructural. Los vectores lentivíricos son bien conocidos en la técnica (véase, por 
ejemplo, Naldini et al., 1996; Zufferey et al., 1997; Blomer et al., 1997; patentes de Estados Unidos n.º 6.013.516 y 
5.994.136). Algunos ejemplos de lentivirus incluyen los virus de la inmunodeficiencia humana: VIH-1, VIH-2 y el virus 20 
de la inmunodeficiencia del simio: VIS. Se han generado vectores lentivíricos atenuando de forma múltiple los genes 
de virulencia del VIH, por ejemplo, los genes env, vif, vpr, vpu y nef se eliminan haciendo que el vector sea 
biológicamente seguro. 
 
Los vectores lentivíricos recombinantes pueden infectar células que no se dividen y pueden usarse para la 25 
transferencia de genes tanto in vivo como ex vivo, y la expresión de secuencias de ácido nucleico. Por ejemplo, se 
describe lentivirus recombinante que puede infectar una célula que no se divide, en el que se transfecta una célula 
hospedadora adecuada con dos o más vectores que potan las funciones de empaquetado, en concreto, gag, pol y 
env, así como rev y tat en la patente de Estados Unidos n.º 5.994.136. Se puede dirigir al virus recombinante mediante 
unión de la proteína de la envoltura con un anticuerpo o un ligando particular para que se dirija a un receptor de un 30 
tipo de célula particular. Al insertar una secuencia (incluyendo una región reguladora) de interés en el vector vírico, 
junto con otro gen que codifica el ligando para un receptor en una célula diana específica, por ejemplo, el vector ahora 
es específico de la diana. 
 
H. Otros vectores víricos 35 
 
Pueden emplearse otros vectores víricos como construcciones de vacuna en la presente divulgación. Pueden 
emplearse vectores derivados de virus tales como virus de la variolovacuna (Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 
1986; Coupar et al., 1988), virus sindbis, citomegalovirus y virus del herpes simple. Ofrecen varios rasgos 
característicos para diversas células de mamífero (Friedmann, 1989; Ridgeway, 1988; Baichwal y Sugden, 1986; 40 
Coupar et al., 1988; Horwich et al., 1990). 
 
I. Administración usando virus modificados 
 
Un ácido nucleico a administrar puede alojarse dentro de un virus infeccioso que se ha genomanipulado para que 45 
exprese un ligando de unión específico. La partícula vírica, por tanto, se unirá específicamente a los receptores 
análogos de la célula diana y administrará los contenidos a la célula. Se desarrolló una estrategia novedosa diseñada 
para permitir la dirección específica de vectores retrovíricos, basándose en la modificación química de un retrovirus 
por la adición química de residuos de lactosa a la envoltura vírica. Esta modificación puede permitir la infección 
específica de hepatocitos mediante receptores de sialoglucoproteína. 50 
 
Se diseñó otra estrategia para dirigir retrovirus recombinantes en que se usaron anticuerpos biotinilados contra una 
proteína de la envoltura retrovírica y contra un receptor celular específico. Los anticuerpos se acoplaron mediante los 
componentes de biotina usando estreptavidina (Roux et al., 1989). Usando anticuerpos contra antígeno del complejo 
principal de histocompatibilidad de clase I y clase II, demostraron la infección de una diversidad de células humanas 55 
que portaban esos antígenos superficiales con un virus ecotrópico in vitro (Roux et al., 1989). 
 
J. Administración de vector y transformación celular 
 
Los métodos adecuados para administración de ácido nucleico para la transfección o transformación de células son 60 
conocidos por los expertos en la materia. Dichos métodos incluyen, aunque sin limitación, administración directa de 
ADN tal como por transfección ex vivo, por inyección y similares. Mediante la aplicación de técnicas conocidas en la 
técnica, las células pueden transformarse de forma estable o transitoria. 
 
K. Transformación ex vivo 65 
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Los métodos para transfectar células eucariotas y tejidos retirados de un organismo en un entorno ex vivo son 
conocidos por los expertos en la materia. Por tanto, se contempla que las células o tejidos pueden retirarse y 
transfectarse ex vivo usando ácidos nucleicos de la presente divulgación. En aspectos particulares, las células o tejidos 
trasplantados pueden colocarse en un organismo. En determinados aspectos, un ácido nucleico se expresa en las 
células trasplantadas. 5 
 
VII. Kits de la divulgación 
 
Cualquiera de las composiciones de CAR GPC3 descritas en el presente documento puede estar comprendida en un 
kit. En un ejemplo no limitante, una o más células para su uso en tratamiento celular y/o los reactivos para generar 10 
una o más células para su uso en tratamiento celular, que portan vectores de expresión recombinantes pueden estar 
comprendidas en un kit. Pueden incluirse polinucleótidos que codifican el CAR GPC3 o partes del mismo en el kit. Los 
componentes del kit se proporcionan en un recipiente adecuado. 
 
Algunos componentes de los kits pueden envasarse en medio acuoso o en forma liofilizada. El recipiente de los kits 15 
en general incluirá al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otro recipiente, en el que se puede 
colocar un componente y, preferentemente, distribuir en alícuotas adecuadamente. Cuando existe más de un 
componente en el kit, el kit también contendrá en general un segundo, tercer u otro recipiente adicional en los que los 
componentes adicionales se pueden colocar por separado. Sin embargo, en un vial pueden estar comprendidas 
diversas combinaciones de componentes. Los kits de la presente divulgación típicamente incluirán también un medio 20 
para contener los componentes en estrecho confinamiento para venta comercial. Dichos recipientes pueden incluir 
recipientes de plástico moldeados por inyección o soplado en los que se conserven los viales deseados. 
 
Cuando los componentes del kit se proporcionan en una y/o más soluciones líquidas, la solución líquida es una 
solución acuosa, siendo particularmente útil una solución acuosa estéril. En algunos casos, el recipiente puede ser en 25 
sí mismo una jeringa, una pipeta y/u otro aparato similar, desde el que puede aplicarse la formulación a una zona 
infectada del cuerpo, inyectarse en un animal y/o incluso aplicarse a y/o mezclarse con los otros componentes del kit. 
 
Sin embargo, los componentes del kit pueden proporcionarse como uno o más polvos secos. Cuando los reactivos y/o 
componentes se proporcionan como un polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adición de un disolvente 30 
adecuado. Se prevé que el disolvente también se pueda proporcionar en otro recipiente. Los kits también pueden 
comprender un segundo recipiente para que contenga un tampón farmacéuticamente aceptable estéril y/u otro 
diluyente. 
 
En aspectos particulares de la divulgación, las células que tienen que usarse para tratamiento celular se proporcionan 35 
en un kit y, en algunos casos, las células son esencialmente el único componente del kit. El kit puede comprender 
reactivos y materiales para preparar la célula deseada. En aspectos específicos descritos en el presente documento, 
los reactivos y materiales incluyen cebadores para amplificar secuencias deseadas, nucleótidos, tampones adecuados 
o reactivos tamponantes, sal y similares y, en algunos casos, los reactivos incluyen vectores y/o ADN que codifican 
un CAR como se describe en la presente divulgación y/o elementos reguladores para los mismos. 40 
 
En aspectos particulares descritos en el presente documento, hay uno o más aparatos en el kit adecuados para extraer 
una o más muestras de un individuo. El aparato puede ser una jeringa, bisturí y similares. 
 
En algunos casos de la divulgación, el kit, además de los aspectos de tratamiento celular, también incluye un segundo 45 
tratamiento contra el cáncer, tal como quimioterapia, hormonoterapia y/o inmunoterapia, por ejemplo. El uno o más 
kits pueden adaptarse para un cáncer particular para un individuo y comprender los respectivos segundos tratamientos 
contra el cáncer para el individuo. 
 
VIII. Ejemplos de métodos de tratamiento 50 
 
En diversos aspectos descritos en el presente documento, las construcciones de CAR dirigidas a GPC3, secuencias 
de ácido nucleico, vectores, células hospedadoras, que se contemplan en el presente documento y/o composiciones 
farmacéuticas que comprenden los mismos se usan para la prevención, tratamiento o mejora de una enfermedad 
cancerosa, tal como una enfermedad tumoral. En aspectos particulares descritos en el presente documento, la 55 
composición farmacéutica de la presente divulgación puede ser particularmente útil en la prevención, mejora y/o 
tratamiento del cáncer, incluyendo cáncer que expresa GPC3 y que puede ser tumores sólidos o no, por ejemplo. En 
aspectos específicos descritos en el presente documento, el individuo tiene el síndrome de Simpson-Golabi-Behmel. 
 
Como se usa en el presente documento, "tratamiento" o "tratar" incluye cualquier efecto beneficioso o deseable sobre 60 
los síntomas o patología de una enfermedad o afección patológica, y puede incluir incluso reducciones mínimas en 
uno o más marcadores medibles de la enfermedad o afección que se esté tratando, por ejemplo, cáncer. El tratamiento 
puede implicar opcionalmente la reducción o mejora de síntomas de la enfermedad o afección, o el retardo de la 
progresión de la enfermedad o afección. "Tratamiento" no indica necesariamente erradicación o cura completa de la 
enfermedad o afección, o síntomas asociados de la misma. 65 
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Como se usan en el presente documento, "prevenir", y palabras similares como "prevenido", "prevención" etc., indican 
una estrategia para prevenir, inhibir o reducir la probabilidad de que aparezca o reaparezca, una enfermedad o 
afección, por ejemplo, cáncer. También se refiere a retardar el inicio o reaparición de una enfermedad o afección o 
retardar la aparición o reaparición de los síntomas de una enfermedad o afección. Como se usan en el presente 
documento, "prevención" y palabras similares también incluyen reducir la intensidad, efecto, síntomas y/o carga de 5 
una enfermedad o afección antes del inicio o reaparición de la enfermedad o afección. 
 
En aspectos particulares descritos en el presente documento, la presente divulgación contempla, en parte, células que 
expresan CAR GPC3, construcciones de CAR GPC3, moléculas de ácido nucleico de CAR GPC3 y vectores de CAR 
GPC3 que pueden administrarse en solitario o en cualquier combinación usando vectores convencionales y/o sistemas 10 
de administración génica y, en al menos algunos aspectos, junto con un vehículo o excipiente farmacéuticamente 
aceptable. En determinados aspectos descritos en el presente documento, después de la administración, las 
moléculas de ácido nucleico o vectores pueden integrarse de forma estable en el genoma del sujeto. 
 
En aspectos específicos descritos en el presente documento, pueden usarse vectores víricos que son específicos para 15 
determinadas células o tejidos y persisten en dichas células. Los vehículos y excipientes farmacéuticamente 
aceptables son bien conocidos en la técnica. Las composiciones preparadas de acuerdo con la divulgación pueden 
usarse para la prevención o tratamiento o retardo de las enfermedades identificadas anteriormente. 
 
Además, la divulgación se refiere a un método para la prevención, tratamiento o mejora de una enfermedad tumoral, 20 
que comprende la etapa de administrar a un sujeto que lo necesite una cantidad eficaz de células que expresan un 
CAR dirigido a GPC3, una secuencia de ácido nucleico, un vector, como se contempla en el presente documento y/o 
producido por un proceso como se contempla en el presente documento. 
 
Las posibles indicaciones para la administración de la una o más composiciones de las células CAR GPC3 ilustrativas 25 
son enfermedades cancerosas, incluyendo enfermedades tumorales, incluyendo carcinoma hepatocelular, un 
hepatoblastoma, un sarcoma embrionario, un tumor rabdoide, un tumor de Wilms, tumor del saco vitelino, 
coriocarcinoma, un carcinoma escamocelular del pulmón, un liposarcoma, un carcinoma de mama, un carcinoma 
escamocelular de cabeza y cuello (HNSCC por sus siglas en inglés), o mesotelioma, por ejemplo. Indicaciones 
ilustrativas para la administración de la una o más composiciones de las células CAR GPC3 son enfermedades 30 
cancerosas, incluyendo cualquier neoplasia que exprese GPC3. La administración de la una o más composiciones de 
la divulgación es útil para todos los estadios y tipos de cáncer, incluyendo para enfermedad mínima residual, cáncer 
temprano, cáncer avanzado y/o cáncer metastásico y/o cáncer resistente, por ejemplo. 
 
La divulgación abarca además protocolos de coadministración con otros compuestos, por ejemplo, construcciones de 35 
anticuerpo biespecífico, toxinas dirigidas u otros compuestos, que actúan mediante inmunocitos. La pauta clínica para 
la coadministración del uno o más compuestos innovadores puede abarcar la coadministración al mismo tiempo, antes 
o después de la administración del otro componente. Politerapias particulares incluyen quimioterapia, radiación, 
cirugía, hormonoterapia u otros tipos de inmunoterapia. 
 40 
Aspectos descritos en el presente documento se refieren a un kit que comprende una construcción de CAR GPC3 
como se define en el presente documento, una secuencia de ácido nucleico como se define en el presente documento, 
un vector como se define en el presente documento y/o un hospedador como se define en el presente documento. 
También se contempla que el kit de esta divulgación comprenda una composición farmacéutica como se describe en 
el presente documento anteriormente, en solitario o en combinación con medicamentos adicionales a administrar a un 45 
individuo que necesita tratamiento médico o intervención. 
 
IX. Politerapia 
 
En determinados aspectos de la divulgación, los métodos de la presente divulgación para aspectos clínicos se 50 
combinan con otros agentes eficaces en el tratamiento de enfermedad hiperproliferativa, tales como agentes 
antineoplásicos. Un agente "antineoplásico" puede afectar de forma negativa al cáncer en un sujeto, por ejemplo, 
destruyendo células cancerosas, induciendo apoptosis en células cancerosas, reduciendo la tasa de crecimiento de 
células cancerosas, reduciendo la incidencia o número de metástasis, reduciendo el tamaño del tumor, inhibiendo el 
crecimiento tumoral, reduciendo el aporte de sangre a un tumor o células cancerosas, promoviendo una respuesta 55 
inmunitaria contra células cancerosas o un tumor, evitando o inhibiendo la progresión del cáncer, o aumentando la 
esperanza de vida de un sujeto con cáncer. Más en general, estas otras composiciones se proporcionarían en una 
cantidad combinada eficaz para destruir o inhibir la proliferación de la célula. Este proceso puede implicar poner en 
contacto las células cancerosas con la construcción de expresión y el uno o más agentes o múltiples factores al mismo 
tiempo. Esto se puede conseguir poniendo en contacto la célula con una sola composición o formulación farmacológica 60 
que incluya ambos agentes, o poniendo en contacto la célula con dos composiciones o formulaciones distintas, al 
mismo tiempo, en las que una composición incluye la construcción de expresión y la otra incluye el uno o más segundos 
agentes. 
 
La resistencia de las células tumorales a quimioterapia y radioterapia representa un problema importante en oncología 65 
clínica. Un objetivo de la investigación actual sobre el cáncer es encontrar maneras de mejorar la eficacia de la 
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quimioterapia y radioterapia combinándola con genoterapia. Por ejemplo, el gen de la timidina cinasa del virus del 
herpes simple (HSV-tK), cuando se administra a tumores cerebrales mediante un sistema de vector retrovírico, indujo 
satisfactoriamente la susceptibilidad al agente antivírico ganciclovir (Culver, et al., 1992). En el contexto de la presente 
divulgación, se contempla que el tratamiento celular podría usarse de forma similar con intervención quimioterápica, 
radioterápica o inmunoterápica, además de otros agentes proapoptóticos o reguladores del ciclo celular. 5 
 
Como alternativa, el tratamiento de la presente invención puede preceder o seguir al tratamiento con otro agente en 
intervalos que varían de minutos a semanas. En aspectos descritos en el presente documento donde el otro agente y 
la presente divulgación se aplican por separado al individuo, habría que asegurarse, en general, de que no pasara un 
periodo de tiempo significativo entre el momento de cada administración, de modo que el agente y el tratamiento 10 
innovador todavía pudieran ejercer un efecto combinado ventajoso sobre la célula. En dichos casos, se contempla que 
se puede poner en contacto la célula con ambas modalidades en aproximadamente 12-24 horas entre una y otra y, 
más preferentemente, en aproximadamente 6-12 horas entre una y otra. En algunas situaciones, puede ser deseable 
prolongar el periodo de tiempo para el tratamiento de manera significativa, sin embargo, cuando transcurren varios 
días (2, 3, 4, 5, 6 o 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las administraciones respectivas. 15 
 
Se pueden emplear diversas combinaciones, siendo la presente divulgación "A" y el segundo agente, tal como 
radioterapia o quimioterapia, "B": 
 

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B 20 
 
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A 
 
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/A/A A/B/A/A A/A/B/A 

 25 
Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan según sea necesario. También se contempla que puedan aplicarse 
diversos tratamientos convencionales, así como intervención quirúrgica, en combinación con el tratamiento celular 
innovador. 
 
A. Quimioterapia 30 
 
Los tratamientos contra el cáncer también incluyen una diversidad de politerapias con tratamientos químicos y basados 
en radiación. Las poliquimioterapias incluyen, por ejemplo, abraxano, altretamina, docetaxel, herceptin, metotrexato, 
novantrona, zoladex, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida, camptotecina, 
ifosfamida, melfalán, clorambucilo, busulfano, nitrosurea, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, bleomicina, 35 
plicomicina, mitomicina, etopósido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de unión a receptor de estrógeno, taxol, 
gemcitabien, navelbina, inhibidores de la farnesil-proteína transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina, 
vinblastina y metotrexato, o cualquier análogo o variante derivada de los anteriores y también combinaciones de los 
mismos. 
 40 
En aspectos específicos descritos en el presente documento, la quimioterapia para el individuo se emplea junto con 
la divulgación, por ejemplo, antes, durante y/o después de la administración de la divulgación. 
 
B. Radioterapia 
 45 
Otros factores que causan daño en el ADN y se han usado ampliamente incluyen lo que comúnmente se conocen 
como rayos γ, rayos X y/o la administración dirigida de radioisótopos a las células tumorales. Además, se contemplan 
otras formas de factores que dañan el ADN, tales como microondas y radiación UV. Es muy probable que todos estos 
factores logren una amplia serie de daños en el ADN, en los precursores de ADN, en la replicación y reparación de 
ADN, y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de dosificación de rayos X varían de 50 
dosis diarias de 50 a 200 roentgens durante periodos prolongados de tiempo (3 a 4 semanas), a dosis únicas de 2000 
a 6000 roentgens. Los intervalos de dosificación para los radioisótopos varían ampliamente y dependen de la semivida 
del isótopo, de la fuerza y el tipo de radiación emitida, y de la captación por las células neoplásicas. 
 
Los términos "contactado" y "expuesto", cuando se aplican a una célula, se usan en el presente documento para 55 
describir el proceso por el que una construcción terapéutica y un agente quimioterápico o radioterápico se administran 
a una célula diana o se colocan en yuxtaposición directa con la célula diana. Para conseguir destrucción o estasis 
celular, ambos agentes se administran a una célula en una cantidad combinada eficaz para destruir la célula o evitar 
que se divida. 
 60 
C. Inmunoterapia 
 
Los agentes inmunoterápicos en general se basan en el uso de células y moléculas efectoras inmunitarias para 
dirigirse a y destruir las células cancerosas. El efector inmunitario puede ser, por ejemplo, un anticuerpo específico 
para algún marcador de superficie de una célula tumoral. El anticuerpo en solitario puede servir como un efector de 65 
tratamiento o puede reclutar otras células que logran realmente la destrucción celular. El anticuerpo también puede 
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conjugarse con un fármaco o toxina (quimioterápico, radionúclido, cadena A de ricina, toxina colérica, toxina pertúsica, 
etc.) y servir simplemente con agente de dirección. Como alternativa, el efector puede ser un linfocito que porta una 
molécula de superficie que interactúa, directa o indirectamente, con una diana de células tumorales. Las diversas 
células efectoras incluyen linfocitos T citotóxicos y linfocitos NK. 
 5 
La inmunoterapia distinta del tratamiento innovador descrito en el presente documento, por tanto, podría usarse como 
parte de una politerapia, junto con el presente tratamiento celular. La estrategia general para politerapia se analiza a 
continuación. En general, la célula tumoral debe portar algún marcador que pueda utilizarse como diana, es decir, no 
está presente en la mayoría de otras células. Existen muchos marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser 
adecuado para su uso como diana en el contexto de la presente divulgación. Los marcadores tumorales comunes 10 
incluyen antígeno carcinoembrionario, antígeno prostático específico, antígeno asociado a tumor urinario, antígeno 
fetal, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72, HMFG, antígeno sialil Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de estrógenos, 
receptor de laminina, erb B y p155. 
 
D. Genes 15 
 
En otro aspecto más descrito en el presente documento, el tratamiento secundario es una genoterapia en que se 
administra un polinucleótido terapéutico antes, después o al mismo tiempo que los aspectos clínicos de la presente 
divulgación. Se abarca una diversidad de productos de expresión dentro de la divulgación, incluyendo inductores de 
proliferación celular, inhibidores de proliferación celular, o reguladores de muerte celular programada. 20 
 
E. Cirugía 
 
Aproximadamente un 60 % de las personas con cáncer se someterán a una cirugía de algún tipo, lo que incluye cirugía 
preventiva, de diagnóstico o estadificación, curativa y paliativa. La cirugía curativa es un tratamiento contra el cáncer 25 
que se puede usar junto con otros tratamientos, tales como el tratamiento de la presente divulgación, quimioterapia, 
radioterapia, hormonoterapia, genoterapia, inmunoterapia y/o terapias alternativas. 
 
La cirugía curativa incluye la resección en la que todo o parte del tejido canceroso se elimina, extirpa y/o destruye 
físicamente. Resección tumoral se refiere a la eliminación física de al menos parte de un tumor. Además de la 30 
resección tumoral, el tratamiento quirúrgico incluye cirugía láser, criocirugía, electrocirugía y cirugía controlada 
microscópicamente (cirugía de Mohs). Se contempla además que la presente divulgación pueda usarse junto con la 
eliminación de cánceres superficiales, de precánceres o de cantidades menores de tejido normal. 
 
Tras la escisión de parte de la totalidad de las células cancerosas, tejido o tumor, se puede formar una cavidad en el 35 
cuerpo. El tratamiento puede conseguirse por perfusión, inyección directa o aplicación local a la zona con un 
tratamiento antineoplásico adicional. Dicho tratamiento puede repetirse, por ejemplo, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 días, o 
cada 1, 2, 3, 4 y 5 semanas o cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 meses. Estos tratamientos pueden ser, además, 
de dosificaciones variables. 
 40 
F. Otros agentes 
 
Se contempla que se puedan usar otros agentes en combinación con la presente divulgación para mejorar la eficacia 
terapéutica del tratamiento. Estos agentes adicionales incluyen agentes inmunomoduladores, agentes que afectan la 
regulación por incremento de receptores de superficie celular y uniones GAP, agentes citostáticos y de diferenciación, 45 
inhibidores de la adhesión celular, o agentes que aumentan la sensibilidad de las células hiperproliferativas a 
inductores apoptóticos. Los agentes inmunomoduladores incluyen el factor de necrosis tumoral; interferón alfa, beta y 
gamma; IL-2 y otras citocinas; F42K y otros análogos de citocinas; o MIP-1, MIP-1beta, MCP-1, RANTES y otras 
quimiocinas. Se contempla además que la regulación por incremento de receptores de superficie celular o sus 
ligandos, tales como Fas/ligando de Fas, DR4 o DR5/TRAIL potenciaría las capacidades inductoras apoptóticas de la 50 
presente divulgación mediante el establecimiento de un efecto autocrino o paracrino sobre las células 
hiperproliferativas. Los aumentos en la señalización intercelular al elevar el número de uniones GAP aumentarían los 
efectos antihiperproliferativos en la población de células hiperproliferativas vecinas. En otros aspectos descritos en el 
presente documento, pueden usarse agentes citostáticos o de diferenciación en combinación con la presente 
divulgación para mejorar la eficacia antihiperproliferativa de los tratamientos. Se contemplan inhibidores de la adhesión 55 
celular para mejorar la eficacia de la presente divulgación. Ejemplos de inhibidores de la adhesión celular son los 
inhibidores de la cinasa de adhesión focal (FAK, por sus siglas en inglés) y la lovastatina. Se contempla además que 
otros agentes que aumentan la sensibilidad de una célula hiperproliferativa a la apoptosis, tales como el anticuerpo 
c225, puedan usarse en combinación con la presente divulgación para mejorar la eficacia del tratamiento. 
 60 
Ejemplo 1 
 
CAR específicos de GPC3 
 
Como se describe en el presente documento, hay CAR específicos de glipicano-3 (CAR GPC3) con distinta 65 
combinación de endodominios coestimulantes basados en secuencia publicadas de anticuerpos monoclonales. Se 
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detectó alta expresión de superficie celular en todos los CAR en linfocitos T. Se generaron linfocitos T específicos de 
glipicano-3 por transducción retrovírica, y reconocen células tumorales que expresan glipicano-3. 
 
Diseño de CAR específicos de glipicano-3: Se generaron CAR con scFv específicos de GPC3 fusionados a cadenas 
principales de CAR (FIG. 2). 5 
 
Expresión de superficie celular de CAR GPC3: Se estimularon linfocitos T con OKT3 y anti-CD28 seguido de 
transducción retrovírica. Se midió la expresión de CAR con mab anti-Fab-AF647 por FACS. Se detectó la expresión 
de CAR GPC3 en o por encima de un 80 % de las células. 
 10 
Los linfocitos T CAR GPC3 reconocen y destruyen dianas GPC3pos: Se cargaron líneas celulares GPC3pos 
(HepG2, HUH7 y Hep3B), así como GPC3neg (A549) con Cr51 y se incubaron con linfocitos T CAR GPC3 en un ensayo 
convencional de liberación de Cr51 de 4 h. Se detectó destrucción eficaz en las 3 dianas GPC3pos, dependiente de la 
relación de efector a diana, mientras que la diana GPC3neg no se destruyó. 
 15 
Los linfocitos T CAR GPC3 liberan IFN-γ tras estimulación con dianas GPC3pos: Se cocultivaron linfocitos T CAR 
GPC3 durante 24 h con líneas celulares GPC3pos (HepG2, HUH7 y Hep3B), así como GPC3neg (A549) a una relación 
de 1:1. Se midió el nivel de IFN-γ de sobrenadante de histocultivo por Luminex (Millipore) de acuerdo con el protocolo 
del fabricante. Se detectó alto nivel de producción de IFN-γ para todas las construcciones de CAR GPC3 cuando se 
estimulaban con dianas GPC3pos, mientras que los linfocitos T no transducidos no producían IFN-γ. No se detectó 20 
producción de IFN-γ para linfocitos T CAR GPC3 cuando se estimulaban con diana GPCneg, excepto para GBBz que 
inducía liberación espontánea de bajo nivel de IFN-γ. 
 
Por tanto, en el presente documento se proporcionan nuevos CAR específicos de GPC3, y en el presente documento 
se muestran linfocitos T modificados genéticamente con este CAR que reconoce y destruye células tumorales GPC3 25 
positivas de una manera específica de antígeno. Esta tecnología tiene amplias aplicaciones para la inmunoterapia de 
enfermedades GPC3 positivas como monoterapia o en combinación con otras modalidades de tratamiento. 
 
Ejemplo 2 
 30 
CAR de glipicano-3 
 
El glipicano-3 (GPC3) es uno de los seis miembros de mamífero de la familia de proteoglucanos de glipicano. El 
glipicano-3 contiene cadenas laterales de sulfato de heparano, está anclado a la superficie celular por un glucosil-
fosfatidil-inositol (Filmus y Selleck, 2001). El GPC3 no señaliza directamente a través de la membrana celular, la 35 
función principal de GPC3 es estabilizar wnt, aumentando de ese modo su efecto sobre la proliferación celular (Capurro 
et al., 2014). GPC3 es una diana inmunoterápica única que se expresa en varios tumores sólidos, incluyendo la 
mayoría de carcinomas hepatocelulares (no se expresa en hepatocitos normales después del desarrollo fetal o en 
hígado cirrótico), hepatoblastomas, sarcomas embrionarios, tumores rabdoides, tumores del saco vitelino, tumores de 
Wilms, carcinoma escamocelular del pulmón, y liposarcomas (Wang et al., 2006; Yamauchi et al., 2005; Enan et al., 40 
2013; Coston et al., 2008; Baumhoer et al., 2008; Chan et al., 2013; Levy et al., 2012; Tretiakova et al., 2015; Zynger 
et al., 2008; Zynger et al., 2006; Zynger et al., 2008)). Dada su expresión específica en células cancerosas y su función 
en la progresión del cáncer, GPC3 es una diana inmunoterápica atractiva demostrada recientemente en ensayos 
clínicos en fase inicial, donde un anticuerpo monoclonal (MAb) dirigido a GPC3 GC33 se toleraba bien e inducía 
respuestas antitumorales en pacientes con HCC avanzado (Zhu et al., 2013; Ikeda et al., 2014). 45 
 
Expresión de glipicano-3 en líneas celulares tumorales. HepG2 (HB), HUH7 (HCC) y Hep3B (HCC positiva al virus 
de la hepatitis B), G401 (tumor rabdoide maligno) y A549 (cáncer pulmonar) se evaluaron para la expresión de GPC3 
por análisis FACS usando el anticuerpo YP7 específico de glipicano-3. HepG2 (HB), HUH7 (HCC) y Hep3B (HCC 
positiva al virus de la hepatitis B), G401 (tumor rabdoide maligno) eran GPC3 positivas mientras que A549 (cáncer 50 
pulmonar) era negativa (FIG. 6). Este panel de líneas celulares se usó para caracterizar la función de linfocitos T que 
expresaban receptores quiméricos de antígeno específicos de GPC3 (CAR GPC3) novedosos. 
 
Estructura y expresión de superficie celular de CAR GPC3. El fragmento variable monocatenario del MAb GC33 
específico antiglipicano-3 se clonó en el marco de lectura en vectores retrovíricos SFG que contenían casetes de 55 
expresión de CAR. Se generaron los cuatro siguientes CAR GPC3: GC33.ζ (Gz), GC33.CD28.ζ (G28z), GC33.4-1BB.ζ 
(GBBz) y GC33.CD28.4-1BB.ζ (G28BBz) (FIG. 7A). Los linfocitos T se transdujeron con vectores retrovíricos que 
codificaban las construcciones indicadas. Se midió la expresión de superficie celular de los CAR por citometría de flujo 
usando IgG de cabra antifragmento F(ab)2 de ratón conjugado con AF647. Las 4 construcciones se expresaron de 
forma estable en la superficie celular de linfocitos T transducidos. (FIG. 7B muestra un diagrama de FACS 60 
representativo, FIG. 7C muestra las expresiones de CAR de células de 10 donadores independientes, las barras de 
error representan desviaciones típicas). 
 
Los linfocitos T CAR GPC3 destruyen líneas celulares GPC3pos. Para ensayar si la expresión transgénica de CAR 
GPC3 hace que los linfocitos T sean citotóxicos para dianas GPC3pos, se realizó un ensayo convencional de 51Cr de 65 
4 h. En resumen, se cargaron células diana con 51Cr, se lavaron y cocultivaron con las células que expresan CAR 
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GPC3 indicadas en la estufa de incubación convencional de cultivo celular de 37C. Los sobrenadantes se recogieron 
después de 4 h, se determinó el porcentaje de lisis celular. Los linfocitos T CAR GPC3 destruyeron células HepG2, 
HUH7, Hep3B y G401 GPC3pos a todas las relaciones de efector a diana ensayadas. La línea celular A549 GPC3neg 
no se destruyó por ninguno de los linfocitos T CAR GPC3, lo que confirma la especificidad (FIG. 8). 
 5 
Los linfocitos T CAR GPC3 secretan citocinas en presencia de células GPC3pos. Habiendo mostrado que los 
linfocitos T CAR GPC3 destruyen células tumorales GPC3 positivas, a continuación se determinó si también producían 
citocinas. Los linfocitos T CAR GPC3 se cocultivaron con las líneas celulares indicadas y después de 24 h de cocultivo, 
se midieron los niveles de citocinas por análisis Luminex. Los linfocitos T que expresaban los cuatro CAR GPC3 
produjeron altos niveles de citocinas cuando se acoplaban a líneas celulares GPC3pos (FIG. 10). GBBz produjo menos 10 
IL-2 (FIG. 10A-10E) e IL-10 (FIG. 10F-10J). Aunque no se detectó IFNγ cuando los linfocitos T que expresan Gz, G28z 
o G28BBz se cocultivaban con la línea celular A549 GPC3neg, se detectó producción espontánea de citocinas por 
linfocitos T que expresan CAR GBBz (FIG. 10K-10O). 
 
Los linfocitos T CAR GPC3 proliferan tras encontrar células GPC3pos. Habiendo mostrado que los linfocitos T CAR 15 
GPC3 reconocen (según se considera por la producción de citocinas) y destruyen células tumorales GPC3 positivas, 
a continuación se evaluó si tenían capacidad de proliferar tras encontrar células tumorales GPC3 positivas. Los 
linfocitos T CAR GPC3 se cocultivaron con células HUH7 y se expandieron sin citocinas. Los linfocitos T CAR GPC3 
se expandieron de una manera dependiente de GPC3 y los linfocitos T CAR G28z, GBBz y G28BBz sobrepasaron los 
linfocitos T CAR Gz. El número absoluto de linfocitos T CAR GPC3 se muestra en los puntos temporales indicados 20 
(FIG. 9A). La dilución en CFSE (como medida de división celular) de linfocitos T CAR GPC3 se muestra 3 días después 
de estimulación (FIG. 9B). Se muestra la tinción de 7-AAD (como medida de muerte celular) en el día 5 después de 
estimulación (FIG. 9C). 
 
Los linfocitos T CAR GPC3 se expanden después de transferencia adoptiva in vivo. Para el ensayo del potencial 25 
proliferativo de linfocitos T CAR GPC3 in vivo, a ratones NOD/SCID/IL2γnulo se les inyectó la línea celular HCC HUH7 
GPC3pos por vía intraperitoneal seguida 14 días después de la inyección intravenosa (iv) de 1 x 107 linfocitos T CAR 
GPC3 que también se transdujeron con un vector retrovírico que codifica un gen de fusión de luciferasa de luciérnaga 
GFP (GFP.ffLuc) para permitir la toma de imágenes de bioluminiscencia en serie. linfocitos T CAR GD2 y los linfocitos 
T que se transdujeron solamente con GFP.ffLuc sirvieron como controles. Los linfocitos T CAR GPC3 se expandieron 30 
durante hasta 6 días después de la inyección. Los linfocitos T que expresan CAR GPC3 con endodominios 
coestimulantes que contienen 41BB habían demostrado expansión superior en comparación con linfocitos T CAR Gz 
o G28z (FIG. 11A, B). 
 
Los linfocitos T CAR GPC3 tienen potente actividad antitumoral en los modelos de xenoinjerto de HCC HUH-35 
7 in vivo. Para ensayar la actividad antitumoral de los linfocitos T CAR GPC3 in vivo y encontrar la construcción con 
el máximo potencial antitumoral, a ratones NOD/SCID/IL2γnulo se les inyectó la línea celular HCC HUH7 GPC3pos, que 
se modificó genéticamente con GFP.ffLuc para permitir la toma de imágenes de bioluminiscencia en serie, por vía 
intraperitoneal seguida 14 días después de la infusión iv de 1 x 107 linfocitos T CAR GPC3 (FIG. 12). 
Independientemente del endodominio, los linfocitos T CAR GPC3 produjeron un efecto antitumoral robusto que produjo 40 
la cura completa de los ratones con gran carga tumoral. La supervivencia de los ratones y la bioluminiscencia del 
tumor se muestran en FIG. 12A-C respectivamente. Por el contrario, a los ratones a los que se les inyectó placebo, 
los linfocitos T no transducidos (linfocitos T NT) o los linfocitos T CAR GD2 murieron de progresión tumoral en el día 
45 tras la inyección de células tumorales. Como no se observaron diferencias significativas entre diferentes CAR 
GPC3, se inyectó solamente 1/10 de la dosis de células (1 x 106 linfocitos T CAR) en el estudio de seguimiento. Los 45 
linfocitos T que expresan CAR GPC3 con dominios coestimulantes tuvieron mayor actividad en comparación con el 
CAR GPC3 con solamente un endodominio zeta (FIG. 13A-13C). 
 
Los linfocitos T CAR GPC3 tienen potente actividad antitumoral en el modelo de xenoinjerto de tumor rabdoide 
maligno G401 in vivo. Para ensayar la actividad antitumoral de los linfocitos T CAR GPC3 en un segundo modelo 50 
animal ilustrativo in vivo y encontrar la construcción con el máximo potencial antitumoral, a ratones NOD/SCID/IL2γnulo 
se les inyectó la línea celular de tumor rabdoide maligno G401 GPC3pos, que se modificó genéticamente con GFP.ffLuc 
para permitir la toma de imágenes de bioluminiscencia en serie, por vía intraperitoneal seguida 21 días después de la 
infusión iv de 2 x 107 linfocitos T CAR GPC3 (FIG. 12). los linfocitos T CAR GPC3 produjeron un efecto antitumoral 
robusto que produjo la cura completa de los ratones con gran carga tumoral. La supervivencia de los ratones y la 55 
bioluminiscencia del tumor se muestran en FIG. 14A-C respectivamente. Por el contrario, a los ratones a los que se 
les inyectó placebo, los linfocitos T no transducidos (linfocitos T NT) o los linfocitos T CAR GD2 murieron de progresión 
tumoral en el día 46 tras la inyección de células tumorales. Los linfocitos T que expresan CAR GPC3 con dominios 
coestimulantes tuvieron mayor actividad en comparación con el CAR GPC3 con solamente un endodominio zeta (FIG. 
14A, 14B). 60 
 
Sumario de resultados: Se produjeron cuatro CAR GPC3 (Gz, G28z, GBBz y G28BBz) novedosos y se expresaron 
de forma estable en la superficie celular de linfocitos T por transducción retrovírica (FIG. 7). Se demostró en 
experimentos de cultivo celular que los linfocitos T CAR GPC3 reconocen células cancerosas GPC3 positivas de una 
manera dependiente de antígeno según se considera por su i) actividad citotóxica (FIG. 8) y ii) capacidad de producir 65 
citocinas (FIG. 9) y proliferar (FIG. 10) en presencia de células cancerosas GPC3 positivas. Además, los linfocitos T 
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CAR GPC3 con endodominios coestimulantes (G28z, GBBz, G28BBz) se expandieron en modelos de xenoinjerto 
(FIG. 11) y tuvieron robusta actividad antitumoral (FIG. 12, 13, 14). Por tanto, hay un tratamiento celular dirigido a 
GPC3 con amplia aplicación a neoplasias que expresan GPC3 incluyendo, aunque sin limitación, HCC, 
hepatoblastoma, sarcoma embrionario, tumor rabdoide, tumor del saco vitelino, tumor de Wilms, carcinoma 
escamocelular del pulmón y liposarcoma. Aunque en esta ocasión, como un ejemplo, estos CAR se expresan en 5 
linfocitos T, los CAR GPC3 novedosos pueden expresarse en una amplia serie de i) inmunocitos incluyendo, aunque 
sin limitación, linfocitos NK, linfocitos NKT, linfocitos citolíticos inducidos por citocinas (CIK) o linfocitos γδT, o ii) células 
madre que pueden diferenciarse en inmunocitos, por ejemplo. 
 
Ejemplo 3 10 
 
Uso de linfocitos T citolíticos naturales (NKT) Vα24 invariables como vehículo para CAR específicos de GPC3 
 
Los NKT son un subconjunto evolutivamente conservado de linfocitos innatos que se caracterizan por la expresión de 
un TCR invariable de cadena α Vα24-Jα18 y reactividad con glucolípidos derivados propios y microbianos presentados 15 
por la molécula CD1d monomórfica similar a HLA de clase I. (Porcelli et al., 1993; Lantz et. al., 1994; Bendelac et al., 
1995). Los NKT pueden dirigir directamente macrófagos de apoyo tumoral y tienen una actividad antitumoral indirecta 
incluso en neoplasias CD1d negativas (Song et al,. 2009; Liu et al., 2012). Además, los NKT pueden activar la 
citotoxicidad de linfocitos NK, que es un eje bien estudiado de la actividad antitumoral global de linfocitos NKT 
(Metelitsa et al., 2001; Smyth et al., 2002). 20 
 
Los NKT se muestran especialmente prometedores para inmunoterapia de carcinoma hepatocelular (HCC) ya que 
pueden eliminar las células estrelladas hepáticas activadas de apoyo a HCC (aHSC) (Anson et al., 2012) y la presencia 
de NKT en HCC está asociada con supervivencia mejorada (Guo et al., 2012). La expresión transgénica de CAR GPC3 
en NKT, por lo tanto, las posibilitaría con reactividad doble contra células tumorales de HCC y aHSC de apoyo tumoral. 25 
 
Para demostrar la viabilidad de usar NKT como vehículo de CAR GPC3, se clasificaron positivamente NKT primarios 
de PBMC de tres donadores sanos con microesferas Milteneyi específicas de Vα24-Jα18, se activaron con la fracción 
negativa estimulada con alfa-galactosilceramida (aGalCer) de PBMC irradiados autólogos, se transdujeron en el día 3 
con vector retrovírico de CAR GPC3 (GC33.CD28.4-1BB.Z) y se expandieron en cultivo con IL-2. En el día 7 después 30 
de la transducción, al menos un 98 % de las células en el cultivo eran NKT, como se determina por coexpresión de 
CD3 y la cadena TCRα invariable (Vα24Jα18). De forma importante, un 60 % - 93 % de los NKT expresaban CAR 
GPC3 (FIG. 15). Por lo tanto, los NKT humanos primarios pueden transducirse de forma estable con un CAR GPC3 y 
usarse para inmunoterapia de neoplasias GPC3 positivas. 
 35 
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<213> Homo sapiens 

 
<400> 15 

 

 10 
 

<210> 16 
<211> 1380 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 16 
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<210> 17 
<211> 126 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 17 

 

 10 
 

<210> 18 
<211> 501 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 
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<400> 18 

 

 
 5 
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<210> 19 
<211> 1512 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 19 

 

 10 
 

<210> 20 
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<211> 344 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 20 5 

 

 
 

<210> 21 
<211> 335 10 
<212> ADN 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 21 

 15 

 
 

<210> 22 
<211> 115 
<212> PRT 20 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 112 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 23 
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<210> 24 
<211> 242 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 24 

 

 10 
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<210> 25 
<211> 726 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

E15845117
19-01-2021ES 2 844 700 T3

 



57 

 
<400> 25 

 

 
 5 

<210> 26 
<211> 396 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 

 10 
<400> 26 
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<210> 27 
<211> 1197 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 27 

 

 10 
 

<210> 28 
<211> 440 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 15 

 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 1329 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 29 

 

 10 
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<210> 30 
<211> 438 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 30 

 

 10 
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<210> 31 
<211> 1323 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 31 
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<210> 32 
<211> 482 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 32 
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<210> 33 
<211> 1455 
<212> ADN 5 
<213> Homo sapiens 

 
<400> 33 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Linfocitos T citolíticos naturales (NKT) que expresan un receptor quimérico de antígeno (CAR) que se dirige a 
glipicano-3 (GPC3) para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad asociada con proliferación y/o 
actividad de células GPC3 positivas en un individuo, comprendiendo el método la etapa de poner en contacto las 5 
células con una cantidad terapéuticamente eficaz de los linfocitos NKT, y comprendiendo el CAR (i) un anticuerpo 
scFv distinto de 3E11, 2G9, 4G5, 3D8 o 2E10, (ii) un dominio coestimulante CD28 y (iii) un dominio coestimulante 4-
1BB, en los que: 
 

(a) los linfocitos NKT portan un polinucleótido que codifica el CAR y comprende SEQ ID NO: 19 o SEQ ID NO: 33, 10 
o una combinación de las mismas; y/o 
(b) el CAR comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18 o SEQ ID NO: 32, o una combinación de 
las mismas; en los que la enfermedad es cáncer o síndrome de Simpson-Golabi-Behmel. 

 
2. Los linfocitos NKT para el uso de la reivindicación 1, en los que las células GPC3 positivas son células cancerosas 15 
y: 
 

(a) el cáncer es cáncer de hígado, sarcoma embrionario, tumor rabdoide, tumor de Wilms, coriocarcinoma o tumor 
del saco vitelino; o 
(b) dichas células cancerosas no son células de carcinoma hepatocelular. 20 

 
3. Los linfocitos NKT para el uso de la reivindicación 1 o 2, en los que: 
 

(a) dicho contacto se realiza in vitro; o 
(b) dicho contacto se realiza en cultivo celular. 25 

 
4. Los linfocitos NKT para el uso de la reivindicación 1 o 2, en los que dicho contacto se realiza in vivo. 
 
5. Los linfocitos NKT para el uso de la reivindicación 4, en los que: 
 30 

(a) dichos linfocitos NKT son autólogos para el individuo; o 
(b) dichos linfocitos NKT son alogénicos para el individuo. 

 
6. Los linfocitos NKT para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3(b), 4 y 5, en los que las células GPC3 
positivas son células cancerosas, en los que además el individuo ha recibido, está recibiendo o recibirá un tratamiento 35 
adicional contra el cáncer. 
 
7. Los linfocitos NKT para el uso de la reivindicación 6, en los que el tratamiento adicional contra el cáncer comprende 
quimioterapia, inmunoterapia, radiación, cirugía, hormonoterapia o una combinación de los mismos. 
 40 
8. Los linfocitos NKT para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en los que el polinucleótido 
comprende además un gen suicida. 
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