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DESCRIPCIÓN

Dominios coestimuladores para su uso en células modificadas genéticamente

Campo de la invención

La presente divulgación se refiere al el campo de la biología molecular y la tecnología de ácidos nucleicos
recombinantes. En particular, la presente divulgación se refiere a novedosos dominios coestimuladores diseñados5
para estimular la proliferación de células T y evitar el agotamiento de las mismas. La presente divulgación se refiere
además a células modificadas genéticamente que comprenden los novedosos dominios coestimuladores y a dichas
células para su uso en el tratamiento de enfermedades, como el cáncer.

Antecedentes de la invención

La inmunoterapia adoptiva con células T es un enfoque prometedor para el tratamiento del cáncer. Esta estrategia10
utiliza células T humanas aisladas que han sido modificadas genéticamente para mejorar su especificidad por un
antígeno específico asociado al tumor. La modificación genética puede implicar la expresión de un receptor de
antígeno quimérico (CAR) o un receptor de células T exógeno para injertar la especificidad del antígeno en la célula
T. A diferencia de los receptores exógenos de células T, los CAR derivan su especificidad de los dominios variables
de un anticuerpo monoclonal. Así, las células T que expresan CARs inducen la inmunorreactividad del tumor de una15
manera no restringida por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). Hasta la fecha, la inmunoterapia adoptiva
de células B se ha utilizado como terapia clínica para varios tipos de cánceres, incluyendo neoplasias de células B
(por ejemplo, leucemia linfoblástica aguda (ALL), linfoma no Hodgkin (LNH) de células B y leucemia linfocítica crónica),
mieloma múltiple, neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cáncer de ovario, mesotelioma, melanoma y
cáncer de páncreas.20

La activación de las células T es iniciada por el receptor endógeno de las células T, que también proporciona
especificidad de antígeno a la célula. La señalización de la célula T se amplifica mediante receptores coestimuladores
de la superficie celular, como el CD28. En ausencia de coestimulación, la estimulación a través del receptor de células
T puede ser insuficiente para impulsar la proliferación de células T, lo que da lugar a la anergia celular. La
coestimulación también contribuye a evitar el agotamiento de las células T y algunas formas de muerte celular inducida25
por la activación. Los primeros receptores quiméricos activadores de células T se generaron fusionando la cadena ζ
de CD3 con el dominio extracelular de los correceptores de células T, incluidos CD4, CD8 y CD25.

Los denominados receptores de antígeno quimérico de "primera generación" se generaron entonces fusionando la
cadena ζ de CD3 con un fragmento variable de cadena única (scFv), que permitía la especificidad del antígeno y la
activación de las células T inducida por el antígeno. Aunque la primera generación de CARs fue capaz de mediar en30
la citotoxicidad, fue incapaz de dirigir la expansión inducida por el antígeno de las células T primarias modificadas. De
hecho, los estudios realizados en los primeros modelos de ratones transgénicos revelaron que las células T que
expresaban CARs de primera generación sólo producían un efecto moderado sobre la progresión del tumor in vivo
debido a la anergia y a la producción de bajas cantidades de interferón gamma (IFN-γ). los receptores de antígenos
quiméricos de "segunda generación" se generaron fusionando además un único dominio coestimulador en cis con la35
cadena ζ citoplásmica de CD3. Los estudios demostraron que la adición del dominio coestimulador permitía la
expansión de las células CAR-T primarias tras la exposición repetida al antígeno, así como el aumento de la secreción
de citoquinas como el IFN-γ. De hecho, los primeros ensayos clínicos con células CAR-T de segunda generación
mostraron una persistencia y expansión significativamente mayores en pacientes con linfoma de células B, CLL y ALL
de células B. Se han introducido varios dominios coestimuladores en los CAR, como los elementos CD28, 4-1BB u40
OX-40, que se han utilizado en células CAR-T administradas a pacientes con neoplasias de células B. Los
denominados receptores de antígenos quiméricos de "tercera generación" introdujeron dos dominios coestimuladores
en tándem con la cadena ζ citoplasmática de CD3 para permitir un mayor aumento de la expansión celular y/o de la
secreción de citoquinas tras la exposición repetida al antígeno.

Además del uso de dominios coestimuladores dentro de las construcciones CAR, los grupos también han incorporado45
dominios coestimuladores en varios "interruptores de seguridad" que pueden estar separados del CAR. Uno de estos
interruptores de seguridad comprende los dominios de señalización MyD88 y CD40, fusionados a un dominio de unión
que se dimeriza cuando se une a una pequeña molécula como el rimiducid. Este interruptor de seguridad se utiliza
junto con un constructo CAR que sólo comprende una cadena CD3 ζ citoplásmica para promover la activación celular.
Al administrar la pequeña molécula, el interruptor de seguridad se dimeriza y permite la señalización coestimuladora50
MyD88/CD40 para promover la expansión de las células CAR-T y la secreción de citoquinas tras el reconocimiento
del antígeno por el constructo CAR separado.

Se han divulgado previamente varios dominios coestimuladores tanto en patentes como en la literatura. Por ejemplo,
La patente estadounidense nº 8.399.645 reivindica un polinucleótido que codifica un receptor de antígeno quimérico
que comprende tanto el dominio de señalización 4-1BB como un dominio de señalización CD3 ζ. Sin embargo, ninguno55
ha divulgado los dominios de la presente divulgación o cualquier dominio que tenga incluso un 80% de identidad de
secuencia con los dominios de la presente divulgación.
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La invención está definida por las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgación proporciona novedosos dominios coestimuladores que son útiles para proporcionar células
modificadas genéticamente para promover la proliferación celular y/o promover la secreción de citoquinas. La presente
divulgación avanza en la técnica proporcionando nuevos dominios coestimuladores que promueven diferentes grados
de proliferación celular y/o secreción de citoquinas tras la activación celular inducida por antígenos. Por ejemplo, los5
dominios coestimuladores divulgados en el presente documento proporcionan una actividad superior en comparación
con esos dominios, como el 4-1BB y el CD28. También se divulgan en el presente documento células modificadas
genéticamente que comprenden un receptor de antígeno quimérico (CAR) que incorpora uno o más dominios
coestimuladores divulgados en el presente documento. En otros ejemplos, las células modificadas genéticamente
divulgadas en el presente documento comprenden un constructo regulador inducible que incorpora uno o más10
dominios coestimuladores divulgados en el presente documento. También se proporcionan aquí moléculas de ácido
nucleico, construcciones de ADN recombinante (por ejemplo, plásmidos) y vectores virales que comprenden una
secuencia de ácido nucleico que codifica los dominios coestimuladores, y composiciones que comprenden los
novedosos dominios coestimuladores para su uso en procedimientos de administración de los mismos a sujetos con
el fin de reducir los síntomas, la progresión o la aparición de la enfermedad. En algunas realizaciones, las células15
modificadas genéticamente que comprenden los novedosos dominios coestimuladores aquí divulgados se formulan
como composiciones farmacéuticas para su uso, por ejemplo, como inmunoterapia en el tratamiento del cáncer.

Así, en un aspecto, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia
de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

La molécula de ácido nucleico puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifica un CAR que comprende20
al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

El CAR puede comprender un dominio de unión a antígeno extracelular. El dominio extracelular de unión al antígeno
puede ser un fragmento variable de cadena única (scFv). El dominio de unión a antígeno puede tener especificidad
para un antígeno cancerígeno o tumoral. El CAR codificado puede comprender un dominio de unión a antígeno
específico de CD19.25

El CAR codificado puede comprender al menos dos dominios coestimuladores. En tales casos, los al menos dos
dominios coestimuladores son dominios coestimuladores descritos en el presente documento o, alternativamente, son
al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento y al menos un dominio coestimulador adicional
conocido en la técnica (por ejemplo, 4-1BB, CD28, OX40, ICOS). El CAR codificado puede comprender además al
menos un dominio de señalización intracelular. El al menos un dominio de señalización intracelular puede ser un30
dominio CD3 ζ.

La molécula de ácido nucleico puede ser un ARNm, un constructo de ADN recombinante (por ejemplo, un plásmido)
o estar incluida en el genoma viral de un vector viral.

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un constructo de ADN recombinante, en elque el constructo de
ADN recombinante comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio coestimulador que comprende35
una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8. El constructo de ADN recombinante puede
comprender una secuencia de nucleótidos que codifica un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR
comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ
ID NO: 8.

El constructo de ADN recombinante puede codificar un vector viral que comprende una secuencia de nucleótidos que40
codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID
NO: 8. En algunas realizaciones, el vector viral puede ser un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral
o un vector viral adeno-asociado (AAV). El vector viral puede ser un vector de virus adeno-asociado (AAV)
recombinante.

En algunos aspectos, la presente divulgación proporciona un vector viral que comprende la molécula de ácido nucleico45
descrita en el presente documento que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio
coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8. El vector viral puede
comprender una secuencia de nucleótidos que codifica un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR
comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ
ID NO: 8.50

El vector viral puede ser un vector retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral o un vector viral adeno-asociado
(AAV). En una realización particular, el vector viral es un vector AAV recombinante.

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona una célula eucariota modificada genéticamente, en la que la
célula eucariota modificada genéticamente comprende la molécula de ácido nucleico descrita en el presente
documento que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica al menos un dominio coestimulador que55
comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8. La célula eucariota modificada
genéticamente puede comprender un casete de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica
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un CAR descrito en el presente documento, en el que el CAR comprende al menos un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8. La célula eucariota modificada
genéticamente puede comprender un casete de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica
un constructo regulador inducible descrito en el presente documento, en la que el constructo regulador inducible
comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ5
ID NO: 8. La molécula de ácido nucleico descrita en el presente documento, o el casete de expresión descrito en el
presente documento, puede estar presente dentro del genoma de la célula eucariota modificada genéticamente o,
alternativamente, no está integrada en el genoma de la célula. La molécula de ácido nucleico descrita en el presente
documento, o el casete de expresión descrito en el presente documento, puede estar presente en la célula eucariota
modificada genéticamente en un constructo de ADN recombinante, en un ARNm o en un genoma viral, que no está10
integrado en el genoma de la célula.

La célula puede ser una célula T o una célula asesina natural (NK). La célula eucariota modificada genéticamente
puede ser una célula T humana primaria o una célula NK humana primaria. La célula eucariota modificada
genéticamente puede ser una célula CAR-T humana o una célula CAR-NK humana.

La célula eucariota modificada genéticamente descrita en el presente documento puede mostrar un aumento de la15
proliferación y/o de la secreción de citoquinas en comparación con una célula de control que no comprende un dominio
coestimulador descrito en el presente documento. El aumento de la proliferación y/o de la secreción de citoquinas
puede presentarse in vitro y/o in vivo. El aumento de la secreción de citocinas puede comprender un aumento de IFN-
γ, IL-2, TNF-alfa u otras citocinas asociadas con la activación y/o proliferación celular en comparación con una célula
de control que no comprende un dominio coestimulador descrito en el presente documento.20

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona un procedimiento para producir una célula eucariota modificada
genéticamente que comprende al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, comprendiendo
el procedimiento la introducción en una célula de al menos una molécula de ácido nucleico descrita en el presente
documento que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos
establecida en la SEQ ID NO: 8.25

La molécula de ácido nucleico introducida puede codificar un CAR descrito en el presente documento que comprende
al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

El procedimiento puede comprender además la introducción en la célula (i) una segunda molécula de ácido nucleico
que codifica una nucleasa de ingeniería, en la que la nucleasa de ingeniería se expresa en la célula, o (ii) una proteína
nucleasa de ingeniería; en la que la nucleasa de ingeniería reconoce y escinde una secuencia de reconocimiento para30
producir un sitio de escisión en el genoma de la célula, y en la que el ácido nucleico que codifica el al menos un
dominio coestimulador o una variante activa o un fragmento del mismo se inserta en el genoma en el sitio de escisión.
La nucleasa modificada puede ser una meganucleasa modificada, una nucleasa recombinante de dedos de zinc (ZFN),
una nucleasa efectora similar al activador de la transcripción (TALEN) recombinante, una nucleasa CRISPR/Cas o
una nucleasa megaTAL. En particular, la nucleasa de ingeniería puede ser una meganucleasa de ingeniería.35
Específicamente, la meganucleasa de ingeniería puede ser una meganucleasa de cadena única.

La molécula de ácido nucleico que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de
aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8 introducido en la célula puede comprender además secuencias
homólogas a las secuencias que flanquean el sitio de escisión de la nucleasa, de manera que la molécula de ácido
nucleico se inserta en el genoma en el sitio de escisión por recombinación homóloga. Alternativamente, la molécula40
de ácido nucleico puede carecer de homología sustancial con el sitio de escisión de la nucleasa, de manera que la
molécula de ácido nucleico se inserta en el genoma mediante la unión de extremos no homólogos.

La célula puede ser una célula T o una célula asesina natural (NK), como una célula T humana primaria o una célula
NK humana primaria. La célula eucariota modificada genéticamente producida por el procedimiento puede ser una
célula CAR-T humana o una célula CAR-NK humana.45

La molécula de ácido nucleico que codifica al menos un dominio coestimulador que comprende las secuencias de
aminoácidos establecidas en la SEQ ID NO: 8 puede introducirse en la célula utilizando un ARNm descrito en el
presente documento, un constructo de ADN recombinante descrita en el presente documento o un vector viral descrito
en el presente documento.

La introducción de la al menos una molécula de ácido nucleico descrita en el presente documento que codifica al50
menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8
puede aumentar la activación, la proliferación y/o la secreción de citoquinas de la célula modificada genéticamente.
En realizaciones específicas, el aumento de la secreción de citoquinas comprende un aumento de la secreción de
IFN-γ, IL-2, TNF-alfa o cualquier otra citoquina asociada a la activación y/o proliferación celular en comparación con
una célula de control que no comprende un dominio coestimulador descrito en el presente documento.55

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona una composición farmacéutica que comprende un portador
farmacéuticamente aceptable y células eucariotas genéticamente modificadas descritas en el presente documento
que comprenden al menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en
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la SEQ ID NO: 8. En realizaciones particulares, las células eucariotas modificadas genéticamente comprenden un
CAR descrito en el presente documento que comprende al menos un dominio coestimulador que comprende una
secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

En realizaciones específicas, las células eucariotas modificadas genéticamente son células CAR-T . En algunas de
estas realizaciones, las células CAR-T comprenden un CAR que incluye un dominio coestimulador que comprende5
una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8. En diversas realizaciones, las células CAR-T tienen
especificidad para un cáncer o un antígeno específico del tumor, y la composición farmacéutica es útil en
procedimientos de inmunoterapia contra el cáncer.

En otro aspecto, la presente divulgación proporciona células eucariotas modificadas genéticamente para su uso en un
procedimiento de inmunoterapia para tratar el cáncer en un sujeto, en el que las células eucariotas modificadas10
genéticamente son las descritas en el presente documento que comprenden al menos un dominio coestimulador que
comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8. En algunas realizaciones, las células
eucariotas modificadas genéticamente comprenden un CAR descrito en el presente documento que comprende al
menos un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

En algunas realizaciones, las células eucariotas modificadas genéticamente son células CAR-T . En tales15
realizaciones, las células CAR-T tienen especificidad para un cáncer o un antígeno específico del tumor y son útiles
en procedimientos de inmunoterapia contra el cáncer. En algunas realizaciones, el cáncer es una neoplasia maligna
de células B (por ejemplo, leucemia linfoblástica aguda (ALL), linfoma no Hodgkin (NHL) de células B), o leucemia
linfocítica crónica), mieloma múltiple, neuroblastoma, glioblastoma, gliomas avanzados, cáncer de ovario,
mesotelioma, melanoma y cáncer de páncreas. En particular, el cáncer es un linfoma de células B.20

En algunas realizaciones, el cáncer se selecciona del grupo que consiste en un cáncer de carcinoma, linfoma,
sarcoma, blastomas y leucemia.

En algunas realizaciones, el cáncer se selecciona del grupo que consiste en un cáncer de origen de células B, cáncer
de mama, cáncer gástrico, neuroblastoma, osteosarcoma, cáncer de pulmón, melanoma, cáncer de próstata, cáncer
de colon, carcinoma de células renales, cáncer de ovario, sarcoma de rabdomio, leucemia y linfoma de Hodgkin. En25
algunas realizaciones , el cáncer de origen de células B se selecciona del grupo que consiste en leucemia linfoblástica
aguda de linaje B, leucemia linfocítica crónica de células B y linfoma no Hodgkin de células B.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la alineación de los novedosos dominios coestimuladores Novell (SEQ ID NO: 5), FXN1-30
Novel3 (SEQ ID NO: 6), FXN1-Novel5 (SEQ ID NO: 7), FXN1-Novel6 (SEQ ID NO: 8). Se identifican motivos
individuales de unión a TRAF y se pueden encontrar regiones espaciadoras entre los motivos de unión a
TRAF dentro de cada dominio coestimulador enumerado.

La figura 2 muestra construcciones CAR que comprenden un scFv anti-CD 19, un dominio transmembrana y
bisagra CD8, un dominio coestimulador y un dominio de señalización intracelular CD3 ζ. Los dominios35
coestimuladores mostrados incluyen CD28, 4-1BB, Novel1 (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6 (N6).
También se muestra un constructo CAR que carece de un dominio coestimulador.

Las Figuras 3A-3H informan de los resultados de un análisis de GFP que demuestra la expresión de CAR
tras la transducción por lentivirus de células T humanas de donantes. Los resultados se presentan para cada
uno de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6 (N6). Figura40
3A) Transducción simulada. Figura 3B) Transducción con CAR que comprende el dominio coestimulador 4-
1BB. Figura 3C) Transducción con CAR que comprende el dominio coestimulador CD28. Figura 3D)
Transducción con CAR sin dominio coestimulador (BB-). Figura 3E) Transducción con CAR que comprende
el dominio coestimulador de Novell (N1). Figura 3F) Transducción con CAR que comprende el dominio
coestimulador Novel3 (N3). Figura 3G) Transducción con CAR que comprende el dominio coestimulador45
Novel5 (N5). Figura 3H) Transducción con CAR que comprende el dominio coestimulador Novel6 (N6).

Las figuras 4A, 4B y 4C muestran los números de expansión de las células CAR-T medidos a lo largo del
tiempo tras la activación repetida inducida por el antígeno en el cultivo de Raji. Los resultados se presentan
para cada uno de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6
(N6). La Figura 4A muestra los resultados obtenidos para una población mixta de células CAR-T CD4+ y50
CD8+. La figura 4B muestra los resultados obtenidos para la población de células CAR-T CD4+. La Figura 4C
muestra los resultados obtenidos para la población de células CAR-T CD8+.

Las figuras 5A, 5B y 5C muestran la secreción de citoquinas en cada población de células CAR-T
transducidas a los 3, 7, 10 y 14 días después de la transducción. La figura 5A muestra la secreción de
interferón-gamma (IFN-γ). La figura 5B muestra la secreción de TNF-alfa (TNF-α). La Figura 5C muestra la55
secreción de IL-2.
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Las figuras 6A, 6B y 6C muestran los números de expansión de las células CAR-T medidos a lo largo del
tiempo tras la activación repetida inducida por el antígeno en el cultivo de Raji, utilizando un encuentro más
frecuente con el antígeno y una mayor relación de diana: efector. Los resultados se presentan para cada uno
de los novedosos dominios coestimuladores Novell (N1), Novel3 (N3), Novel5 (N5) y Novel6 (N6). La figura
5A muestra los resultados obtenidos para una población mixta de células CAR-T CD4+ y CD8+. La figura 5B5
muestra los resultados obtenidos para la población de células CAR-T CD4+. La Figura 5C muestra los
resultados obtenidos para la población de células CAR-T CD8+.

La Figura 7 muestra constructos de plantillas de donantes que comprenden, de 5' a 3', una repetición terminal
invertida (ITR) de 5', un brazo de homología de 5', un promotor, secuencias de codificación para un scFv anti-
CD 19, un dominio de bisagra y transmembrana de CD8, un dominio coestimulador y un dominio de10
señalización intracelular de CD3 ζ, una señal de poliA de SV40, un brazo de homología de 3' y un ITR de 3'.
Los dominios coestimuladores mostrados incluyen 4-1BB, Novell (N1) y Novel6 (N6).

Las figuras 8A y 8B muestran la proliferación de CAR-T a lo largo del tiempo en respuesta al antígeno
utilizando células CAR-T preparadas a partir de dos donantes diferentes. Se midió la proliferación de las
células CAR-T que incluían los dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o N6. Se encontró que los novedosos15
dominios de señalización costimuladora apoyan niveles de proliferación iguales o mejores que los niveles
apoyados por la señalización 4-1BB. La Figura 8A muestra los resultados utilizando células CAR-T
preparadas a partir del donante K799. La Figura 8B muestra los resultados utilizando células CAR-T
preparadas a partir del donante z4100.

Las figuras 9A y 9B muestran la eliminación de células K19 en varias relaciones efectoras:objetivo (E:T) a las20
24 y 72 horas de cocultivo con células CAR-T que comprenden los dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o
N6. La Figura 9A muestra células CAR-T preparadas a partir del donante K799. La Figura 9B muestra células
CAR-T preparadas a partir del donante z4100.

Las figuras 10A, 10B y 10C muestran histogramas de los resultados del ensayo de proliferación celular
utilizado para determinar la proliferación relativa de las células CAR-T que comprenden los dominios25
coestimuladores 4-1BB, N1 o N6 en respuesta a las células diana CD19+. La Figura 10A muestra la
proliferación de las células CAR-4-1BB CAR-T en comparación con las células T TRC KO de control negativo
en dos relaciones E:T diferentes. La Figura 10B muestra la proliferación de las células T CAR-4-1BB en
comparación con las células T CAR-N1. La Figura 10C muestra la proliferación de las células T CAR-4-1BB
en comparación con las células T CAR-N6.30

La Figura 11 muestra los constructos de plantillas de donantes 7241, 7205 y 7206 que comprenden, de 5' a
3', una repetición terminal invertida (ITR) de 5', un brazo de homología de 5', un promotor, secuencias de
codificación para un scFv anti-CD 19, un dominio de bisagra y transmembrana de CD8, un dominio
coestimulador y un dominio de señalización intracelular de CD3 ζ, una señal SV40 poliA o una señal SV40
bi-poliA, un brazo de homología de 3' y un ITR de 3'. Los dominios coestimuladores mostrados incluyen el 4-35
1BB (constructo 7241) y el Novel 6 (N6; constructos 7205 y 7206).

Las figuras 12A-12G muestran los valores de flujo total dorsal y ventral observados in vivo en ratones tras el
injerto y crecimiento de las células Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO, o con células T
CAR portadoras de los constructos CAR 7205, 7206 o 4-1BB. La Figura 12A muestra el flujo dorsal tras el
tratamiento con células TCR KO. La Figura 12B muestra el flujo dorsal tras el tratamiento con células T CAR40
7205. La Figura 12C muestra el flujo dorsal tras el tratamiento con 7206 células T CAR. La Figura 12D
muestra el flujo dorsal tras el tratamiento con células T CAR 4-1BB. La Figura 12E muestra el flujo ventral
tras el tratamiento con células TCR KO. La Figura 12F muestra el flujo ventral tras el tratamiento con células
T CAR 7205. La Figura 12G muestra el flujo ventral tras el tratamiento con células T CAR 7206. La Figura
12H muestra el flujo ventral tras el tratamiento con células T CAR 4-1BB.45

Las figuras 13A-13D muestran imágenes del flujo total dorsal y ventral observado in vivo en ratones tras el
injerto y el crecimiento de las células Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO, o con células
T CAR portadoras de los constructos CAR 7205, 7206 o 4-1BB. La Figura 13A muestra imágenes del flujo
dorsal en los días 7, 10 y 16 en grupos tratados con células TCR KO, células T CAR 7205, células T CAR
7206 y células T CAR 4-1BB. La Figura 13B muestra imágenes del flujo dorsal en los días 24, 31 y 38 en los50
grupos tratados con células T CAR 7205, células T CAR 7206 y células T CAR 4-1BB. La Figura 13C muestra
imágenes del flujo ventral en los días 7, 10 y 16 en grupos tratados con células TCR KO, células T CAR 7205,
células T CAR 7206 y células T CAR 4-1BB. La Figura 13D muestra imágenes del flujo ventral en los días
24, 31 y 38 en grupos tratados con células T CAR 7205, células T CAR 7206 y células T CAR 4-1BB.

La Figura 14 muestra una curva de supervivencia de los ratones tras el injerto y crecimiento de las células55
Raji-ffluc y el posterior tratamiento con células TCR KO, o con células T CAR que llevan los constructos CAR
7205, 7206 o 4-1BB.
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La Figura 15 muestra el constructo de plantilla del donante 7240 que comprende, de 5' a 3', una repetición
terminal invertida (ITR) en 5', un brazo de homología en 5', un promotor, secuencias de codificación para un
scFv anti-CD19 un dominio de bisagra y transmembrana de CD8, un dominio coestimulador de MyD88, un
dominio coestimulador de Novel6 (N6) y un dominio de señalización intracelular de CD3 ζ, una señal de SV40
bi-poliA, un brazo de homología 3' y una ITR 3'.5

Las figuras 16A-16F muestran los resultados de un ensayo de proliferación de Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar un CAR anti-CD 19 que comprende el dominio coestimulador
Novel6 (N6), o un CAR que comprende tanto los dominios coestimuladores MyD88 y Novel6 (N6). Las células
transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con células K562 CD19-negativas o con
células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). La proliferación se evaluó mediante citometría de10
flujo para los subconjuntos de células T CD4+ y CD8+. La Figura 16A muestra células CD4+ transfectadas con
la meganucleasa TRC 1-2x.87EE únicamente. La Figura 16B muestra células CD8+ transfectadas con la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE únicamente. La Figura 16C muestra células CD4+ transfectadas con la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE y una plantilla de donante N6 CAR. La Figura 16D muestra células CD8+

transfectadas con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y una plantilla de donante N6 CAR. La Figura 16E15
muestra células CD4+ transfectadas con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y una plantilla de donante
MyD88/N6 CAR. La Figura 16F muestra células CD8+ transfectadas con la meganucleasa TRC 1-2x.87EE y
una plantilla de donante MyD88/N6 CAR.

La Figura 17 muestra el constructo de plantilla del donante 7235 que comprende, de 5' a 3', una repetición
terminal invertida (ITR) en 5', un brazo de homología en 5', un promotor, secuencias de codificación para un20
dominio coestimulador MyD88, un dominio coestimulador Novel6 (N6) y dominios FKBP12v36 de unión a
ligando en tándem (Fv), un elemento T2A, secuencias de codificación para un scFv anti-CD19, un dominio
de bisagra y transmembrana de CD8, y un dominio de señalización intracelular de CD3 ζ, una señal SV40 bi-
poliA, un brazo de homología 3', y un ITR 3'.

Las figuras 18A y 18B muestran los resultados de un ensayo de proliferación con Cell Trace Violet utilizando25
células T humanas transfectadas para expresar la meganucleasa TRC 1-2x.87EE únicamente sin una plantilla
donante. Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con células K562
CD19-negativas o con células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). La proliferación se evaluó
mediante citometría de flujo para los subconjuntos de células T CD4+ y CD8+. La figura 18A muestra el
subconjunto de células CD4+. La figura 18B muestra el subconjunto de células CD8+.30

Las figuras 19A-9D muestran los resultados de un ensayo de proliferación con Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar un CAR anti-CD 19 que comprende un dominio Novel6 (N6).
Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron con células K562 CD19-
negativas o con células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). La proliferación se evaluó mediante
citometría de flujo para los subconjuntos de células T CD4+ y CD8+. Además, se evaluaron las células en35
cocultivo K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 19A muestra el subconjunto de células CD4+

cultivadas en células K19 o K562. La Figura 19B muestra el subconjunto de células CD4+ cultivadas en células
K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 19C muestra el subconjunto de células CD8+ cultivadas
en células K19 o K562. La Figura 19D muestra el subconjunto de células CD8+ cultivadas en células K19 en
presencia o ausencia de rimiducid.40

Las Figuras 20A-20D muestran los resultados de un ensayo de proliferación con Cell Trace Violet utilizando
células T humanas transfectadas para expresar un CAR anti-CD 19 que carece de un dominio coestimulador
en combinación con un constructo inducible que comprende tanto el dominio coestimulador MyD88 como el
Novel6 (N6) (iMyD88/N6 CAR). Las células transfectadas se marcaron con Cell Trace Violet y se co-cultivaron
con células K562 CD19-negativas o con células K562 CD19-positivas modificadas (células K19). Además, se45
evaluaron las células en cocultivo K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La proliferación se evaluó
mediante citometría de flujo para los subconjuntos de células T CD4+ y CD8+. La Figura 20A muestra el
subconjunto de células CD4+ cultivadas en células K19 o K562. La Figura 20B muestra el subconjunto de
células CD4+ cultivadas en células K19 en presencia o ausencia de rimiducid. La Figura 20C muestra el
subconjunto de células CD8+ cultivadas en células K19 o K562. La Figura 20D muestra el subconjunto de50
células CD8+ cultivadas en células K19 en presencia o ausencia de rimiducid.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS SECUENCIAS

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO:2 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novel3.55

La SEQ ID NO:2 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novel3.
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La SEQ ID NO:2 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novel3.

La SEQ ID NO:5 establece la secuencia de aminoácidos del dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoácidos del dominio coestimulador de Novel3..

La SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoácidos del dominio coestimulador de Novel3..5

La SEQ ID NO:6 establece la secuencia de aminoácidos del dominio coestimulador de Novel3..

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoácidos de un motivo de unión a TRAF que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoácidos de un motivo de unión a TRAF que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.10

La SEQ ID NO: 9 establece la secuencia de aminoácidos de un motivo de unión a TRAF que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoácidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoácidos de una secuencia espaciadora que se encuentra15
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoácidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.

La SEQ ID NO:12 establece la secuencia de aminoácidos de una secuencia espaciadora que se encuentra
en un novedoso dominio coestimulador.20

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.25

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.30

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.35

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.40
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La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.5

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.

La SEQ ID NO: 1 establece la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador de Novell.  
42 establece la secuencia de ácido nucleico de un vector que codifica el constructo CAR anti-CD 19 7235
que codifica un CAR de primera generación y un constructo regulador inducible que comprende dominios
coestimuladores MyD88 y Novel6 y dominios FKBP12v36 de unión a ligando en tándem..10

Descripción detallada de la invención

1.1 Referencias y definiciones

La literatura científica y de patentes a la que se hace referencia en el presente documento establece conocimientos
que están disponibles para los expertos en la materia.

La presente divulgación puede realizarse en diferentes formas y no debe interpretarse como limitada a las15
realizaciones expuestas en el presente documento. Más bien, estas realizaciones se proporcionan de modo que esta
divulgación será minuciosa y completa, y transmitirá completamente el ámbito de la divulgación a los expertos en la
técnica. Por ejemplo, las características ilustradas con respecto a una realización se pueden incorporar en otras
realizaciones, y las características ilustradas con respecto a una realización particular se pueden eliminar de esa
realización. Además, numerosas variaciones y adiciones a las realizaciones sugeridas en el presente documento serán20
evidentes para los expertos en la técnica a la luz de la divulgación instantánea, que no se apartan de la presente
divulgación.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y científicos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que comúnmente entiende una persona con conocimientos normales en la técnica a la
que pertenece esta invención. La terminología empleada en la descripción de la presente divulgación aquí expuesta25
tiene por objeto describir únicamente realizaciones particulares y no pretende ser limitativa de la presente divulgación.

Tal y como se utiliza en el presente documento, "un", "uno, una" o "el/la" puede significar uno o más de uno. Por
ejemplo, "una" célula puede significar una sola célula o una multiplicidad de células.

Tal como se utiliza en el presente documentos, a menos que se indique específicamente lo contrario, la palabra "o" se
utiliza en el sentido inclusivo de "y/o" y no en el sentido exclusivo de "ya sea/o"30

Tal como se utiliza en el presente documento, un "dominio coestimulador" se refiere a un dominio polipeptídico que
transmite una señal proliferativa intracelular y/o de supervivencia celular tras su activación. La activación de un dominio
coestimulador puede producirse tras la homodimerización de dos polipéptidos del dominio coestimulador. La activación
también puede producirse, por ejemplo, tras la activación de un constructo que comprenda el dominio coestimulador
(por ejemplo, un receptor antigénico quimérico o un constructo regulador inducible). Generalmente, un dominio35
coestimulador puede derivarse de un receptor coestimulador transmembrana, particularmente de una porción
intracelular de un receptor coestimulador. Ejemplos no limitantes de polipéptidos coestimuladores incluyen, pero no
se limitan a, los dominios coestimuladores descritos en el presente documento, 4-1BB, CD28, ICOS, OX-40 y CD27.

Tal como se usa en el presente documento, un "receptor de antígeno quimérico" o "CAR" se refiere a un receptor de
ingeniería que injerta especificidad para un antígeno u otro ligando o molécula en una célula efectora inmunitaria (por40
ejemplo, una célula T o una célula NK).. Un receptor de antígeno quimérico normalmente comprende al menos un
dominio o fracción de unión a ligando extracelular y un dominio intracelular que comprende uno o más dominios de
señalización y/o dominios coestimuladores..

En algunas realizaciones, el dominio o la fracción de unión al ligando extracelular tiene la forma de un fragmento
variable de cadena única (scFv) derivado de un anticuerpo monoclonal, que proporciona especificidad para un epítopo45
o antígeno particular (por ejemplo, un epítopo o antígeno presente preferentemente en la superficie de una célula,
como una célula cancerosa u otra célula o partícula causante de la enfermedad). En algunas realizaciones, el scFv se
une a través de una secuencia enlazadora.

En algunas realizaciones, Elel dominio de unión al ligando extracelular es específico para cualquier antígeno o epítopo50
de interés. En algunas realizaciones, el scFv es humanizado.
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En algunas realizaciones,el dominio extracelular de un receptor de antígeno quimérico también puede comprender un
autoantígeno (véase, Payne et al. (2016) Science, Vol. 353 (6295): 179-184), que puede ser reconocido por los
receptores de células B específicas de autoantígeno en linfocitos B, dirigiendo así a las células B al direccionamiento
y la destrucción específica de los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos.
Dichos CARs pueden denominarse receptores quiméricos de autoanticuerpos (CAARs), y la incorporación de uno o5
más dominios coestimuladores descritos en el presente documento en dichos CAARs está comprendida en la presente
divulgación.

Los dominios de señalización intracelular son dominios citoplasmáticos que transmiten una señal de activación a la
célula tras la unión del dominio extracelular. Un dominio de señalización intracelular puede ser cualquier dominio de
señalización intracelular de interés conocido en la técnica. Dichos dominios de señalización citoplasmática pueden10
incluir, sin limitación, CD3 ζ.

En algunas realizaciones, el dominio intracelular también incluye uno o más dominios coestimuladores intracelulares,
como los descritos en el presente documento, que transmiten una señal coestimuladora que promueve la proliferación
celular, la supervivencia celular y/o la secreción de citoquinas tras la unión del dominio extracelular. Dichos dominios
coestimuladores intracelulares pueden incluir, sin limitación, cualquier dominio coestimulador divulgado en el presente15
documento o aquellos dominios conocidos en la técnica, como, por ejemplo, un dominio CD28, un dominio 4-1BB, un
dominio OX-40, un dominio ICOS o un dominio CD27. En algunas realizaciones, un receptor de antígeno quimérico
puede incluir además elementos estructurales adicionales, incluyendo un dominio transmembrana que se une al
dominio de unión al ligando extracelular a través de una secuencia de bisagra o de unión.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "constructo regulador inducible" se refiere a un constructo20
transmembrana o intracelular expresado en una célula que proporciona una señal coestimuladora inducible para
promover la proliferación celular, la supervivencia celular y/o la secreción de citoquinas. Tales xonstructos comprenden
uno o más dominios coestimuladores, como los descritos en el presente documento y/u otros conocidos en la técnica,
que proporcionan una señal coestimuladora tras la activación. En algunas realizaciones, se induce una señal
coestimuladora, por ejemplo, mediante la homodimerización de dos polipéptidos de constructos reguladores25
inducibles. Un constructo regulador inducible comprende generalmente un dominio de unión que permite la
homodimerización tras la unión de una pequeña molécula, un anticuerpo u otra molécula que permite la
homodimerización de dos polipéptidos de constructos.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "señal coestimuladora" se refiere a una señal intracelular inducida
por un dominio coestimulador que promueve la proliferación celular, la expansión de una población celular in vitro y/o30
in vivo, promueve la supervivencia celular, modula (por ejemplo, sobrerregula o subregula) la secreción de citoquinas,
y/o modula la producción y/o secreción de otras moléculas inmunomoduladoras. En algunas realizaciones, se induce
una señal coestimuladora tras la homodimerización de dos polipéptidos de dominio coestimulador. En algunas
realizaciones, se induce una señal coestimuladora tras la activación de un constructo que comprende el dominio
coestimulador (por ejemplo, un receptor de antígeno quimérico o un constructo regulador inducible).35

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "activación" se refiere al estado de una célula (por ejemplo,
una célula T) que ha sido suficientemente estimulada para inducir una función efectora detectable. En algunas
realizaciones, la activación se asocia con la producción inducida de citoquinas y/o la proliferación y expansión celular
inducida.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "actividad antitumoral" o "efecto antitumoral" se refiere a un40
efecto biológico que puede manifestarse por una disminución del volumen del tumor, una disminución del número de
células tumorales, una disminución del número de metástasis, un aumento de la esperanza de vida o una mejora de
diversos síntomas fisiológicos asociados a la enfermedad cancerosa. Un "efecto antitumoral" también puede
manifestarse por la capacidad de las células genéticamente modificadas de la presente divulgación en la prevención
de la aparición de un tumor en primer lugar.45

Tal y como se utiliza en el presente documento, con respecto a una proteína, el término "recombinante" significa que
tiene una secuencia de aminoácidos alterada como resultado de la aplicación de técnicas de ingeniería genética a los
ácidos nucleicos que codifican la proteína, y a las células u organismos que expresan la proteína. Con respecto a un
ácido nucleico, el término de ingeniería o "recombinante" significa que tiene una secuencia de ácido nucleico alterada
como resultado de la aplicación de técnicas de ingeniería genética. Las técnicas de ingeniería genética incluyen, pero50
sin limitación, PCR y tecnologías de clonación de ADN; transfección, transformación y otras tecnologías de
transferencia de genes; recombinación homóloga; mutagénesis dirigida al sitio; y fusión de genes. De acuerdo con
esta definición, una proteína que tiene una secuencia de aminoácidos idéntica a una proteína de origen natural, pero
producida por clonación y expresión en un huésped heterólogo, no se considera recombinante.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "tipo salvaje" se refiere a la secuencia polinucleotídica o55
polipeptídica más común de origen natural responsable de un fenotipo determinado. Mientras que un alelo o
polipéptido de tipo salvaje puede conferir un fenotipo normal en un organismo, un alelo o polipéptido mutante o variante
puede, en algunos casos, conferir un fenotipo alterado.
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Tal como se usa en el presente documento con respecto a las proteínas recombinantes, el término "modificación"
significa cualquier inserción, deleción o sustitución de un resto de aminoácido en la secuencia recombinante con
respecto a una secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia de tipo salvaje o natural).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "recombinación homóloga" o "HR" se refiere al proceso
celular natural en el que se repara una rotura de ADN de doble cadena utilizando una secuencia de ADN homóloga5
como plantilla de reparación (véase, por ejemplo Cahill et al. (2006), Front. Biosci. 11:1958-1976). La secuencia de
ADN homóloga puede ser una secuencia cromosómica endógena o un ácido nucleico exógeno que fue suministrado
a la célula.

Como se usa en el presente documento, el término "unión final no homóloga" o "NHEJ" se refiere al proceso celular
natural en el que se repara una rotura de ADN de doble cadena mediante la unión directa de dos segmentos de ADN10
no homólogos (véase, por ejemplo, Cahill et al.

(2006), Front. Biosci. 11:1958-1976).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "reducido" se refiere a cualquier reducción de los síntomas
o la gravedad de una enfermedad o a cualquier reducción de la proliferación o el número de células cancerosas. En15
cualquier caso, dicha reducción es de hasta el 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% o hasta
el 100%. En consecuencia, el término "reducido" abarca tanto una reducción parcial como una reducción completa de
un estado de enfermedad.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "aumento" se refiere a cualquier incremento en la activación,
proliferación o señalización de citoquinas de una célula modificada genéticamente para que comprenda un dominio20
coestimulador divulgado en el presente documento, o un fragmento activo o variante del mismo. Tal reducción puede
ser de hasta un 5 %, un 10 %, un 20 %, un 30 %, un 40 %, un 50 %, un 60 %, un 70 %, un 80 %, un 90 %, un 95 %,
o hasta un 100 %, o más. Se puede utilizar cualquier procedimiento para medir el aumento de la activación, la
proliferación o la señalización de citoquinas de una célula. Por ejemplo, el aumento de la activación y/o de la expresión
de citoquinas puede abarcar un aumento de la expresión de cualquiera de los IFN-γ, IL-2, TNF-α o cualquier otra25
citoquina que pueda utilizarse para determinar un cambio en la activación y/o proliferación celular. En algunas
realizaciones, un aumento de la proliferación abarca un aumento del número de células o de la división celular, e
incluye una expansión de una población celular.

Tal y como se utiliza en el presente documento con respecto a las secuencias de aminoácidos y de ácidos nucleicos,
los términos "porcentaje de identidad", "identidad de secuencia", "porcentaje de similitud", "similitud de secuencia" y30
similares, se refieren a una medida del grado de similitud de dos secuencias basada en un alineamiento de las
secuencias que maximiza la similitud entre residuos de aminoácidos o nucleótidos alineados, y que es una función del
número de residuos o nucleótidos idénticos o similares, el número de residuos o nucleótidos totales, y la presencia y
longitud de brechas en el alineamiento de la secuencia. Existen diversos algoritmos y programas informáticos para
determinar la similitud de las secuencias utilizando parámetros estándar. Tal como se usa en el presente documento,35
la similitud de secuencia se mide usando el programa BLASTp para secuencias de aminoácidos y el programa BLASTn
para secuencias de ácido nucleico, ambos están disponibles a través del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/), y se describen en, por ejemplo, Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410 Gish y States
(1993), Nature Genet. 3:266-272 Madden et al. (1996), Meth. Enzymol.266:131-141 Altschul et al. (1997), Nucleic
Acids Res. 25:33 89-3402) Zhang et al. (2000), J. Comput. Biol. 7(1-2):203-14. Tal como se usa en el presente40
documento, el porcentaje de similitud de dos secuencias de aminoácidos es la puntuación basada en los siguientes
parámetros para el algoritmo BLASTp: tamaño de palabra=3; penalización por apertura de brecha=-11; penalización
de extensión de brecha=-1; y matriz de puntuación=BLOSUM62. Tal como se usa en el presente documento, el
porcentaje de similitud de dos secuencias de ácido nucleico es la puntuación basada en los siguientes parámetros
para el algoritmo BLASTn: tamaño de palabra=11; penalización por apertura de brecha=-5; penalización de extensión45
de brecha=-2; recompensa de coincidencia = 1; y penalización por falta de coincidencia=-3.

Tal como se utiliza en el presente documento con respecto a las modificaciones de dos proteínas o secuencias de
aminoácidos, el término "correspondiente a" se utiliza para indicar que una modificación especificada en la primera
proteína es una sustitución del mismo residuo de aminoácido que en la modificación en la segunda proteína, y que la
posición de aminoácidos de la modificación en las primeras proteínas corresponde o se alinea con la posición de50
aminoácidos de la modificación en la segunda proteína cuando las dos proteínas se someten a alineaciones de
secuencia estándar (por ejemplo, utilizando el programa BLASTp). Así, la modificación del residuo "X" por el
aminoácido "A" en la primera proteína corresponderá a la modificación del residuo "Y" por el aminoácido "A" en la
segunda proteína si los residuos X e Y se corresponden entre sí en una alineación de secuencias, y a pesar del hecho
de que X e Y pueden ser números diferentes.55

Los términos "constructo de ADN recombinante", "constructo recombinante", "casete de expresión", "constructo de
expresión", "constructo quimérico" y "fragmento de ADN recombinante" se utilizan indistintamente en el presente
documento y son fragmentos de ácido nucleico. Un constructo recombinante comprende una combinación artificial o
no natural de moléculas de ácido nucleico, incluyendo, sin limitación, secuencias reguladoras y codificadoras. Aunque
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el constructo recombinante en su totalidad no se encuentra en la naturaleza, partes del constructo pueden encontrarse
en la naturaleza. Por ejemplo, un constructo de ADN recombinante puede comprender secuencias reguladoras y
secuencias codificantes que provienen de diferentes fuentes, o secuencias reguladoras y secuencias codificantes que
provienen de la misma fuente y se disponen de manera diferente a la encontrada en la naturaleza. Este constructo
puede utilizarse por sí mismo o junto con un vector.5

Tal como se utiliza en el presente documento, un "vector" o "vector de ADN recombinante" puede ser un constructo
que incluye un sistema de replicación y secuencias que son capaces de transcribir y traducir una secuencia
codificadora de polipéptidos en una célula huésped determinada. Si se utiliza un vector, la elección del mismo depende
del procedimiento que se utilizará para transformar las células huésped, como es bien sabido por los expertos en la
técnica. Los vectores pueden incluir, sin limitación, vectores de plásmidos y vectores de AAV recombinantes, o10
cualquier otro vector conocido en esa técnica adecuado para administrar un gen que codifica una meganucleasa de
la presente divulgación a una célula diana. El experto en la técnica conoce bien los elementos genéticos que deben
estar presentes en el vector para poder transformar con éxito, seleccionar y propagar células huésped que
comprenden cualquiera de los nucleótidos aislados o secuencias de ácido nucleico de la presente divulgación.

Tal como se utiliza en el presente documento, un "vector" también puede referirse a un vector viral. Los vectores15
virales pueden incluir, sin limitación, vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales
adenoasociados (AAV).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "operativamente enlazado" pretende significar un enlace
funcional entre dos o más elementos. Por ejemplo, un enlace operable entre una secuencia de ácido nucleico que
codifica una nucleasa como se divulga en el presente documento y una secuencia reguladora (por ejemplo, un20
promotor) es un enlace funcional que permite la expresión de la secuencia de ácido nucleico que codifica la nucleasa.
Los elementos enlazados operativamente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se utiliza para referirse a la
unión de dos regiones codificantes de proteínas, por operwtivamente enlazado se entiende que las regiones
codificantes están en el mismo marco de lectura.

Tal y como se utiliza en el presente documento, "transfectado" o "transformado" o "transducido" o "nucleofectado" se25
refiere a un proceso por el que se transfiere o introduce ácido nucleico exógeno en la célula huésped. Una célula
"transfectada" o "transformada" o "transducida" es aquella que ha sido transfectada, transformada o transducida con
ácido nucleico exógeno. La célula incluye la célula primaria del sujeto y su progenie.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "célula T humana" o "célula T" se refiere a una célula T aislada de
un donante humano. Las células T humanas, y las células que provienen de los mismos, incluyen células T aisladas30
que no se han pasado en cultivo, células T que han sido pasadas y mantenidas en condiciones de cultivo celular sin
inmortalización, y células T que han sido inmortalizadas y se pueden mantener en condiciones de cultivo celular
indefinidamente.

Tal como se utiliza en el presente documento, una "célula asesina natural humana" o "célula NK humana" o "célula
asesina natural" o "célula NK" se refiere a un tipo de linfocito citotóxico fundamental para el sistema inmunitario innato.35
El papel que desempeñan las células NK es análogo al de las células T citotóxicas en la respuesta inmunitaria
adaptativa de los vertebrados. Las células NK proporcionan respuestas rápidas a las células infectadas por el virus y
responden a la formación de tumores, actuando alrededor de 3 días después de la infección. Las células NK humanas
y las células derivadas de las mismas incluyen células NK aisladas que no se han sometido a pases en cultivo, células
NK que se han sometido a pases y se han mantenido en condiciones de cultivo celular sin inmortalización, y células40
NK que se han inmortalizado y se pueden mantener en condiciones de cultivo celular indefinidamente.

Tal como se utiliza en  el presente documento, un "control" o "célula de control" se refiere a una célula que proporciona
un punto de referencia para medir los cambios en el genotipo o fenotipo de una célula modificada genéticamente. Una
célula de control puede comprender, por ejemplo: (a) una célula de tipo salvaje, es decir, del mismo genotipo como
material de partida para la alteración genética que dio como resultado la célula genéticamente modificada; (b) una45
célula del mismo genotipo que la célula modificada genéticamente pero que se ha transformado con una construcción
nula (es decir, con un constructo que no tiene ningún efecto conocido sobre el rasgo de interés); o, (c) una célula
genéticamente idéntica a la célula modificada genéticamente pero que no está expuesta a condiciones o estímulos o
modificaciones genéticas adicionales que inducirían la expresión de un genotipo o fenotipo alterado.

El término "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para lograr50
resultados biológicos y/o clínicos beneficiosos o deseables. La cantidad variará en función de la formulación o
composición terapéutica(por ejemplo, célula modificada genéticamente, célula CAR-T, célula CAR-NK), de la
enfermedad y su gravedad, y de la edad, el peso, la condición física y la capacidad de respuesta del sujeto a tratar.
En realizaciones específicas, una cantidad efectiva de una célula que comprende un dominio coestimulador divulgado
en el presente documento o las composiciones farmacéuticas divulgadas en el presente documento reduce al menos55
un síntoma o la progresión de una enfermedad.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "tratar" o "tratamiento" significa reducir la frecuencia o la
gravedad de al menos un signo o síntoma de una enfermedad o trastorno experimentado por un sujeto.
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Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "cáncer" debe entenderse que abarca cualquier enfermedad
neoplásica (sea o no invasiva o metastásica) que se caracteriza por un crecimiento celular anormal. Los cánceres
invasivos o metastásicos tienen el potencial de extenderse a otras partes del cuerpo. Los cánceres con una división
celular incontrolada pueden causar un crecimiento maligno o tumores, mientras que los cánceres con células que se
dividen lentamente pueden causar un crecimiento benigno o tumores.5

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "carcinoma" se refiere a un crecimiento maligno formado por
células epiteliales.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "leucemia" se refiere a las enfermedades malignas de los
órganos/sistemas hematopoyéticos y se caracteriza generalmente por una proliferación y desarrollo anormal de los
leucocitos y sus precursores en la sangre y la médula ósea.10

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "sarcoma" se refiere a un tumor que está formado por una
sustancia como el tejido conectivo embrionario y que generalmente está compuesto por células estrechamente
empaquetadas incrustadas en una sustancia fibrilar, heterogénea u homogénea.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "melanoma" se refiere a un tumor que surge del sistema
melanocítico de la piel y otros órganos.15

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "linfoma" se refiere a un grupo de tumores de células
sanguíneas que se desarrollan a partir de linfocitos.

Tal y como se utiliza en este documento, el término "blastoma" se refiere a un tipo de cáncer que está causado por
neoplasias en células precursoras o blastos (tejido inmaduro o embrionario).

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "meganucleasa" se refiere a una endonucleasa que se une20
al ADN de doble cadena en una secuencia de reconocimiento que es superior a 12 pares de bases. En algunas
realizaciones, la secuencia de reconocimiento de una meganucleasa de la presente divulgación es de 22 pares de
bases. Una meganucleasa puede ser una endonucleasa que proviene de I-CreI, y puede referirse a una variante de
ingeniería de I-CreI que se ha modificado en relación con la I-CreI natural con respecto a, por ejemplo, la especificidad
de unión al ADN, la actividad de escisión del ADN, la afinidad de unión al ADN o propiedades de dimerización. Los25
procedimientos para producir tales variantes modificadas de I-Crel son conocidos en la técnica (por ejemplo el
documento WO 2007/047859). Una meganucleasa, tal como se utiliza en el presente documento, se une al ADN de
doble cadena como un heterodímero. Una meganucleasa también puede ser una "meganucleasa de cadena única"
en la que un par de dominios de unión al ADN se unen en un solo polipéptido utilizando un enlazador peptídico. La
expresión "endonucleasa de anidamiento" es sinónimo del término "meganucleasa". Las meganucleasas de la30
presente divulgación son sustancialmente no tóxicas cuando se expresan en células, particularmente en células B
humanas, de tal manera que las células se pueden transfectar y mantener a 37 ºC sin observar efectos nocivos sobre
la viabilidad celular o reducciones significativas en la actividad de escisión de meganucleasa cuando se mide usando
los procedimientos descritos en el presente documento.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "meganucleasa de cadena única" se refiere a un polipéptido35
que comprende un par de subunidades de nucleasa unidas por un enlazador. Una meganucleasa de cadena única
tiene la organización: Subunidad N-terminal - Enlazador- Subunidad C-terminal. Las dos subunidades de
meganucleasa serán generalmente no idénticas en la secuencia de aminoácidos y reconocerán secuencias de ADN
no idénticas. Así, las meganucleasas de cadena única suelen escindir secuencias de reconocimiento
pseudopalindrómicas o no palindrómicas. Una meganucleasa de cadena sencilla se puede denominar "heterodímero40
de cadena sencilla" o "meganucleasa heterodimérica de cadena sencilla" aunque no es, de hecho, dimérica. En aras
de la claridad, a menos que se especifique otra cosa, la expresión "meganucleasa" se puede referir a una
meganucleasa dimérica o monocatenaria.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "enlazador" se refiere a una secuencia peptídica exógena
utilizada para unir dos subunidades de meganucleasas en un solo polipéptido. Un enlazador puede tener una45
secuencia que se encuentra en las proteínas naturales, o puede ser una secuencia artificial que no se encuentra en
ninguna proteína natural. Un enlazador puede ser flexible y carecer de estructura secundaria o puede tener una
propensión a formar una estructura tridimensional específica bajo condiciones fisiológicas. Un enlazador puede incluir,
sin limitación, cualquiera de los abarcados por las Patentes de Estados Unidos Nos 8,445,251 y 9,434,931..

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "nucleasa de dedos de zinc" o "ZFN" se refiere a las50
proteínas quiméricas que comprenden un dominio de unión al ADN de dedos de zinc fusionado a un dominio de
nucleasa de una endonucleasa o exonucleasa, incluyendo, pero sin limitarse a ello, una endonucleasa de restricción,
una endonucleasa de anidamiento, una nucleasa S1, una nucleasa de judía mungo, una ADNsa I pancreática, una
nucleasa micrococal y una endonucleasa HO de levadura. Los dominios de nucleasas útiles para el diseño de
nucleasas de dedos de zinc incluyen los de una endonucleasa de restricción de tipo IIs, incluyendo pero sin limitarse55
a la enzima de restricción FokI, FoM, StsI. Otras endonucleasas de restricción de tipo II se describen en la Publicación
Internacional No WO 2007/014275. La estructura de un dominio de dedo de zinc se estabiliza mediante la coordinación
de un ion de zinc. Las proteínas de unión al ADN que comprenden uno o más dominios de dedos de zinc se unen al
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ADN de forma específica a la secuencia. El dominio del dedo de zinc se puede rediseñar a través de medios racionales
o experimentales para producir una proteína que se une a una secuencia de ADN predeterminada de ~18 pares de
bases de longitud. Véase, por ejemplo, La Pat. de los EE.UU. Nº 5.789.538, 5.925.523, 6.007.988, 6.013.453,
6.200.759 y la publicación internacional núm WO 95/19431, WO 96/06166, WO 98/53057, WO 98/54311, WO
00/27878, WO 01/60970, WO 01/88197 y WO 02/099084. Al fusionar este dominio proteico de ingeniería con la5
nucleasa FokI, es posible dirigir las roturas de ADN con especificidad a nivel del genoma. La selección de los sitios
objetivo, las proteínas de dedos de zinc y los procedimientos para el diseño y la construcción de nucleasas de dedos
de zinc son conocidos por los expertos en la materia y se describen en detalle en Publicaciones de EE.UU. nº
20030232410, 20050208489, 2005064474, 20050026157, 20060188987 y la Publicación Internacional No WO
07/014275.10

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TALEN" se refiere a una endonucleasa que comprende un
dominio de unión al ADN que comprende una pluralidad de repeticiones del dominio TAL fusionado a un dominio de
nucleasa o a una porción activa del mismo de una endonucleasa o exonucleasa, incluyendo, pero sin limitarse a, una
endonucleasa de restricción, una endonucleasa de anidamiento, una nucleasa S1, una nucleasa de judía mungo, una
DNAse I pancreática, una nucleasa micrococal y una endonucleasa HO de levadura. Véase, por ejemplo, Christian et15
al. (2010) Genetics 186:757-761.

Los dominios de nucleasas útiles para el diseño de TALENs incluyen los de una endonucleasa de restricción de tipo
IIs, incluyendo pero no limitándose a FokI, FoM, StsI, HhaI, HindIII, Nod, BbvCI, EcoRI, BglI y AlwI. Otras
endonucleasas de restricción de tipo II se describen en la Publicación Internacional No WO 2007/014275. En algunas20
realizaciones, el dominio nucleasa del TALEN es un dominio nucleasa FokI o una porción activa del mismo. Las
repeticiones del dominio TAL pueden derivarse de la familia de proteínas TALE (efector similar al activador de la
transcripción) utilizadas en el proceso de infección por patógenos vegetales del género Xanthomonas . Las
repeticiones del dominio TAL son secuencias de 33-34 aminoácidos con los aminoácidos 12 y 13 divergentes. Estas
dos posiciones, denominadas dipéptido variable repetido (RVD), son muy variables y muestran una fuerte correlación25
con el reconocimiento de nucleótidos específicos. Cada par de bases de la secuencia diana de ADN es contactado
por una sola repetición de TAL, con la especificidad resultante de la RVD. En algunas realizaciones, el TALEN
comprende 16-22 repeticiones de dominio TAL. Las escisiones del ADN por un TALEN requiere dos regiones de
reconocimiento del ADN que flanquean una región central inespecífica (es decir , el "espaciador"). El término
"espaciador" en referencia a un TALEN se refiere a la secuencia de ácido nucleico que separa las dos secuencias de30
ácido nucleico reconocidas y unidas por cada monómero que constituye un TALEN. Las repeticiones del dominio TAL
pueden ser secuencias nativas de una proteína TALE de origen natural o pueden ser rediseñadas por medios
racionales o experimentales para producir una proteína que se una a una secuencia de ADN predeterminada (véase,
por ejemplo, Boch et al. (2009), Science 326(5959): 1509-1512 y Moscou y Bogdanove (2009) Science 326(5959):
1501). Véase también, la publicación estadounidense nº 20110145940 y la Publicación Internacional No WO35
2010/079430 para los procedimientos de ingeniería de un TALEN para reconocer una secuencia específica y ejemplos
de RVDs y sus correspondientes nucleótidos objetivo. En algunas realizaciones, cada monómero de la nucleasa (por
ejemplo, FokI) puede fusionarse con una secuencia efectora TAL que reconoce una secuencia de ADN diferente, y
sólo cuando los dos sitios de reconocimiento están cerca, los monómeros inactivos se unen para crear una enzima
funcional.40

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "TALEN compacta" se refiere a una endonucleasa que
comprende un dominio de unión al ADN con una o más repeticiones del dominio TAL fusionadas en cualquier
orientación a cualquier porción de la endonucleasa de localización I-TevI o a cualquiera de las endonucleasas
enumeradas en la Tabla 2 de la Solicitud de EE.UU. nº 20130117869, incluyendo, pero no limitada a, MmeI, EndA,
End1, I-BasI, I-TevII, I-TevIII, I-TwoI, MspI, MvaI, NucA y NucM. Los TALEN compactos no requieren dimerización45
para la actividad de procesamiento del ADN, lo que alivia la necesidad de sitios objetivo dobles con espaciadores de
ADN intervinientes. En algunas realizaciones, el TALEN compacto comprende entre 16 y 22 repeticiones de dominio
TAL.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "CRISPR" se refiere a una endonucleasa con base en la
caspasa que comprende una caspasa, tal como Cas9, y un ARN guía que dirige la escisión del ADN de la caspasa al50
hibridarse con un sitio de reconocimiento en el ADN genómico. El componente caspasa de una CRISPR es una
endonucleasa de ADN guiada por ARN. En ciertas realizaciones, la caspasa es una enzima Cas de clase II. En algunas
de estas realizaciones, la caspasa es una enzima de clase II, tipo II, como Cas9. En otras realizaciones, la caspasa
es una enzima de clase II, tipo V, como la Cpf1. El ARN guía comprende una repetición directa y una secuencia guía
(a menudo denominada espaciador en el contexto de un sistema CRISPR endógeno), que es complementaria al sitio55
de reconocimiento de la diana. En ciertas realizaciones, el CRISPR comprende además un tracrRNA (ARN trans-
activador CRISPR) que es complementario (total o parcialmente) a una secuencia de repetición directa (a veces
denominada secuencia tracr-mate) presente en el ARN guía. En particular, la caspasa puede estar mutada con
respecto a una enzima correspondiente de tipo salvaje, de manera que la enzima carece de la capacidad de escindir
una cadena de un polinucleótido diana, funcionando como una nicasa, escindiendo sólo una cadena del ADN diana.60
Ejemplos no limitantes de enzimas caspasas que funcionan como nicasas incluyen las enzimas Cas9 con una
mutación D10A dentro del dominio catalítico RuvC I, o con una mutación H840A, N854A o N863A.
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Tal como se usa en el presente documento, el término "megaTAL" se refiere a una nucleasa de cadena sencilla que
comprende un dominio de unión al ADN efector de tipo activador de la transcripción (TALE) con una endonucleasa de
anidamiento, específica de secuencia, de ingeniería.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "secuencia de reconocimiento" se refiere a una secuencia
de ADN que está unida y escindida por una endonucleasa. En el caso de una meganucleasa, una secuencia de5
reconocimiento comprende un par de "medios sitios" invertidos de 9 pares de bases que están separados por cuatro
pares de bases. En el caso de una meganucleasa de cadena sencilla, el dominio N-terminal de la proteína contacta
con un primer semisitio y el dominio C-terminal de la proteína contacta con un segundo semisitio. La escisión por una
meganucleasa produce cuatro "salientes" de pares de bases en 3'. Los "salientes" o "extremos adhesivos" son
segmentos cortos de ADN monocatenarios de cadena sencilla que se pueden producir mediante la escisión por10
endonucleasa de una secuencia de ADN bicatenario. En el caso de meganucleasas y meganucleasas de cadena
sencilla derivadas de I-CreI, el saliente comprende las bases 10-13 de la secuencia de reconocimiento de 22 pares de
bases. En el caso de un TALEN compacto, la secuencia de reconocimiento comprende una primera secuencia
CNNNGN que es reconocida por el dominio I-TevI, seguido de un espaciador no específico de 4-16 pares de bases
de longitud, seguido de una segunda secuencia de 16-22 pb de longitud que es reconocida por el dominio efector TAL15
(esta secuencia típicamente tiene una base de T en 5'). La escisión por un TALEN compacto produce dos salientes
de pares de bases en 3'. En el caso de una CRISPR, la secuencia de reconocimiento es la secuencia, típicamente de
16-24 pares de bases, a la que el ARN guía se une a la escisión directa de Cas9. La complementariedad total entre la
secuencia guía y la secuencia de reconocimiento no es necesariamente necesaria para efectuar la escisión. La
escisión por una CRISPR puede producir extremos romos (como por una caspasa de clase II, tipo II) o extremos20
sobresalientes (como por una caspasa de clase II, tipo V), dependiendo de la caspasa. En aquellas realizaciones en
las que se utiliza una caspasa CpfI, la escisión por el complejo CRISPR que comprende la misma dará lugar a salientes
de 5' y, en ciertas realizaciones, a salientes de 5 nucleótidos. Cada enzima caspasa también requiere el
reconocimiento de una secuencia PAM (motivo adyacente al protoespaciador) que esté cerca de la secuencia de
reconocimiento complementaria al ARN guía. La secuencia precisa, los requisitos de longitud de la PAM y la distancia25
a la secuencia diana difieren según la enzima caspasa, pero las PAM suelen ser secuencias de 2 a 5 pares de bases
adyacentes a la secuencia diana/de reconocimiento. Las secuencias PAM para determinadas enzimas caspasas son
conocidas en la técnica (véase, por ejemplo, la patente estadounidense nº 8.697.359 y Publicación estadounidense nº
20160208243) y las secuencias PAM para enzimas caspasas nuevas o modificadas pueden identificarse utilizando
procedimientos conocidos en la técnica, como un ensayo de agotamiento de PAM (véase, por ejemplo, Karvelis et al.30
(2017) Methods 121-122 3-8.)

Tal como se usa en el presente documento, la expresión "sitio diana" o "secuencia diana" se refiere a una región del
ADN cromosómico de una célula que comprende una secuencia de reconocimiento para una nucleasa.

Tal y como se utiliza en el presente documento, los términos "gen del receptor de células T alfa" o "gen del TCR alfa"
son intercambiables y se refieren al locus de una célula T que codifica la subunidad del receptor de células T alfa. El35
receptor de células T alfa puede referirse al número de identificación del gen 6955 del NCBI, antes o después del
reordenamiento. Tras el reordenamiento, el gen del receptor de células T alfa comprende un promotor endógeno,
segmentos V y J reordenados, un sitio donante de empalme endógeno, un intrón, un sitio aceptor de empalme
endógeno y el locus de la región constante del receptor de células T alfa, que comprende los exones codificantes de
la subunidad.40

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "gen de la región constante del receptor de células T alfa" se
refiere a la secuencia de codificación del gen del receptor de células T alfa. El gen de la región constante del receptor
de células T alfa incluye la secuencia de tipo salvaje, y sus variantes funcionales, identificadas por el NCBI Gen ID
NO. 28755.

Tal como se utiliza en el presente documento, la indicación de un intervalo numérico para una variable pretende45
transmitir que la presente divulgación puede practicarse con la variable igual a cualquiera de los valores dentro de ese
intervalo. Así, para una variable que es intrínsecamente discreta, la variable puede ser igual a cualquier valor entero
dentro del intervalo numérico, incluyendo los puntos finales del intervalo. Del mismo modo, para una variable que es
intrínsecamente continua, la variable puede ser igual a cualquier valor real dentro del intervalo numérico, incluyendo
los puntos finales del intervalo. A modo de ejemplo, y sin limitación, una variable que se describe con valores entre 050
y 2 puede tomar los valores 0, 1 o 2 si la variable es intrínsecamente discreta, y puede tomar los valores 0,0, 0,1, 0,01,
0,001, o cualquier otro valor real ≧0 y ≦2 si la variable es intrínsecamente continua.

2.1 Principio de la invención

La invención está definida por las reivindicaciones adjuntas.

La presente divulgación se basa, en parte, en el descubrimiento de que los dominios coestimuladores de ingeniería55
pueden demostrar una actividad equivalente o superior en comparación con los dominios coestimuladores
convencionales. En ejemplos específicos, los dominios coestimuladores aquí divulgados tienen una actividad
coestimuladora equivalente o superior en términos de proliferación celular tras la activación inducida por antígenos y/o
la secreción de citoquinas. En algunas realizaciones, se proporciona una molécula de ácido nucleico que comprende
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una secuencia de ácido nucleico que codifica uno de los dominios coestimuladores divulgados en el presente
documento. En algunas realizaciones, el dominio coestimulador se expresa en una célula modificada genéticamente
como parte de un contructo tal como, por ejemplo, un receptor de antígeno quimérico o un constructo regulador
inducible. En consecuencia, se proporcionan células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores aquí
divulgados, así como procedimientos para fabricar células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores.5
Además, se divulgan en el presente documento células modificadas genéticamente que comprenden un dominio
coestimulador divulgado en el presente documento para su uso en la reducción de los síntomas o la gravedad de una
enfermedad. En algunas realizaciones, la administración de células modificadas genéticamente que comprenden los
dominios coestimuladores divulgados en el presente documento reduce los síntomas o la gravedad de las
enfermedades, como los cánceres, los trastornos autoinmunes y otras afecciones que pueden ser objeto de las células10
modificadas genéticamente de la presente divulgación. También se divulgan en el presente documento composiciones
farmacéuticas que comprenden una célula genéticamente modificada divulgada en el presente documento y un
portador farmacéuticamente aceptable para su uso en procedimientos de inmunoterapia para tratar el cáncer en un
sujeto que lo necesite.

2.2 Moléculas de ácido nucleico que codifican dominios coestimuladores15

Se proporcionan aquí moléculas de ácido nucleico que codifican novedosos dominios coestimuladores y variantes de
los mismos que tienen actividad coestimuladora (es decir, variantes activas). La actividad coestimuladora de un
dominio individual puede determinarse utilizando cualquier procedimiento conocido en la técnica que mida la
activación, la proliferación y la secreción de citoquinas de las células, como las células inmunitarias. Un ejemplo de
este procedimiento es el divulgado en Linsley et al., Journal of Experimental Medicine 176 (1992), 1595-604. Otros20
ejemplos incluyen los procedimientos aquí descritos para medir la proliferación celular y la secreción de citoquinas.

En consecuencia, se proporcionan moléculas de ácido nucleico que comprenden secuencias de ácido nucleico que
codifican los dominios coestimuladores establecidos en las SEQ ID NO: 5-8 y sus variantes activas. En concreto, la
secuencia de ácido nucleico establecida en la SEQ ID NO: 1 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 5,
denominado en el presente documento dominio de Novell. La secuencia de ácido nucleico establecida en la SEQ ID25
NO: 2 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 6, denominado en el presente documento dominio Novel3. La
secuencia de ácido nucleico establecida en la SEQ ID NO: 3 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 7,
denominado en el presente documento dominio Novel5. La secuencia de ácido nucleico establecida en la SEQ ID NO:
4 codifica el dominio coestimulador de SEQ ID NO: 8, denominado en el presente documento dominio Novel6.

También se proporcionan en el presente documento variantes activas de las secuencias de ácido nucleico que30
codifican los dominios coestimuladores divulgados en el presente documento, en las que las secuencias de ácido
nucleico variantes codifican un dominio que tiene actividad coestimuladora. Además, se proporcionan variantes de los
dominios coestimuladores divulgados aquí que conservan la actividad coestimuladora. Tal como se usa en el presente
documento, "variantes" pretende significar secuencias sustancialmente similares. Se pretende que una "variante" de
polipéptido signifique un polipéptido que proviene del polipéptido "natural" mediante deleción o adición de uno o más35
aminoácidos en uno o más sitios internos en la proteína natural y/o sustitución de uno o más aminoácidos en uno o
más sitios en el polipéptido natural. Asimismo, un polinucleótido "variante" es un polinucleótido derivado del
polinucleótido "nativo" por deleción y/o adición de uno o más ácidos nucleicos en uno o más sitios de la secuencia de
nucleótidos nativa. Tal como se usa en el presente documento, un polinucleótido o polipéptido "natural" comprende
una secuencia original a partir de la cual se obtienen las variantes. Las secuencias parentales de ácido nucleico de40
los polinucleótidos variantes que codifican los dominios coestimuladores pueden incluir las SEQ ID NO: 1-4. Asimismo,
las secuencias polipeptídicas parentales de los polipéptidos variantes que codifican los novedosos dominios
coestimuladores pueden incluir las SEQ ID NOs: 5-8.

0094]  Los polipéptidos varfiantes abarcados por las divulgaciones son biológicamente activos. Es decir, siguen
poseyendo la actividad biológica deseada de la proteína nativa; es decir , la actividad coestimuladora. Dichas variantes45
pueden, por ejemplo, ser resultado de la manipulación humana. Variantes biológicamente activas de un dominio
coestimulador nativo de la divulgación (por ejemplo, SEQ ID NOs: 5-8), o variantes de las secuencias de ácido nucleico
nativas (por ejemplo, SEQ ID NOs:  1-4) que codifica los dominios coestimuladores descritos en este documento,
tendrán al menos aproximadamente 40 %, aproximadamente 45 %, aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %,
aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente50
80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %,
aproximadamente 93 %, aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente
97 %, aproximadamente 98 %, o aproximadamente 99 %, de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos
del polipéptido nativo o la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido nativo, según lo determinado por los
programas de alineamiento de secuencias y los parámetros descritos en otra parte del presente documento. Una55
variante biológicamente activa de un dominio coestimulador de la divulgación puede diferir de ese dominio
coestimulador polipéptido en tan pocos como aproximadamente 1-20 residuos de aminoácidos, tan pocos como
aproximadamente 1-10, tan pocos como aproximadamente 1-5, tan pocos como aproximadamente 4, tan pocos como
4, 3, 2, o incluso 1 residuo de aminoácido.

Los polipéptidos de las realizaciones se pueden alterar de diversas maneras, incluyendo sustituciones, eliminaciones,60
truncamientos e inserciones de aminoácidos. Los procedimientos para tales manipulaciones son generalmente
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conocidos en la técnica. Por ejemplo, las variantes de la secuencia de aminoácidos se pueden preparar mediante
mutaciones en el ADN. Los procedimientos para mutagénesis y alteraciones de polinucleótidos son bien conocidos en
la técnica. Véase, por ejemplo, Kunkel (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488-492 Kunkel et al. (1987) Methods in
Enzymol. 154:367-382 Pat. de EE.UU. No. 4,873,192 Walker y Gaastra, eds. (1983) Techniques in Molecular Biology
(MacMillan Publishing Company, Nueva York) y las referencias allí citadas. Se pueden encontrar directrices sobre las5
sustituciones de aminoácidos apropiadas que no afectan a la actividad biológica de la proteína de interés en el modelo
de Dayhoff et al. (1978) Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C.). Las
sustituciones conservadoras, tales como el cambio de un aminoácido por otro con propiedades similares, pueden ser
óptimas.

Dependiendo del contexto, "fragmento" se refiere a una porción de la secuencia de aminoácidos de un polipéptido o10
proteína, o polinucleótido que codifica una porción de la secuencia de aminoácidos de un polipéptido o proteína. Los
fragmentos pueden conservar la actividad de la proteína original y, por lo tanto, dichos fragmentos "activos" incluyen,
por ejemplo, fragmentos de dominio coestimulador, como un fragmento de cualquiera de las SEQ ID NO: 5-8 que
conserva la actividad coestimuladora. Un fragmento de una secuencia de nucleótidos que codifica un dominio
coestimulador, como un fragmento de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-4 puede codificar un fragmento de proteína15
que es biológicamente activo. Se puede preparar un fragmento de nucleótido biológicamente activo aislando una
porción de una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio coestimulador, expresando la porción codificada
del dominio coestimulador y evaluando la actividad de la porción codificada del dominio coestimulador. Los fragmentos
de dominios coestimuladores incluyen fragmentos de las SEQ ID NOS: 5-8. Los fragmentos de dominios
coestimuladores comprenden al menos aproximadamente 15, 20, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 o 42 aminoácidos.20

Las variantes o fragmentos de los dominios coestimuladores divulgados en el presente documento pueden
comprender al menos un motivo de unión al Factor Asociado al TNFR (TRAF), referido en el presente documento
como motivos TRAF. Los ejemplos de motivos TRAF proporcionados en el presente documento incluyen, pero no se
limitan a, QMED (SEQ ID NO:9), QEED (SEQ ID NO:10) y EEEG (SEQ ID NO:11). Por ejemplo, las variantes o
fragmentos activos de los dominios coestimuladores aquí divulgados pueden comprender la SEQ ID NO: 9 y las SEQ25
ID NO: 10 y 11.

Los dominios coestimuladores o variantes o fragmentos de los mismos pueden comprender dos motivos TRAF
separados por una región espaciadora. Como se utiliza en el presente documento, el término "región espaciadora" se
refiere a la región entre dos motivos TRAF predichos de un dominio coestimulador. La región espaciadora puede
comprender una de las siguientes secuencias de aminoácidos: ASSCRCPQ  SEQ ID NO: 12), ASSCRFPE (SEQ ID30
NO: 13), ASSCRFPQ (SEQ ID NO: 14), y ASSCRAPS (SEQ ID NO: 15). En variantes específicas de dominios
coestimuladores activos, la región espaciadora de SEQ ID NO: 12 se encuentra entre los motivos de unión a TRAF de
SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 11. En otras variantes activas de dominios coestimuladores, la región espaciadora de
SEQ ID NO: 13 se encuentra entre los motivos de unión a TRAF de SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11. En algunas
variantes activas de dominios coestimuladores, la región espaciadora de SEQ ID NO: 14 se encuentra entre los35
motivos de unión a TRAF de SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 11. En otras variantes activas de dominios coestimuladores,
la región espaciadora de SEQ ID NO: 15 se encuentra entre los motivos de unión a TRAF de SEQ ID NO: 10 y SEQ
ID NO: 11. Alternativamente, la región espaciadora podría ser cualquier secuencia que mantenga la actividad
coestimuladora del dominio variante.

En ciertas realizaciones, se proporcionan casetes de expresión o constructos de expresión para la expresión de al40
menos un dominio coestimulador divulgado aquí, o una variante activa del mismo, en una célula. En algunas
realizaciones, el casete incluye secuencias reguladoras 5' y 3' enlazadas operativamente a una molécula de ácido
nucleico proporcionada en el presente documento que codifica un novedoso dominio coestimulador, o una variante
activa del mismo. Se entiende por "operativamente enlazado" un enlace funcional entre dos o más elementos. Por
ejemplo, un enlace operable entre una secuencia de ácido nucleico que codifica un dominio coestimulador como se45
divulga en el presente documento y una secuencia reguladora (por ejemplo, un promotor) es un enlace funcional que
permite la expresión de la secuencia de ácido nucleico que codifica el dominio coestimulador. Los elementos
enlazados operativamente pueden ser contiguos o no contiguos. Cuando se utiliza para referirse a la unión de dos
regiones codificantes de proteínas, por operwtivamente enlazado se entiende que las regiones codificantes están en
el mismo marco de lectura.50

En algunas realizaciones, el casete comprende además al menos un gen adicional para ser co-transformado en una
célula. En otras realizaciones, el o los genes adicionales se proporcionan en múltiples casetes de expresión. En
algunas realizaciones, dicho casete de expresión está provisto de una pluralidad de sitios de restricción y/o sitios de
recombinación para la inserción de un polinucleótido recombinante que estará bajo la regulación transcripcional de las
regiones reguladoras. En algunas realizaciones, el casete de expresión contiene además genes marcadores55
seleccionables.

En algunas realizaciones, el casete de expresión incluye en la dirección 5'-3' de la transcripción, una región de
iniciación transcripcional y traslacional ( es decir, un promotor), una secuencia de ácido nucleico que codifica un
dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se divulga en el presente documento, y una región de
terminación transcripcional y traslacional ( es decir, una región de terminación) funcional en las células modificadas60
genéticamente de la presente divulgación. Las regiones reguladoras (es decir, los promotores, las regiones
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reguladoras de la transcripción y las regiones de terminación de la traducción) y/o una molécula de ácido nucleico
proporcionada en el presente documento pueden ser nativas/análogas a la célula huésped o entre sí. Alternativamente,
las regiones reguladoras y/o una molécula de ácido nucleico proporcionadas en el presente documento pueden ser
heterólogas a la célula huésped o entre sí. Tal y como se utiliza en el presente documento, "heteróloga" en referencia
a una secuencia es una secuencia que se origina en una especie extranjera o, si es de la misma especie, está5
sustancialmente modificada de su forma nativa en composición y/o locus genómico por la intervención humana
deliberada. Por ejemplo, un promotor enlazado operativamente a una molécula de ácido nucleico heteróloga es de
una especie diferente a la especie de la que se derivó la molécula de ácido nucleico, o, si es de la misma especie o
de una especie análoga, uno o ambos están sustancialmente modificados con respecto a su forma original y/o locus
genómico, o el promotor no es el promotor nativo de la molécula de ácido nucleico enlazada operativamente.10
Alternativamente, las regiones reguladoras y/o una molécula de ácido nucleico proporcionadas en el presente
documento pueden ser totalmente sintéticas.

La región de terminación puede ser nativa con la región de iniciación transcripcional, puede ser nativa con la molécula
de ácido nucleico enlazada operativamente, puede ser nativa con el huésped celular, o puede derivarse de otra fuente
(es decir, ajena o heteróloga) al promotor, la molécula de ácido nucleico, el huésped celular, o cualquier combinación15
de los mismos. Al preparar el casete de expresión, los diversos fragmentos de ADN pueden ser manipulados, de
manera que las secuencias de ADN estén en la orientación adecuada. Con este fin, se pueden emplear adaptadores
o enlazadores para unir los fragmentos de ADN o se pueden realizar otras manipulaciones para proporcionar sitios de
restricción convenientes, eliminar el ADN superfluo, eliminar los sitios de restricción o similares. Para ello, pueden
intervenir la mutagénesis in vitro , la reparación de cebadores, la restricción, el recocido, las resustituciones, por20
ejemplo, las transiciones y las transversiones.

En algunas realizaciones, se utilizan varios promotores en los casetes de expresión aquí proporcionados. Un ejemplo
de promotor adecuado es la secuencia promotora temprana inmediata del citomegalovirus (CMV). Esta secuencia
promotora es una secuencia promotora constitutiva fuerte, capaz de impulsar altos niveles de expresión de cualquier
secuencia polinucleotídica unida operativamente a ella. Otro ejemplo de promotor adecuado es el factor de crecimiento25
de elongación-1α (EF-1α). Sin embargo, también pueden utilizarse otras secuencias promotoras constitutivas, como,
por ejemplo, el promotor temprano del virus simio 40 (SV40), el virus del tumor mamario del ratón (MMTV), el promotor
de la repetición terminal larga (LTR) del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el promotor del MoMuLV un
promotor del virus de la leucemia aviar, un promotor temprano inmediato del virus de Epstein-Barr, un promotor del
virus del sarcoma de Rous, así como promotores de genes humanos como, por ejemplo, el promotor de la actina, el30
promotor de la miosina, el promotor de la hemoglobina y el promotor de la creatina quinasa. Además, la presente
divulgación no debe limitarse al uso de promotores constitutivos. Los promotores inducibles también se contemplan
como parte de la presente divulgación. El uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de
activar la expresión de la secuencia polinucleotídica a la que está enlazado operativamente cuando se desea dicha
expresión, o de desactivar la expresión cuando no se desea. Los ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero no35
se limitan a un promotor de metalotioneína, un promotor de glucocorticoides, un promotor de progesterona y un
promotor de tetraciclina. También se contemplan promotores sintéticos como parte de la presente divulgación, por
ejemplo, el promotor JeT (véase, WO/2002/012514).

En algunas realizaciones, los promotores se seleccionan en función del resultado deseado. Se reconoce que las
diferentes aplicaciones pueden ser mejoradas por el uso de diferentes promotores en los casetes de expresión para40
modular el tiempo, la ubicación y/o el nivel de expresión de los polinucleótidos aquí divulgados. Tales constructos de
expresión también pueden contener, si se desea, una región reguladora del promotor (por ejemplo, una que confiera
una expresión inducible, constitutiva, regulada por el entorno o el desarrollo, o específica/selectiva de la célula o el
tejido), un sitio de inicio de la transcripción, un sitio de unión al ribosoma, una señal de procesamiento del ARN, un
sitio de terminación de la transcripción, y/o una señal de poliadenilación.45

Para evaluar la expresión de un dominio coestimulador o de un polipéptido CAR que comprenda un dominio
coestimulador, el casete de expresión puede contener también un gen marcador seleccionable o un gen informador,
o ambos, para facilitar la identificación y selección de las células expresantes de la población de células que se
pretende transfectar o infectar mediante vectores virales. En otros aspectos, el marcador seleccionable puede llevarse
en un fragmento separado de ADN y utilizarse en un procedimiento de cotransfección. Tanto los marcadores50
seleccionables como los genes informadores pueden estar flanqueados por secuencias reguladoras adecuadas para
permitir la expresión en las células huésped. Los marcadores seleccionables útiles incluyen, por ejemplo, genes de
resistencia a los antibióticos y genes marcadores fluorescentes.

Se proporcionan casetes de expresión que comprenden moléculas de ácido nucleico que codifican CARs que incluyen
al menos un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, divulgada en el presente documento. Tal y como55
se utiliza en el presente documento, un "casete de expresión de CAR" se refiere a un casete de expresión que
comprende al menos una molécula de ácido nucleico que codifica un CAR. Un casete de expresión de CAR puede
codificar un CAR sin un dominio coestimulador. Un casete de expresión de CAR también puede codificar un CAR que
comprenda un dominio coestimulador tal como se divulga en el presente documento, o puede codificar un CAR que
comprenda un dominio coestimulador que no se divulga en el presente documento. Por ejemplo, un casete de60
expresión puede comprender una o más secuencias que codifican un dominio de unión al ligando extracelular y un
dominio estimulador intracelular que comprende un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se
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divulga en el presente documento. El dominio de unión al ligando extracelular puede ser específico para un antígeno
de una célula cancerosa, como, por ejemplo, un antígeno específico del linfoma de células B.

El casete de expresión puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD 19, el dominio coestimulador de
Novell (SEQ ID NO: 5), o una variante activa del mismo, y un dominio de señalización CD3ζ. El casete de expresión
puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD19, el dominio coestimulador Novel3 (SEQ ID NO: 6), o una5
variante activa del mismo, y un dominio de señalización CD3ζ. El casete de expresión puede codificar un CAR que
comprende un scFv anti-CD19, el dominio coestimulador Novel5 (SEQ ID NO: 7), o una variante activa del mismo, y
un dominio de señalización CD3ζ. El casete de expresión puede codificar un CAR que comprende un scFv anti-CD19,
el dominio coestimulador Novel6 (SEQ ID NO: 8), o una variante activa del mismo, y un dominio de señalización CD3ζ.
Se contempla que estos casetes de expresión pueden ser diseñados para tener especificidad para cualquier antígeno10
o molécula específica de la enfermedad.

También se proporcionan casetes de expresión que comprenden moléculas de ácido nucleico que codifican un
constructo regulador inducible que incluye al menos un dominio coestimulador divulgado en el presente documento, o
una variante activa del mismo. Tal como se utiliza en el presente documento, un "casete de expresión reguladora" se
refiere a un casete de expresión que comprende una molécula de ácido nucleico que codifica un constructo regulador15
inducible. Un casete de expresión puede ser tanto un casete de expresión CAR como un casete de expresión
regulador. Un único casete de expresión puede comprender una secuencia de nucleótidos que codifique un CAR que
no comprenda un dominio coestimulador de cualquiera de las SEQ ID NO: 5-8, o fragmentos activos o variantes de
las mismas, y una secuencia de nucleótidos que codifica un constructo regulador inducible como se describe en el
presente documento.20

Por ejemplo, en algunas realizaciones, los casetes de expresión comprenden secuencias que codifican un dominio de
unión y al menos un dominio coestimulador, o una variante activa del mismo, como se divulga en el presente
documento, en el que una pequeña molécula, anticuerpo u otra molécula se une al dominio de unión para inducir la
dimerización de dos constructos reguladores inducibles. En algunas realizaciones, dicha dimerización inicia la señal
coestimuladora a la célula para promover la proliferación, la supervivencia y/o la secreción de citoquinas. En algunas25
realizaciones, en las que el dominio de unión puede unir una pequeña molécula, el dominio de unión comprende un
análogo de FKBP12 (por ejemplo, que comprende una sustitución F36V) y la pequeña molécula es rimiducid (es decir,
AP1903). En la presente divulgación se contempla cualquier dominio de unión conocido en la técnica que sea útil en
dichos constructos reguladoras inducibles, como los interruptores de seguridad de células CAR-T y similares.

El casete de expresión puede codificar un constructo regulador inducible que comprende un dominio de unión y el30
dominio coestimulador de Novell (SEQ ID NO: 5), o una variante activa del mismo. El casete de expresión puede
codificar un constructo regulador inducible que comprende un dominio de unión y el dominio coestimulador Novel13
(SEQ ID NO: 6), o una variante activa del mismo. El casete de expresión puede codificar un constructo regulador
inducible que comprende un dominio de unión y el dominio coestimulador Novel5 (SEQ ID NO: 7), o una variante
activa del mismo. El casete de expresión puede codificar un constructo regulador inducible que comprende un dominio35
de unión y el dominio coestimulador Novel6 (SEQ ID NO: 8), o una variante activa del mismo.

También se proporcionan aquí vectores que comprenden las moléculas de ácido nucleico que codifican los novedosos
dominios coestimuladores de la presente divulgación. En algunas realizaciones, los vectores comprenden una
molécula de ácido nucleico que codifica los novedosos dominios coestimuladores o un casete de expresión como se
divulga en el presente documento. En algunas realizaciones, los ácidos nucleicos que codifican los dominios40
coestimuladores aquí divulgados se clonan en varios tipos de vectores. Por ejemplo, en algunas realizaciones el ácido
nucleico se clona en un vector que incluye, entre otros, un plásmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal
y un cósmido. Los vectores de especial interés son los de expresión, los vectores de replicación, los vectores de
generación de sondas y los vectores de secuenciación.

En realizaciones específicas, las moléculas de ácido nucleico que codifican un dominio coestimulante se proporcionan45
en vectores virales, tales como vectores retrovirales, vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales
adenoasociados (AAV). La tecnología de vectores virales es bien conocida en la técnica y se describe, por ejemplo,
en Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York), y en
otros manuales de virología y biología molecular. Los virus útiles como vectores incluyen, entre otros, los retrovirus,
los adenovirus, los virus adenoasociados, los virus del herpes y los lentivirus. En general, un vector adecuado contiene50
un origen de replicación funcional en al menos un organismo, una secuencia promotora, sitios de endonucleasas de
restricción convenientes, y uno o más marcadores seleccionables, (por ejemplo, WO 01/96584 WO 01/29058y U.S.
Pat. Nº 6.326.193).

2.3 Receptores quiméricos de antígenos (CAR) y constructos reguladores inducibles

En el presente documento se proporcionan células modificadas genéticamente que expresan un receptor de antígeno55
quimérico (CAR) de superficie celular. Generalmente, un CAR de la presente divulgación comprenderá al menos un
dominio extracelular y un dominio intracelular. En algunas realizaciones, el dominio extracelular comprende un
elemento de unión específico de la diana, también denominado dominio o fracción de unión al ligando. En algunas
realizaciones, el dominio intracelular, o dominio citoplasmático, comprende al menos un dominio coestimulador, o una

E20176441
08-08-2022ES 2 925 644 T3



20

variante activa del mismo, como se divulga en el presente documento, y uno o más dominios de señalización como,
por ejemplo, CD3 ζ. Por ejemplo, los CAR divulgados en el presente documento pueden comprender un dominio
intracelular que comprenda al menos un dominio coestimulador, como los proporcionados en las SEQ ID NO: 5-8, o
una variante activa del mismo. Los CARs divulgados en el presente documento pueden comprender al menos dos
dominios coestimuladores, en los que al menos uno de los dominios coestimuladores se establece en las SEQ ID5
NOs: 5-8, o un fragmento activo o una variante divulgada en el presente documento.

En algunas realizaciones, un CAR de la presente divulgación comprende un elemento de unión extracelular, específico
de la diana, denominado de otro modo como dominio o fracción de unión al ligando. La elección del dominio de unión
al ligando depende del tipo y número de ligandos que definen la superficie de una célula objetivo. Por ejemplo, el
dominio de unión al ligando puede elegirse para reconocer un ligando que actúe como marcador de la superficie celular10
en las células diana asociadas a un estado de enfermedad concreto. Por lo tanto, los ejemplos de marcadores de
superficie celular que pueden actuar como ligandos para el dominio de unión a ligando en el CAR de la presente
divulgación pueden incluir aquellos asociados con infecciones virales, bacterianas y parasitarias, enfermedades
autoinmunes y células cancerosas. En algunas realizaciones, el CAR de la presente divulgación se diseña para
dirigirse a un antígeno tumoral de interés mediante la ingeniería de una fracción de unión al ligando deseada que se15
une específicamente a un antígeno en una célula tumoral. En el contexto de la presente divulgación, "antígeno tumoral"
se refiere a antígenos comunes a trastornos hiperproliferativos específicos como el cáncer.

En algunas realizaciones, e dominio de unión al ligando extracelular es específico para cualquier antígeno o epítopo
de interés. Como ejemplos no limitativos, en algunas realizaciones el antígeno de la diana es un antígeno de superficie
asociado a un tumor, como ErbB2 (HER2/neu), antígeno carcinoembrionario (CEA), molécula de adhesión de células20
epiteliales (EpCAM), receptor del factor de crecimiento epidérmico ( EGFR), variante III de EGFR (EGFRvIII), CD19,
CD20, CD30, CD40, disialogangliósido GD2, mucina ductal-epitelial, gp36, TAG-72, glucoesfingolípidos, antígeno
asociado a glioma, gonadotropina coriónica humana B, alfafetoproteína (AFP), AFP reactivo con lectina, tiroglobulina,
RAGE-1, MN-CA IX, transcriptasa inversa de telomerasa humana, RU1, RU2 (AS), carboxil esterasa intestinal, mut
hsp70-2, M-CSF, prostasa, antígeno prostático específico (PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGA-la, p53, prostein, PSMA,25
supervivencia y telomerasa, antígeno tumoral de carcinoma de próstata-1 (PCTA-1), MAGE, ELF2M, elastasa de
neutrófilos, efrina B2, CD22, factor de crecimiento de insulina (IGFl)-l, IGF-II, receptor IGFI, mesotelina, una molécula
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que presenta un epítope peptídico específico del tumor pe, 5T4,
ROR1, Nkp30, NKG2D, antígenos del estroma tumoral, el dominio extra A (EDA) y el dominio extra B (EDB) de
fibronectina y el dominio Al de tenascina-C (TnC Al) y proteína asociada a fibroblastos (fap); un antígeno específico30
de linaje o específico de tejido como CD3, CD4, CD8, CD24, CD25, CD33, CD34, CD133, CD138, CTLA-4, B7-1
(CD80), B7-2 (CD86), endoglina, un importante molécula del complejo de histocompatibilidad (MHC), BCMA (CD269,
TNFRSF 17), CS1 o un antígeno de superficie específico del virus, como un antígeno específico del VIH (como la
gpl20 del VIH); un antígeno específico de EBV, un antígeno específico de CMV, un antígeno específico de HPV como
las oncoproteínas E6 o E7, un antígeno específico del virus de Lasse, un antígeno específico del virus de la influenza,35
así como cualquier derivado o variante de estos marcadores de superficie . En una realización particular de la
invención, el dominio de unión al ligando es específico para CD19.

En algunas realizaciones, el dominio extracelular de un receptor de antígeno quimérico también puede comprender
un autoantígeno (véase, Payne et al. (2016) Science, Vol. 353 (6295): 179-184), que puede ser reconocido por los
receptores de células B específicas de autoantígeno en linfocitos B, dirigiendo así a las células T al direccionamiento40
y la destrucción específica de los linfocitos B autorreactivos en enfermedades autoinmunes mediadas por anticuerpos.
Dichos CARs pueden denominarse receptores quiméricos de autoanticuerpos (CAARs), y la incorporación de uno o
más dominios coestimuladores descritos en el presente documento en dichos CAARs está comprendida en la presente
divulgación.

En algunas realizaciones, un CAR divulgado en el presente documento comprende además un dominio45
transmembrana que une el dominio de unión al ligando extracelular o al autoantígeno con los dominios de señalización
intracelular y coestimuladores. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana es un polipéptido transmembrana
CD8α.

El dominio de señalización intracelular de un CAR de la presente divulgación es responsable de la activación de al
menos una de las funciones efectoras normales de la célula en la que se ha colocado el CAR y/o la activación de las50
vías proliferativas y de supervivencia celular. El término "función efectora" se refiere a una función especializada de
una célula. La función efectora de una célula T, por ejemplo, puede ser la actividad citolítica o la actividad de ayuda,
incluida la secreción de citoquinas. Un dominio de señalización intracelular, como el CD3 ζ, puede proporcionar una
señal de activación a la célula en respuesta a la unión del dominio extracelular. Como se ha comentado, la señal de
activación puede inducir una función efectora de la célula como, por ejemplo, la actividad citolítica o la secreción de55
citoquinas.

En algunas realizaciones, el dominio intracelular incluye uno o más dominios coestimuladores intracelulares, como los
descritos en el presente documento, que transmiten una señal coestimuladora que promueve la proliferación celular,
la supervivencia celular y/o la secreción de citoquinas tras la unión del dominio extracelular. En algunas realizaciones,
dichos dominios coestimuladores intracelulares incluyen, sin limitación, cualquier dominio coestimulador divulgado en60
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el presente documento o aquellos dominios conocidos en la técnica, como, por ejemplo, un dominio CD28, un dominio
4-1BB, un dominio OX-40, un dominio ICOS o un dominio CD27.

También se proporcionan aquí células modificadas genéticamente que expresan un constructo regulador inducible.
En algunas realizaciones, un constructo regulador inducible es un constructo transmembrana o intracelular que se
expresa en una célula y que proporciona una señal coestimuladora inducible para promover la proliferación celular, la5
supervivencia celular y/o la secreción de citoquinas. En algunas realizaciones, los constructos reguladores inducibles
comprenden uno o más dominios coestimuladores, como los descritos en el presente documento y/u otros conocidos
en la técnica, que proporcionan una señal coestimuladora tras la activación. Generalmente, una señal coestimuladora
puede ser inducida, por ejemplo, por la homodimerización de dos polipéptidos de construcción reguladora inducible.
Un constructo regulador inducible comprende típicamente un dominio de unión que permite la homodimerización tras10
la unión de una pequeña molécula, un anticuerpo u otra molécula que permite la homodimerización de dos polipéptidos
de la construcción. La dimerización puede iniciar la señal coestimulatoria a la célula para promover la proliferación, la
supervivencia y/o la secreción de citoquinas. En algunas realizaciones, en las que el dominio de unión se une a una
pequeña molécula, el dominio de unión comprende un análogo de FKBP12 (por ejemplo, que comprende una
sustitución F36V) y la pequeña molécula es rimiducid (es decir, AP1903). En la presente divulgación se contempla15
cualquier dominio de unión conocido en la técnica que sea útil en dichos constructos reguladoras inducibles, como los
interruptores de seguridad de células CAR-T y similares.

El dominio de señalización intracelular de un CAR de la presente divulgación puede comprender un dominio de
señalización derivado de CD3 ζ y al menos un dominio coestimulador novedoso, como SEQ ID NO: 5-8, o una variante
activa del mismo.20

Los constructos reguladores inducibles aquí divulgados pueden comprender un dominio de unión, que permite la
dimerización de dos constructos, y al menos un novedoso dominio coestimulador, como la SEQ ID NO: 5-8, o una
variante activa de la misma.

2.4 Procedimientos para producir vectores virales recombinantes

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona vectores AAV recombinantes para su uso en los25
procedimientos de la presente divulgación. Los vectores de AAV recombinantes se producen típicamente en líneas
celulares de mamíferos tales como HEK-293. Dado que los genes virales cap y rep se eliminan del vector para evitar
su autorreplicación y para dejar espacio a los genes terapéuticos que se van a suministrar (por ejemplo, el gen de la
endonucleasa), es necesario proporcionarlos en trans en la línea celular de empaquetamiento. Además, es necesario
proporcionar los componentes "ayudantes" (por ejemplo, adenovirales) necesarios para apoyar la replicación (Cots et30
al. Gene Ther. 13(5): 370-81). Con frecuencia, los vectores AAV recombinantes se producen utilizando una triple
transfección en la que una línea celular se transfecta con un primer plásmido que codifica los componentes
"ayudantes", un segundo plásmido que comprende los genes cap y rep , y un tercer plásmido que comprende los ITR
virales que contienen la secuencia de ADN iinterviniente que se empaquetará en el virus. Las partículas virales que
comprenden un genoma (ITR y genes intervinientes de interés) encerrado en una cápside se aíslan entonces de las35
células mediante ciclos de congelación-descongelación, sonicación, detergente u otros medios conocidos en la
técnica. A continuación, las partículas se purifican mediante centrifugación en gradiente de densidad con cloruro de
cesio o cromatografía de afinidad y, posteriormente, se suministran a los genes de interés en células, tejidos u
organismo, tal como un paciente humano. En consecuencia, se proporcionan procedimientos en el presente
documento para producir vectores AAV recombinantes que comprenden al menos una secuencia de ácido nucleico40
que codifica un dominio coestimulador descrito en el presente documento, como las SEQ ID NO: 5-8, o sus variantes
activas. Asimismo, se proporcionan procedimientos en el presente documento para producir vectores AAV
recombinantes que codifican CARs o constructos reguladores inducibles que incluyen al menos un dominio
coestimulador descrito en el presente documento, como las SEQ ID NOs: 5-8, o sus variantes activas.

En algunas realizaciones, la transferencia genética se lleva a cabo mediante vectores lentivirales. Los lentivirus, a45
diferencia de otros retrovirus, pueden utilizarse en algunos contextos para transducir ciertas células que no se dividen.
Entre los ejemplos no limitantes de vectores lentivirales se incluyen los derivados de un lentivirus, como el virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), el VIH-2, el virus de la inmunodeficiencia simia (VIS), el virus linfotrópico T
humano 1 (HTLV-1), el HTLV-2 o el virus de la anemia por infección equina (E1AV). Por ejemplo, se han generado
vectores lentivirales mediante la atenuación múltiple de los genes de virulencia del VIH, por ejemplo, se eliminan los50
genes env, vif, vpr, vpu y nef, lo que hace que el vector sea más seguro para fines terapéuticos. Los vectores
lentivirales son conocidos en la técnica, véase Naldini et al, (1996 y 1998); Zufferey et al, (1997); Dull et al, 1998, Pat.
de EE.UU. Números 6.013.516 y 5.994.136). En algunas realizaciones, estos vectores virales están basados en
plásmidos o en virus, y están configurados para llevar las secuencias esenciales para incorporar ácido nucleico
extraño, para la selección y para la transferencia del ácido nucleico a una célula huésped. Los lentivirus conocidos55
pueden obtenerse fácilmente de depósitos o colecciones como la American Type Culture Collection ("ATCC"; 10801
University Blvd., Manassas, Va. 20110-2209), o aislarse de fuentes conocidas mediante técnicas comúnmente
disponibles.

En realizaciones específicas, los vectores lentivirales se preparan utilizando un plásmido que codifica los genes gag,
pol, tat y rev clonados a partir del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y un segundo plásmido que codifica la60
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proteína de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G) utilizado para pseudotipificar las partículas virales.
Puede utilizarse un vector de transferencia, como el vector pCDH-EF1-MCS, con un promotor adecuado, como el
promotor JeT o el promotor EF1. Los dominios de señalización de CAR, como los dominios coestimuladores aquí
divulgados, y las variantes activas de los mismos, pueden insertarse a continuación del promotor, seguidos de un
IRES y GFP. A continuación, los tres plásmidos pueden transfectarse en células lentivirus, como las células Lenti-X-5
293T, y los lentivirus pueden cosecharse, concentrarse y cribarse tras un tiempo de incubación adecuado. En
consecuencia, se proporcionan procedimientos en el presente documento para producir vectores lentivirales
recombinantes que comprenden al menos una secuencia de ácido nucleico un dominio coestimulador descrito en el
presente documento, como SEQ ID NOs: 5-8, o sus variantes activas. Asimismo, se proporcionan procedimientos en
el presente documento para producir vectores lentivirales recombinantes que codifican un CAR o un constructo10
regulador inducible que incluye al menos un dominio coestimulador descrito en el presente documento, como las SEQ
ID NO: 5-8, o sus variantes activas.

2.5 Células modificadas genéticamente y poblaciones de las mismas que comprenden novedosos dominios
coestimuladores

En el presente documento se proporcionan células modificadas genéticamente para que contengan al menos un15
novedoso dominio coestimulador, como la SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de las mismas, tal y como se describe
en el presente documento. La célula modificada genéticamente puede comprender una molécula de ácido nucleico
que codifica un CAR o un constructo regulador inducible que incorpora al menos un novedoso dominio coestimulador
descrito en el presente documento, como la SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa de la misma. En diferentes
variaciones de la presente divulgación, una molécula de ácido nucleico o un casete de expresión que codifica un20
novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento está presente dentro del genoma de la célula
modificada genéticamente o, alternativamente, no está integrado en el genoma de la célula. En algunas realizaciones
en las que la molécula de ácido nucleico o el casete de expresión no está integrado en el genoma, la molécula de
ácido nucleico o el casete de expresión está presente en la célula modificada genéticamente en un constructo de ADN
recombinante, en un ARNm, en un genoma viral o en otro ácido nucleico que no está integrado en el genoma de la25
célula. En realizaciones particulares, la célula modificada genéticamente puede comprender una molécula de ácido
nucleico que codifica un dominio coestimulador descrito en el presente documento y comprender además al menos
un casete de expresión divulgado en el presente documento que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica
un CAR que no comprende un dominio coestimulador divulgado en el presente documento y/o una secuencia de
nucleótidos que codifica un constructo regulador inducible.30

En algunas células modificadas genéticamente incluidas en el presente documento, la molécula de ácido nucleico que
codifica un CAR o un constructo regulador inducible que incorpora al menos un novedos dominio coestimulador
descrito en el presente documento, se posiciona con el gen del receptor de células T alfa endógeno de la célula. En
algunas de estas realizaciones, la molécula de ácido nucleico se posiciona dentro del gen de la región constante del
receptor de células T alfa endógeno, como por ejemplo dentro del exón 1 del gen de la región constante del receptor35
de células T alfa.

Las células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores, o sus variantes activas, pueden ser células
eucariotas. Las células que comprenden los novedosos dominios coestimuladores, o variantes activas de los mismos,
pueden ser células T o células NK, particularmente células T o NK humanas. Las células pueden ser células T
primarias o células NK primarias.40

Las células T y las células NK pueden obtenerse de varias fuentes, incluyendo las células mononucleares de la sangre
periférica, la médula ósea, el tejido de los ganglios linfáticos, la sangre del cordón umbilical, el tejido de un sitio de
infección, la ascitis, el derrame pleural, el tejido del bazo y los tumores. Se puede utilizar cualquier número de líneas
de células T y NK disponibles en la técnica. Las células T y las células NK pueden obtenerse a partir de una unidad
de sangre recogida de un sujeto utilizando cualquier técnica conocida por el artesano experto. Las células de la sangre45
circulante de un individuo pueden obtenerse por aféresis.

Las células modificadas genéticamente que comprenden los novedosos dominios coestimuladores aquí divulgados, o
variantes activas de los mismos, pueden exhibir una mayor proliferación en comparación con las células de control
apropiadas sin el novedoso dominio coestimulador, o variante activa del mismo. Las células que comprenden los
novedosos dominios coestimuladores aquí divulgados, o variantes activas de los mismos, pueden presentar además50
una mayor activación y proliferación in vitro o in vivo tras la estimulación con un antígeno apropiado. Por ejemplo, las
células, como las células CAR-T y las células CAR-NK, pueden mostrar un aumento de la activación, la proliferación
y/o el aumento de la secreción de citoquinas en comparación con una célula de control sin los novedosos dominios
coestimuladores divulgados en el presente documento, o variantes activas de los mismos. El aumento de la secreción
de citoquinas puede incluir el aumento de la secreción de IFN-γ, IL-2, TNF-α, entre otros. Los procedimientos para55
medir la activación celular y la producción de citoquinas son bien conocidos en la técnica, y algunos procedimientos
adecuados se proporcionan en los ejemplos del presente documento.

La presente divulgación proporciona además una población de células modificadas genéticamente que comprende
una pluralidad de células modificadas genéticamente descritas en el presente documento, que comprenden en su
genoma una molécula de ácido nucleico que codifica un CAR o un constructo regulador inducible que incorpora al60
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menos un dominio coestimulador novedoso descrito en el presente documento, como SEQ ID NO: 5-8, o una variante
activa del mismo. Así, en diversas realizaciones de la invención, se proporciona una población de células modificadas
genéticamente en la que al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al
menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el
65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al5
menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o hasta el 100%, de las células de la población
son una célula modificada genéticamente que comprende un novedoso dominio coestimulador divulgado en el
presente documento. En ciertas realizaciones, se proporciona una población de células modificadas genéticamente
en la que al menos el 10%, al menos el 15%, al menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%,
al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el 50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos10
el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al
menos el 97%, al menos el 98%, al menos el 99%, o hasta el 100%, de las células de la población expresan un CAR
que comprende un novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento. En otras realizaciones, se
proporciona una población de células modificadas genéticamente en la que al menos el 10%, al menos el 15%, al
menos el 20%, al menos el 25%, al menos el 30%, al menos el 35%, al menos el 40%, al menos el 45%, al menos el15
50%, al menos el 55%, al menos el 60%, al menos el 65%, al menos el 70%, al menos el 75%, al menos el 80%, al
menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, al menos el
99%, o hasta el 100%, de las células de la población expresan un constructo regulador inducible que comprende un
novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento y un CAR que no comprende un dominio
coestimulador descrito en el presente documento.20

2.6 Procedimientos para producir células genéticamente modificadas

La presente divulgación proporciona procedimientos para producir células modificadas genéticamente que
comprenden los novedosos dominios coestimuladores divulgados en el presente documento, o variantes activas de
los mismos. Se proporcionan procedimientos para modificar la célula a fin de que comprenda una molécula de
secuencia de ácido nucleico que codifique un CAR que incorpore al menos un dominio coestimulador novedoso, como25
la SEQ ID NOs: 5-8, o una variante activa del mismo. También se proporcionan procedimientos para modificar la célula
para que comprenda una molécula de ácido nucleico que codifique un constructo regulador inducible que incorpore al
menos un dominio coestimulador novedoso, como las SEQ ID NO: 5-8, o una variante activa del mismo. En diferentes
aspectos de la presente divulgación, una molécula de ácido nucleico o casete de expresión que codifica un novedoso
dominio coestimulador divulgado en el presente documento, o una variante activa del mismo, se integra en el genoma30
de la célula o, alternativamente, no se integra en el genoma de la célula.

En algunas realizaciones, el ADN o el ARN que codifica los novedosos dominios coestimuladores (o CARs o
constructos reguladores inducibles) divulgados aquí se introduce en una célula utilizando cualquier tecnología
conocida en el arte. En realizaciones específicas, los vectores o casetes de expresión que comprenden los ácidos
nucleicos que codifican los novedosos dominios coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles)35
divulgados aquí se introducen en una célula utilizando un vector viral. Tales vectores son conocidos en la técnica e
incluyen vectores lentivíricos, vectores adenovíricos y vectores de virus adenoasociados (AAV) (revisados en
Vannucci, et al. (2013 New Microbiol. 36:1-22). Los vectores de AAV recombinantes útiles en la presente divulgación
pueden tener cualquier serotipo que permita la transducción del virus en la célula y la inserción del gen de la nucleasa
en el genoma celular. Los vectores AAV recombinantes útiles en la divulgación pueden tener cualquier serotipo que40
permita la transducción del virus en la célula y la inserción del gen de la nucleasa en el genoma celular. En
realizaciones particulares, los vectores AAV recombinantes tienen un serotipo de AAV2 o AAV6. Los vectores AAV
recombinantes también pueden ser autocomplementarios, de modo que no requieren la síntesis de ADN de segunda
cadena en la célula huésped (McCarty, et al. (2001) Gene Ther. 8:1248-54).

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico o los casetes de expresión aquí divulgados se entregan en45
una célula en forma de ADN (por ejemplo, ADN plasmídico circular o linealizado o productos de PCR) o ARN. En
algunas realizaciones en las que los genes de las nucleasas de ingeniería se entregan en forma de ADN (por ejemplo
, plásmido) y/o a través de un vector viral (por ejemplo , AAV o vector lentiviral), están operablemente enlazados a un
promotor o se encuentran en un casete de expresión divulgado en el presente documento. En algunas realizaciones,
este puede ser un promotor vírico tal como promotores endógenos del vector vírico (por ejemplo, el LTR de un vector50
lentivírico) o los promotores tempranos conocidos de citomegalovirus o virus SV40. En otras realizaciones, el promotor
es un promotor sintético, como el promotor JeT. En ciertas realizaciones, los genes que codifican los novedosos
dominios coestimuladores o CARs divulgados en el presente documento están operablemente enlazados a un
promotor que impulsa la expresión del gen preferentemente en la célula diana (por ejemplo, una célula T humana).

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico o los casetes de expresión que codifican dominios55
coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados en el presente documento, se acoplan de
forma covalente o no covalente a una nanopartícula o se encapsulan dentro de dicha nanopartícula utilizando
procedimientos conocidos en la técnica (Sharma, et al. (2014) Biomed Res Int. 2014). Una nanopartícula es un sistema
de suministro a nanoescala cuya escala de longitud es <1 µm, preferentemente <100 nm. Dichas nanopartículas se
pueden diseñar utilizando un núcleo compuesto de metal, lípido, polímero, o macromolécula biológica, y se pueden60
unir o encapsular múltiples copias de las proteínas, ARNm o ADN de la meganucleasa recombinante con el núcleo de
nanopartículas. Esto aumenta el número de copias de la proteína/ARN/ADN que se entrega a cada célula y, por lo
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tanto, aumenta la expresión intracelular de cada nucleasa de ingeniería para maximizar la probabilidad de que se
expresen los dominios coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles). La superficie de tales
nanopartículas se puede modificar adicionalmente con polímeros o lípidos (por ejemplo, quitosán, polímeros
catiónicos, o lípidos catiónicos) para formar una nanopartícula de núcleo cubierto cuya superficie confiere
funcionalidades adicionales para mejorar el suministro celular y la absorción de la carga útil (Jian et al. (2012)5
Biomaterials. 33(30): 7621-30). Además, las nanopartículas pueden acoplarse ventajosamente a moléculas de
orientación para dirigir la nanopartícula al tipo de célula apropiado y/o aumentar la probabilidad de captación celular.
Los ejemplos de tales moléculas de direccionamiento incluyen anticuerpos específicos para los receptores de la
superficie celular y los ligandos naturales (o porciones de los ligandos naturales) para los receptores de la superficie
celular.10

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico o los casetes de expresión que codifican dominios
coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados en el presente documento, se encapsulan
dentro de liposomas o se complejan utilizando lípidos catiónicos (véase, por ejemplo, LIPOFECTAMINE, Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA Zuris et al. (2015) Nat Biotechnol. 33: 73-80; Mishra et al. (2011) J Drug Deliv.
2011:863734). Las formulaciones de liposomas y lipoplex pueden proteger la carga útil de la degradación y facilitar la15
absorción celular y la eficiencia de la administración a través de la fusión y/o la alteración de las membranas celulares
de las células.

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico o los casetes de expresión que codifican dominios
coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados en el presente documento, se encapsulan
dentro de andamios poliméricos(por ejemplo, PLGA) o se complejan utilizando polímeros catiónicos (por ejemplo, PEI,20
PLL) (Tamboli et al. (2011) Ther Deliv. 2(4): 523-536). En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico o los
casetes de expresión que codifican dominios coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles)
divulgados aquí, se combinan con moléculas anfifílicas que se autoensamblan en micelas (Tong et al. (2007) J Gene
Med. 9(11): 956-66). Las micelas poliméricas pueden incluir una cubierta micelar formada con un polímero hidrofílico
(por ejemplo, polietilenglicol) que puede prevenir la agregación, enmascarar las interacciones de carga y reducir las25
interacciones inespecíficas fuera de la célula.

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico o los casetes de expresión que codifican dominios
coestimuladores (o CARs o constructos reguladores inducibles) divulgados aquí, se formulan como emulsiones para
su entrega a la célula. El término "emulsión" se refiere, sin limitación, a cualquier dispersión o gota de aceite en agua,
de agua en aceite, de agua en aceite o de aceite en agua en aceite, incluyendo las estructuras lipídicas que pueden30
formarse como resultado de las fuerzas hidrófoboas que alejan los residuos apolares (por ejemplo, las cadenas largas
de hidrocarburos) del agua y los grupos de cabeza polar hacia el agua, cuando una fase inmiscible de agua se mezcla
con una fase acuosa. Estas otras estructuras lipídicas incluyen, pero no se limitan a, vesículas lipídicas unilamelares,
paucilamelares y multilamelares, micelas y fases laminares. Las emulsiones están compuestas por una fase acuosa
y una fase lipofílica (que suele contener un aceite y un disolvente orgánico). Las emulsiones también suelen contener35
uno o más tensioactivos. Las formulaciones en nanoemulsión son bien conocidas, por ejemplo, las descritas en
Solicitud de Patente de EE.UU. No. 2002/0045667 y 2004/0043041y Pat. de EE.UU. Nos. 6,015,832, 6,506,803,
6,635,676, y 6,559,189.

En algunas realizaciones, moléculas de ácido nucleico o casetes de expresión que codifican dominios coestimuladores
(o CAR o constructos reguladores inducibles) divulgadas en el presente documento, se unen covalentemente a, o se40
asocian no covalentemente con, conjugados poliméricos multifuncionales, dendrímeros de ADN y dendrímeros
poliméricos (Mastorakos et al. (2015) Nanoscale. 7(9): 3845-56; Cheng et al. (2008) J Pharm Sci. 97(1): 123-43). La
generación de dendrímeros puede controlar la capacidad y el tamaño de la carga útil, y puede proporcionar una alta
capacidad de carga útil. Además, la presentación de múltiples grupos de superficie se puede aprovechar para mejorar
la estabilidad y reducir las interacciones inespecíficas.45

Los procedimientos de introducción y expresión de genes en una célula son conocidos en la técnica. En el contexto
de un vector de expresión, el vector puede introducirse fácilmente en una célula huésped, por ejemplo, una célula de
mamífero, de bacteria, de levadura o de insecto por cualquier procedimiento de la técnica. Por ejemplo, el vector de
expresión puede transferirse a una célula huésped por medios físicos, químicos o biológicos. Los procedimientos
físicos para introducir un polinucleótido en una célula huésped incluyen la precipitación de fosfato de calcio, la50
lipofección, el bombardeo de partículas, la microinyección, la electroporación y otros similares. Los procedimientos
para producir células que comprenden vectores y/o ácidos nucleicos exógenos son bien conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
Nueva York). Un procedimiento preferido para la introducción de un polinucleótido en una célula huésped es la
transfección con fosfato de calcio. Los procedimientos biológicos para introducir un polinucleótido de interés en una55
célula huésped incluyen el uso de vectores de ADN y ARN. Los vectores virales, y especialmente los retrovirales, se
han convertido en el procedimiento más utilizado para insertar genes en células de mamíferos, por ejemplo, humanas.
Otros vectores virales pueden derivarse de lentivirus, poxvirus, virus del herpes simple I, adenovirus y virus adeno-
asociados, y similares. Véase, por ejemplo, la Pat. de los EE.UU. Números 5.350.674 y 5.585.362. Los medios
químicos para introducir un polinucleótido en una célula huésped incluyen sistemas de dispersión coloidal, como60
complejos de macromoléculas, nanocápsulas, microesferas, perlas y sistemas basados en lípidos, incluyendo
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emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal ejemplar para su uso como
vehículo de administración in vitro e in vivo es un liposoma ( por ejemplo, una vesícula de membrana artificial).

En algunas realizaciones, la invención proporciona además la introducción de las moléculas de ácido nucleico o los
casetes de expresión aquí divulgados en el gen del receptor de células T alfa. En ciertas realizaciones, la molécula
nucleica o los casetes de expresión se introducen en una secuencia de reconocimiento presente en el gen de la región5
constante del receptor de células T alfa, que comprende las secuencias de codificación de la subunidad del receptor
de células T alfa. Como tal, la introducción de las moléculas de ácido nucleico o de los casetes de expresión interrumpe
la expresión de la subunidad alfa del receptor endógeno de células T y, en consecuencia, interrumpe la expresión del
receptor endógeno de células T. En realizaciones particulares, dichas secuencias de reconocimiento pueden estar
presentes dentro del exón 1 del gen de la región constante del receptor de células T alfa.10

En realizaciones particulares, la introducción de una molécula de ácido nucleico que codifica un dominio coestimulador
divulgado en el presente documento en una célula, como una célula T o una célula NK, puede aumentar la activación,
la proliferación y/o la secreción de citoquinas de la célula en comparación con una célula de control sin el dominio
coestimulador divulgado en el presente documento. En algunas realizaciones, la activación, la proliferación y/o la
secreción de citoquinas de una célula pueden aumentarse in vitro o in vivo mediante la introducción de una molécula15
de ácido nucleico que codifica un dominio coestimulador divulgado en el presente documento.

En algunas realizaciones, la introducción de al menos un dominio coestimulador novedoso, o un fragmento activo o
una variante del mismo, en una célula, como una célula T o una célula NK, prolonga el periodo de proliferación celular
y/o la expansión de la población celular, y/o retrasa el agotamiento celular, en comparación con las células de control
sin el dominio coestimulador novedoso divulgado en el presente documento. Los procedimientos para medir la20
expansión y el agotamiento de las células (como la expansión y el agotamiento de las células T o NK) son conocidos
en la técnica y se divulgan en el presente documento.

2.7 Composiciones farmacéuticas

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una composición farmacéutica que comprende una
célula modificada genéticamente, o una población de células modificadas genéticamente, de la divulgación y un25
portador farmacéutico. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden preparar de acuerdo con técnicas conocidas.
Véase, por ejemplo Remington, The Science And Practice of Pharmacy (21st ed. 2005). En la fabricación de una
formulación farmacéutica según la divulgación, las células se mezclan típicamente con un portador farmacéuticamente
aceptable y la composición resultante se administra a un sujeto. El vehículo debe, por supuesto, ser aceptable en el
sentido de ser compatible con cualquier otro ingrediente en la formulación y no debe ser perjudicial para el sujeto. En30
algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgación pueden comprender además uno
o más agentes adicionales útiles en el tratamiento de una enfermedad en el sujeto. En otras realizaciones, cuando la
célula genéticamente modificada es una célula T humana genéticamente modificada (o una célula derivada de ella),
las composiciones farmacéuticas de la divulgación pueden incluir además moléculas biológicas, como citoquinas (por
ejemplo, IL-2, IL-7, IL-15, y/o IL-21), que promueven la proliferación celular in vivo y el injerto. Las composiciones35
farmacéuticas que comprenden células genéticamente modificadas de la presente divulgación se pueden administrar
en la misma composición que un agente adicional o molécula biológica o, como alternativa, se pueden coadministrar
en composiciones separadas.

La presente divulgación también proporciona células modificadas genéticamente, o poblaciones de las mismas,
descritas en el presente documento para su uso como medicamento. Se divulga además el uso de un vector viral40
descrito en el presente documento en la fabricación de un medicamento para tratar una enfermedad en un sujeto que
lo necesite. En un aspecto de este tipo, el medicamento es útil para la inmunoterapia del cáncer en sujetos que lo
necesitan.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas y medicamenttos de la presente divulgación son útiles
para el tratamiento de cualquier estado de enfermedad al que se dirige la inmunoterapia adoptiva de células T. En una45
realización particular, las composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente divulgación son útiles como
inmunoterapia en el tratamiento del cáncer. Ejemplos no limitantes de cáncer que pueden tratarse con las
composiciones farmacéuticas y los medicamentos de la presente divulgación son carcinomas, linfomas, sarcomas,
melanomas, blastomas, leucemias y tumores de células germinales, incluyendo pero sin limitarse a los cánceres de
origen de células B, neuroblastoma, osteosarcoma, cáncer de próstata, carcinoma de células renales,50
rabdomiosarcoma, cáncer de hígado, cáncer gástrico, cáncer de hueso, cáncer de páncreas, cáncer de piel, cáncer
de cabeza o cuello, cáncer de mama, cáncer de pulmón, melanoma maligno cutáneo o intraocular, cáncer de riñón,
cáncer de útero, cáncer de ovario, cáncer colorrectal, cáncer de colon, cáncer de recto, cáncer de la región anal,
cáncer de estómago, cáncer de testículo, cáncer de útero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del
endometrio, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no Hodgkin, cáncer55
del esófago, cáncer del intestino delgado, cáncer del sistema endocrino, cáncer de la glándula tiroidea, cáncer de la
glándula paratiroidea, cáncer de la glándula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cáncer de la uretra, cáncer del
pene, tumores sólidos de la infancia, linfoma linfocítico, cáncer de vejiga, cáncer de riñón o uréter, carcinoma de pelvis
renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje
espinal, glioma del tronco cerebral, adenoma hipofisario, sarcoma de Kaposi, cáncer epidermoide, cáncer de células60
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escamosas, cánceres inducidos por el medio ambiente, incluidos los inducidos por el amianto, mieloma múltiple,
linfoma de Hodgkin, linfomas no Hodgkin, linfoma mieloide agudo leucemia mielógena crónica, leucemia linfoide
crónica, linfoma inmunoblástico de células grandes, leucemia linfoblástica aguda, micosis fungoide, linfoma anaplásico
de células grandes y linfoma de células T, y cualquier combinación de dichos cánceres. En ciertas realizaciones, los
cánceres de origen de células B incluyen, sin limitación, la leucemia linfoblástica aguda de linaje B, la leucemia5
linfocítica crónica de células B, el linfoma difuso de células B grandes, la ALL pre-B (indicación pediátrica), el linfoma
de células del manto, el linfoma folicular, el linfoma de zona marginal, el linfoma de Burkitt y el linfoma no Hodgkin de
células B.

2.8 Procedimientos para administrar células genéticamente modificadas

Otro aspecto divulgado en el presente documento es la administración de las células modificadas genéticamente de10
la presente divulgación a un sujeto que las necesite. Las composiciones farmacéuticas aquí descritas pueden
administrarse a un sujeto que las necesite. Por ejemplo, una cantidad eficaz de una población de células que
comprende un novedoso dominio coestimulador descrito en el presente documento, o una variante activa del mismo,
puede administrarse a un sujeto que tenga una enfermedad. La enfermedad puede ser un cáncer, como un cáncer de
origen de células B. Así, la presente divulgación también proporciona un procedimiento para proporcionar una15
respuesta inmunitaria mediada por células T a una población celular o tejido diana en un mamífero, que comprende el
paso de administrar al mamífero una célula CAR-T, en el que la CAR comprende un dominio de unión a ligando
extracelular que interactúa específicamente con una diana predeterminada, tal como un antígeno tumoral, y un dominio
intracelular que comprende al menos un dominio de señalización, tal como CD3ζ, y al menos un novedoso dominio de
señalización coestimulador descrito en el presente documento, o una variante activa del mismo. El CAR puede no20
comprender un dominio coestimulador novedoso descrito en el presente documento, pero la célula puede comprender
además un constructo regulador inducible que comprende al menos un dominio coestimulador novedoso descrito en
el presente documento, en el que la dimerización de del constructo regulador inducible inicia una señal coestimuladora
para la célula. El procedimiento puede comprender además la administración de una pequeña molécula, un anticuerpo
u otra molécula que induzca la dimerización del constructo regulador inducible para inducir una señal proliferativa y/o25
de supervivencia en la célula CAR-T con el fin de promover la proliferación celular y la expansión de la población de
células CAR-T in vivo. Las células CAR-T administradas son capaces de reducir la proliferación, reducir el número o
eliminar las células diana en el receptor. A diferencia de las terapias con anticuerpos, las células modificadas
genéticamente de la presente divulgación son capaces de replicarse y expandirse in vivo, lo que da lugar a una
persistencia a largo plazo que puede conducir al control sostenido de una enfermedad.30

Ejemplos de posibles vías de administración incluyen la administración parenteral (por ejemplo, intravenosa (IV),
intramuscular (IM), intradérmica, subcutánea (SC) o por infusión). Además, la administración puede ser por infusión
continua o por bolos únicos o múltiples. Uno o ambos agentes pueden infundirse durante un periodo inferior a unas
12 horas, 6 horas, 4 horas, 3 horas, 2 horas o 1 hora. La infusión puede producirse lentamente al principio y luego se
incrementa con el tiempo.35

Una célula genéticamente modificada de la presente divulgación puede dirigirse a un antígeno tumoral con el fin de
tratar el cáncer. Dichos cánceres pueden incluir, sin limitación, carcinomas, adenocarcinomas, linfomas, sarcomas,
melanomas, blastomas, leucemias y tumores de células germinales, incluyendo pero no limitándose a los cánceres de
origen de células B, neuroblastoma, osteosarcoma, cáncer de próstata, carcinoma de células renales,
rabdomiosarcoma, cáncer de hígado, cáncer gástrico, cáncer de hueso, cáncer de páncreas, cáncer de piel, cáncer40
de cabeza o cuello, cáncer de mama, cáncer de pulmón, melanoma maligno cutáneo o intraocular, cáncer renal, cáncer
de útero, cáncer de ovario, cáncer colorrectal, cáncer de colon, cáncer de recto, cáncer de la región anal, cáncer de
estómago, cáncer testicular, cáncer de útero, carcinoma de las trompas de Falopio, carcinoma del endometrio,
carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, linfoma no Hodgkin, cáncer del esófago,
cáncer del intestino delgado, cáncer del sistema endocrino, cáncer de la glándula tiroidea, cáncer de la glándula45
paratiroidea, cáncer de la glándula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, cáncer de la uretra, cáncer del pene,
tumores sólidos de la infancia, linfoma linfocítico, cáncer de la vejiga, cáncer de riñón o uréter, carcinoma de la pelvis
renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje
espinal, glioma del tronco cerebral, adenoma hipofisario, Sarcoma de Kaposi, cáncer epidermoide, cáncer de células
escamosas, cánceres inducidos por el medio ambiente, incluidos los inducidos por el amianto, mieloma múltiple,50
linfoma de Hodgkin, linfomas no Hodgkin, linfoma mieloide agudo, leucemia mielógena crónica, leucemia linfoide
crónica, linfoma inmunoblástico de células grandes, leucemia linfoblástica aguda, micosis fungoide, linfoma anaplásico
de células grandes y linfoma de células T, y cualquier combinación de dichos cánceres. Los cánceres de origen de
células B incluyen, sin limitación, la leucemia linfoblástica aguda de linaje B, la leucemia linfocítica crónica de células
B, el linfoma difuso de células B grandes, la ALL pre-B (indicación pediátrica), el linfoma de células del manto, el55
linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal, el linfoma de Burkitt y el linfoma no Hodgkin de células B.

Cuando se trata el cáncer con las células genéticamente modificadas divulgadas actualmente, al sujeto al que se le
administran las células genéticamente modificadas se le administra además una terapia adicional, como radiación,
cirugía o un agente quimioterapéutico.

Cuando se indica una "cantidad efectiva" o una "cantidad terapéutica", la cantidad precisa de las composiciones de la60
presente divulgación que debe administrarse puede ser determinada por un médico teniendo en cuenta las diferencias
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individuales en cuanto a la edad, el peso, el tamaño del tumor (si está presente), la extensión de la infección o la
metástasis y el estado del paciente (sujeto). Una composición farmacéutica que comprende las células modificadas
genéticamente descritas en el presente documento puede administrarse a una dosis de 104 a 109  células/kg de peso
corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de esos intervalos. La dosis puede ser de 105 a 106 células/kg
de peso corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de esos intervalos. Las composiciones celulares pueden5
administrarse varias veces a estas dosis. Las células pueden administrarse mediante técnicas de infusión comúnmente
conocidas en inmunoterapia (véase, por ejemplo ,Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319:1676-1988). Un experto
en medicina puede determinar fácilmente la dosis y el régimen de tratamiento óptimos para un paciente en particular,
controlando al paciente en busca de signos de la enfermedad y ajustando el tratamiento en consecuencia.

La administración de células genéticamente modificadas de la presente divulgación puede reducir al menos un síntoma10
de una enfermedad o condición objetivo. Por ejemplo, la administración de células modificadas genéticamente de la
presente divulgación puede reducir al menos un síntoma de un cáncer, como los cánceres de origen de células B. Los
síntomas de los cánceres, como los de origen de células B, son bien conocidos en la técnica y pueden determinarse
mediante técnicas conocidas.

EXPERIMENTAL15

La presente divulgación se ilustra además con los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitativos.
Los expertos en la materia reconocerán, o serán capaces de averiguar, utilizando únicamente la experimentación
rutinaria, numerosos equivalentes a las sustancias y procedimientos específicos descritos en el presente documento.
Los ejemplos que no están comprendidos en el ámbito de las reivindicaciones son únicamente ilustrativos.

EJEMPLO 120

Producción de vectores lentivirales para la expresión de CARs con novedosos dominios coestimuladores

El propósito de este estudio fue evaluar y caracterizar novedosos dominios coestimuladores que fueron desarrollados
para promover la expansión de las células CAR-T y la secreción de citoquinas tras la estimulación del antígeno.

Como se muestra en la Figura 1, se diseñaron cuatro novedosos dominios coestimuladores que comprenden dos
motivos de unión a TRAF. Estos dominios se denominan Novell (N1; SEQ ID NO: 5), Novel5 (N3 (SEQ ID NO: 6),25
Novel5 (N5 (SEQ ID NO: 7), y Novel6 (N6 (SEQ ID NO: 8). Para evaluar cada uno de los novedosos dominios
coestimuladores, se utilizaron vectores lentivirales para preparar células CAR-T anti-CD19. Cada CAR comprendía,
de 5' a 3', un péptido señal (SEQ ID NO: 16), un anti-CD19 (SEQ ID NO: 17) que tiene las regiones variables de la
cadena pesada y de la cadena ligera del anticuerpo FMC63 unidas por un enlazador polipeptídico (G4S)3 , una región
bisagra CD8 y un dominio transmembrana (SEQ ID NO: 18), y una región intracelular que comprende dos dominios30
de señalización intracelular. Una secuencia de poliadenilación (poliA) del SV40 (SEQ ID NO: 22) se situó 3' corriente
abajo de la secuencia CAR. Algunos vectores lentivirales codificaron un CAR anti-CD19 cuya región intracelular
comprendía: (i) un novedoso dominio coestimulador, y (ii) un dominio de señalización CD3-ζ (SEQ ID NO: 19). Se
preparó un vector de control negativo que codificaba un CAR que carecía de un dominio coestimulador (Null), y se
prepararon vectores adicionales que codificaban CARs que tienen CD28 (SEQ ID NO: 20), o 4-1BB (SEQ ID NO: 21)35
dominios coestimuladores y un dominio de señalización CD3-ζ. Los vectores lentivirales preparados para este estudio
se resumen en la Tabla 1. Cada CAR se ilustra en la Figura 2, y sus respectivas secuencias se exponen en las SEQ
ID NOs: 22-28.

Tabla 1.

Vector lentiviral Dominio coestimulador Dominio de activación SEQ ID NO:

1 - CD3ζ 22

2 CD28ζ CD3ζ 23

3 4-1BB CD3ζ 24

4 Novell CD3ζ 25

5 Novel3 CD3ζ 26

6 Novel5 CD3ζ 27

7 Novel6 CD3ζ 28

40

Los vectores lentivirales se prepararon con un enfoque de 2da generación, utilizando un plásmido que codifica gag,
pol, tat y rev clonado a partir del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Se utilizó un segundo plásmido, que
codifica la proteína de la envoltura del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), para pseudotipificar las partículas
virales. El vector de transferencia pCDH-EF1-MCS (adquirido a System Biosciences) fue modificado para contener el
promotor JeT (SEQ ID NO: 32) en lugar del promotor de EF1, y las variantes de señalización de CAR se clonaron45
corriente abajo del promotor, seguidas de un IRES y GFP. Los tres plásmidos se transfectaron en células Lenti-X-
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293T (compradas a ClonTech/Takara), y el lentivirus se cosechó de los sobrenadantes 3d después. Las partículas
virales se concentraron utilizando el concentrador Lenti-X (ClonTech/Takara) y se cuantificaron, utilizando el kit Lenti-
X qRT-PCR Titration (ClonTech/Takeda) para determinar el número de genomas virales/ml, así como la titulación en
células 293T (ATCC) para determinar las unidades transducibles/ml.

Ejemplo 25

Expresión de receptores antigénicos quiméricos que comprenden novedosos dominios coestimuladores en
células T humanas y caracterización en la prueba de estrés inducida por antígenos

1. Preparación de células CAR-T y prueba de estrés inducida por antígeno

El propósito de este estudio fue evaluar los novedosos dominios coestimuladores en un estrés inducido por antígenos.
En resumen, los vectores lentivirales se prepararon como se describe en el Ejemplo 1. Para preparar las células T10
humanas del donante para la transducción lentiviral, se estimularon las células T en ImmunoCult anti-CD2/CD3/CD28
multimers (StemCell Technologies) y 20ng/ml de IL-2 durante 4 días. A continuación, se recogieron las células y se
depositaron en pocillos separados para la transducción con vectores lentivirales individuales. se añadieron a los
cultivos 5 unidades transducibles por célula T. La transducción se realizó en el medio X-VIVO 15 (Lonza)
complementado únicamente con IL-2 (20ng/ml) y 8µg/ml de polibreno (Sigma). La coincubación del vector y las células15
T se llevó a cabo durante la noche antes de la sustitución del medio (X-Vivo 15 + 20ng/ml de IL-2 + 5% de suero
humano normal).

A partir de los 4 días siguientes a la transducción lentiviral, se confirmó la expresión de CAR mediante el análisis de
GFP (Figura 3). Se obtuvo una muestra de cada cultivo de células T transducidas por lentivirus y se midió la señal de
GFP en un citómetro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa. La población de células T GFP+ en cada cultivo está20
identificada por la región titulada CAR-GFP+ en la Figura 3, y la frecuencia de los eventos GFP+ aparece en cada
gráfico de puntos.

Posteriormente, se cultivaron 5×104 células CAR-T con un número equivalente de células Raji. En los momentos
indicados en la Figura 4 (d3, 6, 10, 14, 17 y 20), se midió el número de células y la viabilidad mediante recuento celular
automatizado y exclusión de azul tripán. Las células CAR-T se identificaron como CD4+ o CD8+ utilizando anticuerpos25
contra CD4 y CD8 humanos, así como la señal GFP mediante citometría de flujo. Se calculó el número de CAR-T y
se volvieron a cultivar 1×105 células CAR-T con 5×104 células Raji adicionales (relación efector:objetivo 2:1). Se realizó
un seguimiento de las células CD4+, CD8+ y del número total de células CAR-T y se representó en el tiempo. En cada
punto de tiempo, se recogieron 50µl de sobrenadantes de cultivo y se almacenaron a -20°C para un ensayo de
secreción de citoquinas de tres tipos. Los niveles de citoquinas en los sobrenadantes se midieron utilizando kits de30
microesferas magnéticas Ultrasensibles de IL-2, TNFα e IFNγ (Life Technologies) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante. Los datos se adquirieron utilizando un instrumento Luminex MagPix.

En un segundo estudio, se construyeron células CAR-T que contenían nuestros novedosos dominios coestimuladores
como se ha descrito anteriormente y se cultivaron 1×105 células CAR-T con 1×105 células tumorales Raji. A los tiempos
indicados en los ejes X de la Figura 6, se midió el número de células y la viabilidad mediante recuento celular35
automatizado y exclusión de azul tripán. Las células CAR-T se identificaron utilizando anticuerpos contra CD4 y CD8
humanos, así como la señal GFP mediante citometría de flujo. Se calculó el número de CAR-T y se volvieron a cultivar
1×105 células CAR-T con 1×105 células Raji adicionales. Obsérvese que en la Figura 6, las relaciones objetivo: efector
se ajustaron a 1:1 y las células Raji se añadieron al cultivo con mayor frecuencia, en los d3, 5, 7, 10, 12, 14, 17, 19,
21, 24, 26, 28 y 31. Se realizó un seguimiento de las células CD4+, CD8+ y del número total de células CAR-T y se40
representó en el tiempo.

4 días después de la transducción, pero antes del co-cultivo con células Raji, se evaluaron los cultivos de células T
para la expresión de CAR-GFP por citometría de flujo como se describió previamente. Las células T fueron
transducidas a una MOI de 5 unidades transducibles por célula y se observaron eficiencias aproximadamente similares
para todas las muestras lentivirales.45

2. Resultados del experimento nº 1

El número de células CAR-T se midió a lo largo del tiempo y se representó en la Figura 4. Las diferencias en el número
de CAR-T fueron evidentes a partir del día 10. Las células CAR-T con dominios de señalización 41BBz mostraron una
proliferación más sostenida que las que tenían dominios CD28z. El control nulo de BB mostró los niveles más bajos
de expansión de CAR-T en este experimento. Los novedosos dominios N5 y N6 mostraron altos niveles de proliferación50
sostenida. No se observó ninguna preferencia por la expansión de células T CD4 (Figura 4B) o CD8 (Figura 4C), ya
que cada subconjunto proliferó a tasas similares. En orden de rendimiento descendente en este ensayo de
proliferación, los resultados son los siguientes: N6>N5>41BBz>N1>>BBnull=CD28z>N3

La secreción de IFNγ, TNFα e IL-2 se midió mediante un ensayo multiplex Luminex y aparece en la Figura 5A, 5B y
5C, respectivamente. En general, los niveles de secreción de todas las citocinas disminuyeron con el tiempo. La55
clasificación de los dominios en términos de secreción de IFNγ en d3 es la siguiente:
41BBz=CD28z>N1>N5>BBnull=N3>N6. Los niveles de IFNγ disminuyeron en un 50% o más en todos los grupos

E20176441
08-08-2022ES 2 925 644 T3



29

experimentales en el punto de tiempo d7 y continuaron disminuyendo durante el resto del experimento. La clasificación
de los dominios en términos de secreción de TNFα produce la siguiente lista: CD28z N5 41BBz.BBnull N3 Entre los
días 3 y 7 de cultivo, el nivel de producción de TNFα disminuye aproximadamente un 50% en los cultivos CD28z,
BBnull, N3 y N5, mientras que los cultivos 41BBz, N1 y N6 mantienen los niveles de producción de TNFα hasta el día
7. Por otro lado, la producción de IL-2 fue baja en todos los co-cultivos de dominios novedosos, en comparación con5
41BBz y CD28z. Las mediciones de la IL-2 pueden verse confundidas por las altas tasas de consumo de IL-2 por parte
de las células T de rápida proliferación presentes en algunos cultivos (véase la figura 4).

3. Resultados del experimento nº 2

En el segundo experimento (Figura 6), utilizando un encuentro más frecuente con el antígeno y una mayor relación de
objetivo: efector, los resultados fueron los siguientes, en orden de rendimiento descendente:10
N3>N5>CD28z>N1>N6>41BBz>BB null. En este experimento, las células CAR-T se expandieron continuamente
durante todo el periodo de cultivo. Las células CAR-T CD4 dejaron de expandirse después de aproximadamente 12
días en el co-cultivo Raji (Figura 6B), mientras que las células CAR-T CD8 continuaron expandiéndose (Figura 6C).

4. Conclusiones

Varios dominios de señalización novedosos se desempeñan tan bien o mejor que 41BBz y/o CD28z bajo una carga15
de antígeno relativamente menor (Figura 4) o mayor (Figura 6). Los CAR que llevan el dominio de señalización N5
superaron a 41BBz y CD28z en ambas condiciones. N5 parece tener el mismo rendimiento que 41BBz en el
compartimento CD4 en ambos experimentos, mientras que N5 supera a 41BBz en el compartimento CD8 en ambos
experimentos.

Ejemplo 320

Prueba de estrés utilizando AAV para la inserción dirigida de CAR con dominios coestimuladores 41BB, N1 o
N6

1. Preparación de células CAR-T y prueba de estrés inducida por antígeno

Para evaluar los novedosos dominios de señalización intracelular, se produjeron células CAR-T y se midieron sus
respuestas al encuentro del antígeno. Para producir células CAR-T, se aislaron células T a partir de una muestra de25
aféresis recogida de donantes humanos sanos utilizando el kit de selección positiva CD3 de Stem Cell Technologies.
En este ensayo se utilizaron dos donantes diferentes, designados K799 y z4100. Las células T se activaron y
expandieron durante 3 días utilizando Immunocult anti-CD2/3/28 (StemCell Tech) antes de la nucleofección (Lonza
4D nucleofector) con TRC1-2x87EE. Inmediatamente después de la nucleofección, las células fueron transducidas
con vectores AAV6 que codificaban CARs anti-CD 19 con diferentes dominios de señalización intracelular. Las30
variantes de CAR incluidas en este experimento incluían dominios coestimuladores 4-1BB, N1 o N6. En todos los
vectores, la expresión de la CAR estaba dirigida por el promotor JeT. Cada plantilla donante de CAR estaba flanqueada
por brazos de homología 5' y 3', que tienen homología con las regiones corriente arriba y corriente abajo de la
secuencia de reconocimiento TRC 1-2x.87EE. Las plantillas de los donantes de CAR estaban además flanqueadas
por repeticiones terminales invertidas en 5' y 3'. Las plantillas de donantes para cada CAR se ilustran en la Figura 7,35
y las secuencias de los vectores utilizados para generar los AAV que codifican el CAR CD19-4-1BB, el CAR CD19-N1
y el CAR CD19-N6, se proporcionan en las SEQ ID NO: 29-31, respectivamente.

La multiplicidad de la infección fue de 50.000. 5 días después de la nucleofección/transducción, se eliminaron las
células CD3+ no editadas mediante depleción magnética (kit de selección positiva de CD3 de StemCell Tech). A
continuación, se evaluó la pureza de la fracción CD3- y la expresión de CAR mediante citometría de flujo, utilizando40
anti-CD3-BrillianViolet-711 (Biolegend), y CD19-Fc-biotina (Acro) seguido de estreptavidina-PE (BioLegend). Al día
siguiente, se montaron cocultivos que contenían células T y K562 modificadas para expresar CD19 (células "K19").
Las frecuencias de CD19-Fc+ determinadas en el ensayo de citometría de flujo anterior se utilizaron para calcular el
número de entrada de células CAR-T y establecer una relación efector:objetivo (E:T) de 2:1. A los días 3, 6, 8 y 10 del
cocultivo, se tomaron muestras para la evaluación por citometría de flujo del número de células tumorales y de células45
CAR-T en el cocultivo. El número de células CAR-T en cada momento se representa en la Figura 8 como demostración
de la expansión de las CAR-T tras el encuentro con el antígeno. Utilizando el número calculado de células CAR-T, así
como las células tumorales restantes detectadas en cada punto de tiempo, se añadió el número necesario de células
K19 frescas al co-cultivo para restablecer el E:T de 2:1. Además, se preparó una placa de cocultivo paralela con
relaciones variables de E:T (2:1, 1:1 y 1:2). Se tomaron muestras de estos cocultivos a las 24 y 72 horas y se determinó50
el número de células CD19+ mediante citometría de flujo. Los resultados aparecen en la figura 9. El número de células
CD19+ que sobreviven al cocultivo con las células CAR-T sirve como indicador de la eliminación de las células diana.

2. Resultados de la prueba de estrés inducida por antígenos

Las poblaciones de células T de entrada se normalizaron con respecto a la frecuencia de células CAR+ y se desafiaron
números equivalentes de células CAR-T con objetivos K19 a una E:T de 2. Se evaluó la proliferación de las células55
CAR-T para las células T producidas a partir del donante K799 (Figura 8A) y del donante z4100 (Figura 8B). Las
células que contienen ediciones TRAC, pero sin inserción CAR (TRC KO) no proliferaron en respuesta al encuentro
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con el antígeno. Por el contrario, las células CAR-T producidas utilizando el dominio de señalización 4-1BB proliferaron
de forma robusta durante la primera semana de cocultivo antes de contraerse en el d12. Las células CAR-T producidas
con las variantes N1 o N6 mostraron tasas de proliferación que no resultaron ser sustancialmente diferentes de la tasa
soportada por el 4-1BB. También se evaluó la eliminación de las células diana CD19+ en varias relaciones E:T a las
24 y 72 horas del cocultivo, momento en el que se analizaron las muestras de cultivo para determinar el número de5
células CD 19+ restantes y los resultados se compararon con un pocillo de control que contenía el mismo número de
células K19, pero sin células CAR-T. Las cifras de K19 inferiores al control de no células T se interpretan como muerte
celular. Las células CAR-T producidas con material del donante K799 mostraron un escaso potencial citolítico en el
punto de tiempo de 24 horas, demostrando una matanza notable sólo en la relación E:T menos estricta de 2:1 (Figura
9, Panel A). Sin embargo, a las 72 horas, se observó una amplia destrucción en todas las relaciones E:T. N1 y N610
eran comparables o superiores a 4-1BB. N1 parecía ser superior en la actividad citolítica en comparación con 4-1BB.
Se observó una matanza extensiva tanto a las 24 como a las 72 horas en los cocultivos que contenían células CAR-T
producidas a partir del donante z4100 (Figura 9B). Como en el caso anterior, N1 y N6 fueron comparables o superiores
en términos de actividad citolítica cuando se compararon con 4-1BB. En general, se observó una mayor destrucción
de las células CAR-T producidas a partir del donante z4100. Es importante señalar que la relación CD4: CD8 en el15
donante K799 es de casi 3:1, mientras que la relación en z4100 es de 1:1. Por lo tanto, una muestra que contenga un
número fijo de células CAR-T totales (como es el caso de estos experimentos) diferirá en sus respectivos números de
células T CD8+ citotóxicas, con z4100 conteniendo casi el doble de células T CD8+, proporcionando una explicación
para la mayor actividad de eliminación observada en las células derivadas de este donante.

3. Conclusiones20

Se encontró que los novedosos dominios de señalización costimulatoria apoyan los niveles de proliferación y muerte
de las células objetivo que son iguales o mejores que los niveles apoyados por la señalización 4-1BB. Es importante
destacar que aquí demostramos esta característica de N1 y N6 en las células CAR-T producidas con nuestra estrategia
de inserción dirigida, además de otros datos en los que la CAR fue entregada por vectores lentivirales de inserción
aleatoria. Este procedimiento reduce la probabilidad de que las diferencias en las respuestas CAR-T al antígeno25
puedan atribuirse a las diferencias en el número de copias integradas entre las distintas preparaciones CAR-T. Es
importante destacar que tanto las estrategias de inserción aleatoria como las dirigidas indicaron que N6,
especialmente, es una alternativa viable al apoyo costimulatorio proporcionado por el 4-1BB nativo.

Ejemplo 4

Ensayo de proliferación en células CAR-T que tienen 41BB, N1 o N6 como dominio coestimulador.30

1. Preparación de células CAR-T con dominios coestimuladores y ensayo de proliferación

Los elementos CAR con novedosos dominios costimuladores se clonaron a partir de vectores de transferencia
lentivirales y se ligaron al vector pDI. La expresión del elemento CAR está controlada por el promotor JeT y el elemento
está flanqueado por brazos de homología TRAC para permitir la inserción de genes dirigidos. Esta plantilla donante
está flanqueada por secuencias de repetición terminal invertida para permitir el empaquetamiento en partículas AAV6.35
Estos plásmidos se linealizaron primero mediante digestión con endonucleasas de restricción y precipitación con
etanol. A continuación, las células T cebadas se nucleofectaron con TRC1-2x87EE, un plásmido CAR linealizado, y
siRNA STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de ácidos nucleicos intracelulares. El suministro de
ácido nucleico se llevó a cabo utilizando un nucleofector Lonza 4D. Las células T editadas se cultivaron en un medio
XVIVO-15 (Lonza) complementado con un 5% de suero humano combinado y 30ng/ml de IL-2 (Gibco). Los cultivos40
se realizaron durante 7 días antes de la depleción magnética de las células CD3+ no editadas utilizando un kit de
selección positiva de CD3 humano (StemCell Technologies). Las células se dejaron reposar toda la noche en 2ng/ml
de IL-2 antes de etiquetarlas con 2µM de CellTrace Violet (Life Technologies) de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. El CellTrace Violet (CTV) es un sustrato para las esterasas intracelulares y funciona de forma muy
similar al carboxifluorosceína-succinimidil éster (CFSE). El CTV se difunde a través de las membranas hacia el45
citoplasma, donde es escindido por las enzimas esterasas, que son abundantes en el citoplasma de las células vivas.
El producto de escisión no se difunde a través de las membranas celulares, reacciona muy fuertemente con los grupos
aminos libres que se encuentran en las proteínas citoplasmáticas y es fluorescente. Cuando las células marcadas se
dividen, las proteínas citoplasmáticas fluorescentes se reparten uniformemente entre las células hijas, lo que da lugar
a dos células que son cada una la mitad de brillantes que la generación parental. Comparando la fluorescencia del50
CTV con controles temporales (como un control de día 0) o biológicos (por ejemplo, células no estimuladas), se pueden
medir las tasas de proliferación de diversas poblaciones celulares mediante citometría de flujo, comparando las
frecuencias de los eventos de atenuación del CTV. Fracciones de células T marcadas con CTV y CD3 que no expresan
CAR, CAR-4-1BB, CAR-N1 o CAR-N6 fueron desafiadas con células tumorales portadoras de antígeno. Para este
ensayo, se utilizaron células K562 que expresaban de forma estable CD19 en dos relaciones diferentes de efector a55
objetivo (E:T), 2:1 y 1:1. Es importante destacar que la frecuencia de CAR+ se determinó para cada co-cultivo
utilizando CD19-Fc biotinilado y estreptavidina-PE. Los números de entrada de las células T se normalizaron en base
a sus frecuencias CAR+. Se realizaron cocultivos de células T y K562 CD19+ durante 5 días antes del análisis de
citometría de flujo. Se utilizaron anticuerpos CD4-PE y CD8-APC (BioLegend) para identificar positivamente las células
T. Los datos se adquirieron y analizaron con el software FlowJo (TreeStar) y la proliferación se evaluó por dilución de60
colorantes.
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2. Resultados del ensayo de proliferación

Los resultados del ensayo de proliferación aparecen en la Figura 10. Los histogramas superpuestos en la Figura 10A
representan la proliferación de las células CAR-4-1BB CAR-T y la falta de proliferación en las células T TRC KO de
control negativo en dos relaciones E:T diferentes. Algo más de la mitad de las células T CAR-4-1BB proliferaron en
respuesta a las células diana CD19+, mientras que el 13% se dividió en las muestras de control. Los histogramas5
superpuestos de la Figura 10B muestran las tasas de proliferación de las células CAR-4-1BB frente a las células CAR-
N1. En cada cultivo aparecen frecuencias aproximadamente iguales de células divididas. Los histogramas
superpuestos en la Figura 10C muestran las tasas de proliferación de las células T CAR-4-1BB en comparación con
las células T CAR-N6. El N6 favorece la proliferación en el 77% de las células, mientras que el 4-1BB lo hace en el
56%. A continuación aparece una tabla con las frecuencias de las células divididas en cada cultivo.10

Tabla 2. Frecuencia de división de las células CAR-T en cocultivo con células tumorales portadoras de
antígeno.

Variante de señalización % dividido

4-1BB 56,2

N1 55,1

N6 77,4

TRC- (CAR-) 13,3

3. Conclusiones

Las pantallas lentivirales identificaron a N6 como un candidato principal en un esfuerzo por identificar dominios de15
señalización alternativos y/o superiores para incorporar en un constructo CAR. Este experimento demostró la
capacidad de los novedosos dominios de señalización para funcionar en un escenario de inserción dirigida de una
sola copia en lugar del escenario de inserción aleatoria/número de copias variable típico de la entrega lentiviral. Este
soporte de datos demuestra que se pueden diseñar y suministrar variantes funcionales de señalización. Es importante
destacar que se encontró que N6 superaba a 4-1BB como transductor de señales coestimulatorias junto con CD3z20
tras el encuentro con el antígeno.

Ejemplo 5

Eficacia de células T CAR que portan dominios coestimuladores 4-1BB y N6 en un modelo murino de
xenoinjerto de linfoma de células B diseminado.

1. Preparación de células CAR-T e inyección en ratones portadores de tumores25

El propósito de este estudio fue evaluar la eficacia de las células T CAR de ingeniería para expresar constructos CAR
anti-CD 19 que contienen el dominio coestimulador N6 y comparar estas células con las células T CAR con un dominio
coestimulador 4-1BB incorporado en el CAR.

Las secuencias CAR anti-CD 19 con dominios coestimuladores 4-1BB o N6 se clonaron en el plásmido pDI y se
utilizaron para producir vectores virales AAV6. La expresión del elemento CAR estaba controlada por el promotor JeT30
y el transgén estaba flanqueado por brazos de homología TRAC para permitir la inserción genética dirigida en el locus
TRAC cuando esta plantilla donante se entregaba junto con la endonucleasa específica del sitio TRC1-2x.87EE. Esta
plantilla donante de transgenes CAR estaba flanqueada por secuencias de repetición terminal invertida para permitir
el empaquetamiento en partículas AAV6.

Para el dominio coestimulador N6, se produjeron dos transgenes CAR diferentes y se empaquetaron en diferentes35
vectores AAV para la prueba. Estos dos elementos CAR que contienen N6 contenían diferentes secuencias de
poliadenilación (PoliA) utilizadas en el extremo 3' del transgén CAR para evaluar si estas secuencias PoliA afectaban
a la función de las células T CAR. La secuencia de poliA utilizada en los constructos 7241 (4-1BB) y 7205 (N6) fue
una secuencia de poliA de SV40 que comprende la SEQ ID NO: 33. La secuencia poliA utilizada en el constructo 7206
(N6) es una secuencia SV40 bi-poliA que tiene una primera secuencia que comprende SEQ ID NO: 34 y una segunda40
secuencia que comprende SEQ ID NO: 35. La Tabla 3 describe las características de los constructos CAR utilizados
en este estudio, que se ilustran en la figura 11. Las secuencias de los vectores utilizados para generar los AAV que
codifican el constructo 7241 (4-1BB), el constructo 7205 (N6) y el constructo 7206 (N6), se proporcionan en las SEQ
ID NO: 36-38, respectivamente.

45
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Nombre del vector AAV Promotor scFv Dominio coestimulador Dominio de activación Secuencia PoliA

7205 JeT FMC63 Novel6 N6 CD3ζ SV40 PoliA

7206 JeT FMC63 Novel6 N6 CD3ζ SV40 Bi-PoliA

7241 JeT FMC63 4-IBB CD3ζ SV40 PoliA

Las células T cebadas fueron electroporadas con ARNm de TRC1-2x87EE. El suministro de ácido nucleico se llevó a
cabo utilizando un Nucleofector 4D de Lonza. Tras la electroporación, las células fueron transducidas de forma
simulada o con vectores AAV6 que portaban plantillas de donantes con transgenes CAR anti-CD 19 que incluían
dominios coestimuladores 4-1BB o N6.5

Las células T editadas se cultivaron en un medio XVIVO-15 (Lonza) complementado con un 5% de suero humano
combinado y 30ng/ml de IL-2 (Gibco). Las células se cultivaron durante 5 días antes de la depleción magnética de las
células CD3+ no editadas utilizando un kit de selección positiva de CD3 humano (StemCell Technologies). Las células
se cultivaron durante 3 días más.

Los ratones NSG (n=5 por grupo) fueron inyectados con 2e5 células Raji que expresaban luciferasa de luciérnaga10
(Raji-ffluc). Tres días después, los ratones fueron inyectados con 1e6 células TCR KO de control cada uno, o con 1e6
células T CAR producidas utilizando los vectores 7205 (N6), 7206 (N6) o 7241 (4-1BB). En los días indicados, los
ratones vivos fueron inyectados por vía i.p. con sustrato de Luciferina (150 mg/kg en solución salina), anestesiados, y
la actividad de luciferasa se midió después de 7 minutos usando IVIS SpectrumCT (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los
datos se analizaron y se exportaron con el programa informático Living Image 4.5.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA). La15
intensidad de la señal de luminiscencia está representada por la radiación en p/seg/ cm2/sr. El flujo total también se
calculó con el software Living Image 4.5.2 (Perkin Elmer, Waltham, MA) utilizando todo el animal como región de
interés. Los ratones fueron monitorizados para detectar síntomas de progresión de la enfermedad y se les aplicó la
eutanasia cuando fue necesario según criterios predefinidos.

2. Resultados del modelo de xenoinjerto murino20

El resultado del modelo de xenoinjerto murino de linfoma de células B diseminado que evalúa la eficacia de los
constructos CAR descritos en la Tabla 3 se muestra en las Figuras 12-14.

El injerto y el crecimiento de las células Raji-ffluc en los ratones de control que recibieron células TCR KO fue visible
mediante imágenes ventrales y dorsales de los ratones en el día 7 después de la inyección de Raji-ffluc, y se observó
un rápido crecimiento de las células Raji en estos ratones como se indica por el aumento de la señal de luminiscencia25
en el día 10 y el día 16 (Figura 12, Figura 13A y Figura 13C). Por el contrario, el tratamiento de ratones con células T
CAR portadoras de los constructos 7205 (N6), 7206 (N6) y 7241 (4-1BB) produjo un retraso en el crecimiento del tumor
(Figura 12 y Figura 13). El crecimiento de Raji se detectó aproximadamente a partir del día 20 en un subgrupo de
ratones de los grupos 7205 (N6) y 7241 (4-1BB) de CAR T, tal y como se evidenció en las imágenes dorsales y
ventrales de los animales. Sin embargo, en el grupo de tratamiento 7206 (N6) CAR T, no se observó un crecimiento30
apreciable del tumor durante los 40 días del estudio.

Como se muestra en la Figura 14, los 5 ratones del grupo de control TRC KO fueron eutanasiados en el día 19 debido
a la rápida aparición de los síntomas relacionados con la enfermedad, incluyendo la parálisis completa de las
extremidades posteriores. Sin embargo, el tratamiento con células T CAR producidas con los vectores 7205 (N6) y
7206 (N6) mejoró la supervivencia de los ratones, y todos los ratones de estos grupos seguían vivos en el día 40 (un35
ratón del grupo 7206 fue retirado del estudio debido a una muerte no relacionada con el crecimiento del tumor o la
infusión de CAR T). Los ratones tratados con el constructo CAR 7241 que contiene 4-1BB también prolongaron este
tiempo de supervivencia de los ratones de este grupo de tratamiento, con un ratón que requirió la eutanasia en el día
38, y los otros cuatro ratones permanecieron vivos hasta el día 40 del estudio.

3. Conclusiones40

El tratamiento de ratones injertados con células Raji-ffluc CD19+ con células T CAR anti-CD 19 que expresan CARs
de segunda generación que llevan el dominio coestimulador N6 (en las configuraciones 7205 y 7206) dio como
resultado una supervivencia prolongada de los ratones y una reducción dramática de la carga tumoral en comparación
con los ratones que recibieron células TCR KO. Es importante destacar que, hasta el día 40 del estudio, el constructo
7205 (N6) parecía tener un rendimiento comparable al del 7241 4-1BB que contenía CAR, y el constructo 7206 (N6)45
parecía superar tanto a las configuraciones 7205 (N6) como al 7241 (4-1BB) en términos de supresión duradera del
crecimiento de las células Raji. En general, estos datos confirman los hallazgos in vitro de que el dominio coestimulador
N6 es funcional como dominio coestimulador y apoya la capacidad de las células T CAR para matar a objetivos CD19+

in vivo, de acuerdo con los experimentos que evalúan la actividad in vitro de los constructos. Además, los constructos
que llevan el dominio coestimulador N6 igualaron o superaron la actividad de un constructo CAR T con el dominio50
coestimulador 4-1BB.
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Caracterización de un CAR de tercera generación que comprende múltiples dominios coestimuladores

1. Producción de células T CAR que expresan un CAR de tercera generación

Se prepararon otros constructos para evaluar los novedosos dominios coestimuladores abarcados por la invención
como parte de un CAR de tercera generación, en el que los dominios de señalización intracelular incluyen dos dominios
coestimuladores y un dominio de señalización CD3-ζ.5

En ciertos ejemplos, se preparó un CAR anti-CD 19 de tercera generación que comprendía, de 5' a 3', la secuencia
señal (SEQ ID NO: 16), scFv específico de CD19 basado en FMC63 (SEQ ID NO: 17), y los dominios bisagra y
transmembrana de CD8 (SEQ ID NO: 18) descrito anteriormente, seguido de un dominio coestimulador MyD88 (SEQ
ID NO: 39; secuencia obtenida de WO 2016/036746), un dominio coestimulador N6 (SEQ ID NO: 8) y un dominio de
señalización  CD3-ζ  (SEQ ID NO: 19). La secuencia de señales SV40 bi-poliA que comprende la SEQ ID NO: 34 y10
SEQ ID NO: 35 se situó 3' corriente abajo de la secuencia CAR. Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, la
secuencia que codifica este constructo se clonó en el plásmido pDI, y la expresión de la CAR fue controlada por el
promotor JeT. Además, el transgén estaba flanqueado por brazos de homología TRAC para permitir la inserción génica
dirigida en el locus TRAC cuando esta plantilla donante se entregaba junto con la endonucleasa específica del sitio
TRC1-2x.87EE. Esta plantilla donante de transgenes CAR estaba además flanqueada por secuencias de repetición15
terminal invertida. En la Figura 15 se ilustra una plantilla donante de MyD88/N6 CAR, y la secuencia de un vector que
comprende la plantilla donante se proporciona como SEQ ID NO: 40.

En algunos experimentos, la plantilla donante de CAR se entregará como ADN linealizado tras la linealización del
plásmido pDI. En otros casos, la plantilla del donante se empaquetará en partículas AAV6 para su administración viral.

2. Evaluación de las células T CAR MyD88/N6 para la eliminación de células, la proliferación y la secreción de20
citoquinas

En algunos experimentos, las células T CAR MyD88/N6 se producen como se describió anteriormente en el Ejemplo
4 mediante nucleofección de células T cebadas con un plásmido plantilla CAR linealizado, la meganucleasa TRC 1-
2x.87EE y el ARNsi STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de ácidos nucleicos intracelulares. Las
células T CAR MyD88/N6 se cultivan y expanden como se describe.25

Las células T CAR MyD88/N6 se caracterizan por su capacidad de eliminación de células, proliferación y secreción de
citoquinas. Para evaluar la capacidad de eliminación de células y la proliferación, las células T CAR MyD88/N6 se
someten a una prueba de estrés inducida por antígeno como se describe en el Ejemplo 3 anterior, en la que las células
T CAR MyD88/N6 se co-cultivan con células K562 de ingeniería para expresar CD19 (células "K19") en varias
relaciones efectoras:objetivo. La proliferación también se evalúa como se describe en el Ejemplo 4, etiquetando las30
células con CellTrace Violet y co-cultando con células K19 portadoras de antígeno en varias relaciones
efectoras:objetivo. La secreción de citoquinas (por ejemplo, IL-2, TNFα e IFNγ humanos) se determina como se
describe en el Ejemplo 2 anterior tras el cocultivo con células K19 en varias relaciones efectoras:objetivo.

Se llevan a cabo experimentos similares que examinan la matanza de células, la proliferación y la secreción de
citoquinas utilizando la transducción de partículas AAV recombinantes para la entrega de la plantilla del donante CAR35
a las células T cebadas, que se nucleofectan además con ARNm que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87EE.

3. Proliferación de células T CAR MyD88/N6

Para comparar la función de los dominios coestimuladores N6 y MyD88/N6 en las células T CAR, se nucleofectó ADN
plasmídico linealizado que expresaba el dominio coestimulador N6 o el novedoso CAR de tercera generación que
contenía el dominio coestimulador MyD88/N6 en células T humanas junto con la endonucleasa específica del sitio40
TRC1-2x.87EE y el ARNsi STING. El constructo de codificación MyD88/N6 CAR se ilustra en la Figura 15. v que
codifica el N6 CAR se denomina 7206 y se proporciona como SEQ ID NO: 38. El constructo que codifica el CAR
MyD88/N6 se denomina 7240 y se proporciona como SEQ ID NO: 40.

Tras la nucleofección, las células se cultivaron en medios X-Vivo (Lonza) suplementados con 5% de FBS y 30 ng/ml
de IL-2 (Gibco) durante 5 días. El día 5, las células T CD3+ restantes se marcaron utilizando el kit de selección positiva45
de CD3 humano II (StemCell Technologies) y se eliminaron magnéticamente según las recomendaciones del
fabricante. Las fracciones restantes de CD3 agotadas se volvieron a suspender en medios X-Vivo suplementados con
10 ng/ml de IL-15 y 3 ng/ml de IL-21 (Gibco) y se cultivaron durante 2 días más. Para preparar las muestras para el
ensayo, las células T 2e6 de las condiciones N6 y MyD88/N6, así como las células T de control tratadas únicamente
con TRC1-2x.87EE, se marcaron in vitro con una solución de 2 µM de solución de Cell-trace Violet (CTV). Tras la50
incubación, se evaluó la consistencia del etiquetado del CTV y las frecuencias de las células T CAR en el citómetro
de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa tras la tinción con CD19-Biotin Fc (Acro Biosystems) y Streptavidin PE (BD).
Para el ensayo de proliferación, las frecuencias de células T CAR se normalizaron al 1% de la población total de
células T añadidas, con 2e5 células T totales (2e3 células T CAR) añadidas a pocillos duplicados en una placa de fondo
redondo de 96 pocillos en medio X-Vivo sin suplemento de citoquinas. Para evaluar la proliferación de células T CAR55
específicas de antígeno, se añadieron 4e3 células K19 a un pocillo con 4e3 células K562 añadidas al segundo para
calcular la proliferación no específica de fondo. Las células se mezclaron y se incubaron durante un total de 6 días.
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En el día 6 post-cultivo, las células se centrifugaron y se lavaron dos veces con PBS. Para analizar la proliferación de
subconjuntos individuales de células T, las muestras se tiñeron con los anticuerpos CD4 BV711 y CD8 BV785
(Biolegend), así como con el colorante fantasma BV510 (TONBO biosciences) para excluir las células muertas.
Después de la tinción, se ejecutaron las muestras y se recogieron los datos en el citómetro de flujo Becton-Dickinson
LSR:Fortessa.5

4. Resultados de los estudios de proliferación

Los resultados del ensayo de proliferación comparando los dominios costimuladores N6 y MyD88/N6 se muestran en
la Figura 16. Para medir la proliferación de fondo de las poblaciones negativas de CAR, se comparó la dilución del
CTV en las células T derivadas de la muestra de control sólo nucleofectada con TRC en pocillos co-cultivados con
células K19 o K562. Es importante destacar que ambos subconjuntos de células T mostraron niveles similares de10
proliferación no específica en presencia de K19 (sombreado claro) y de células K562 (sombreado oscuro), lo que
sugiere que cualquier proliferación era independiente de CD19 (Figura 16A y 16B). En comparación, tanto las células
T CD4+ como las CD8+ nucleofectadas con ADN plasmídico linealizado que expresa el dominio coestimulador N6
mostraron una mayor dilución del CTV en presencia de células K19 en comparación con los controles K562, lo que
indica una proliferación sustancial específica del antígeno (Figura 16C y 16D). En particular, la misma evaluación15
realizada en las células T que expresan el dominio coestimulador MyD88/N6 también mostró una mayor proliferación
de las células T CAR en respuesta a las células K19 (Figura 16E y 16F). La dilución global del CTV fue menor en las
células T que expresaban MyD88/N6 en comparación con las células T CAR que expresaban el dominio coestimulador
N6 solo; sin embargo, la expresión de cualquiera de los dos dominios coestimuladores dio lugar a una mayor dilución
del CTV en comparación con las células T de control solo TRC.20

5. Conclusiones

La nucleofección de células T cebadas con ADN plasmídico linealizado que expresa el dominio coestimulador N6 o el
MyD88/N6 de tercera generación dio lugar a células T CAR que fueron capaces de proliferar, según lo indicado por la
dilución del CTV, de una manera específica al antígeno. Además, la proliferación se produjo en los subconjuntos de
células T CD4+ y CD8+ y por encima del fondo observado en las células de control que no expresan CAR. En conjunto,25
este estudio demostró que tanto N6 como MyD88/N6 pueden funcionar como dominios coestimuladores en las células
T CAR.

Ejemplo 7

Caracterización de novedosos dominios coestimuladores en un constructo inducible

1. Producción de células T CAR que expresan un CAR de primera generación y un constructo inducible que30
comprende un novedoso dominio coestimulador

Se prepararon otros constructos para evaluar los novedosos dominios coestimuladores abarcados por la invención
como parte de un constructo coestimulador inducible, que se coexpresa con un CAR anti-CD19 de primera generación
que comprende un dominio de señalización CD3-ζ.

En ciertos ejemplos, se preparó un constructo que comprendía, de 5' a 3', un casete de expresión para un constructo35
coestimulador inducible, un elemento T2A y un casete de expresión CAR que codificaba un CAR anti-CD 19 de primera
generación.

La primera generación de CAR anti-CD 19 codificada por el casete de expresión de CAR incluía, de 5' a 3', la secuencia
señal (SEQ ID NO: 16), el scFv específico de CD19 basado en FMC63 (SEQ ID NO: 17), y los dominios bisagra y
transmembrana de CD8 (SEQ ID NO: 18) descrito anteriormente, con una región intracelular que comprende un40
dominio de señalización CD3-ζ (SEQ ID NO: 19). La secuencia de señales SV40 bi-poliA que comprende la SEQ ID
NO: 34 y SEQ ID NO: 34 se situó 3' corriente abajo de la secuencia CAR.

El constructo coestimulador inducible incluía, de 5' a 3', un dominio coestimulador N6 solo (SEQ ID NO: 8), o un intrón
T grande de MyD88 (SEQ ID NO: 39), y ORF N6.64 (SEQ ID NO: 8) en tándem, seguido de un dominio Fv que
comprende dos dominios FKBP12v36 de unión a ligando en tándem (SEQ ID NO: 41; secuencias obtenidas de WO45
2015/123527), que se unen a la pequeña molécula rimiducid para inducir la dimerización del constructo y la activación
de la señalización coestimuladora.

Como se ha descrito en los ejemplos anteriores, estos constructos se clonaron en el plásmido pDI, y la expresión tanto
del constructo coestimulador inducible como del CAR anti-CD 19 se controló mediante el promotor JeT. Además, estos
constructos estaban flanqueados por brazos de homología TRAC para permitir la inserción de genes dirigidos en el50
locus TRAC cuando se administran junto con la endonucleasa específica del sitio TRC1-2x.87EE. Estos constructos
estaban además flanqueados por secuencias de repetición terminal invertida.

En algunos experimentos, la plantilla donante se entregará como ADN linealizado tras la linealización del plásmido
pDI. En otros casos, la plantilla del donante se empaquetará en partículas AAV6 para su administración viral.
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Las células que expresan la CAR anti-CD19 junto con un constructo coestimulador inducible que tiene sólo el dominio
coestimulador N6 se denominan células T CAR iN6. Las células que expresan el CAR anti-CD19 junto con un
constructo coestimulador inducible que tiene los dominios coestimuladores MyD88 y N6 se denominan células T CAR
iMyD88/N6.

2. Evaluación de células T CAR con constructos inducibles para la eliminación de células, la proliferación y la5
secreción de citoquinas

En algunos experimentos, las células T CAR iN6 o las células T CAR iMyD88/N6 se producen como se ha descrito
anteriormente en el Ejemplo 4 mediante nucleofección de células T cebadas con un plásmido plantilla linealizado, la
meganucleasa TRC 1-2x.87EE y el ARNsi STING para reducir la toxicidad mediada por los sensores de ácidos
nucleicos intracelulares.Las células T CAR iN6 o las células T CAR iMyD88/N6 se cultivan y expanden posteriormente10
como se ha descrito.

Las células T CAR iN6 y las células T CAR iMyD88/N6 se caracterizan por su capacidad de eliminación de células,
proliferación y secreción de citoquinas tanto en presencia como en ausencia de la pequeña molécula rimiducid, que
induce la dimerización del constructo inducible e inicia la señalización costimuladora en la célula. Para evaluar la
competencia de eliminar  células y la proliferación , las células T CAR se someten a una prueba de estrés inducida15
por antígeno como se describe en el Ejemplo 3 anterior, en la que las células T CAR se co-cultivan con células K562
diseñadas para expresar CD19 (células "K19") en varias relaciones efectoras:objetivo. La proliferación también se
evalúa como se describe en el Ejemplo 4, etiquetando las células con CellTrace Violet y co-cultando con células K19
portadoras de antígeno en varias relaciones efectoras:objetivo. La secreción de citoquinas (por ejemplo, IL-2, TNFα e
IFNγ humanos) se determina como se describe en el Ejemplo 2 anterior tras el cocultivo con células K19 en varias20
relaciones efectoras:objetivo.

Experimentos similares que examinan la matanza de células, la proliferación y la secreción de citoquinas se llevan a
cabo utilizando la transducción de partículas AAV recombinantes para la entrega de la plantilla del donante a las
células T cebadas, que se nucleofectan además con ARNm que codifica la meganucleasa TRC 1-2x.87EE.

3. Proliferación de células T CAR iMyD88/N625

Para caracterizar la funcionalidad de los novedosos dominios coestimuladores en un constructo inducible, se
nucleofectaron células T cebadas con ADN plasmídico linealizado que expresaba un constructo coestimulador
inducible iMyD88/N6 o, como control, el dominio coestimulador N6 expresado como parte del CAR. Las células se
nucleofectaron además con la endonucleasa específica del sitio TRC1-2x.87EE y el siRNA de STING como se ha
descrito anteriormente. Como control negativo, una muestra separada fue nucleofectada con la endonucleasa30
específica del sitio TRC1-2x.87EE y el siRNA STING solamente. El constructo de la plantilla del donante CAR se ilustra
en la Figura 17. Como se ha descrito anteriormente, el constructo que codifica el N6 CAR se denomina 7206 y se
proporciona como SEQ ID NO: 38. El constructo que codifica el dominio coestimulador iMyD88/N6 se denomina 7235
y se proporciona como SEQ ID NO: 42.

Después de la nucleofección, las muestras de células T descansaron durante 6 horas en un medio X-Vivo (Lonza)35
suplementado con 5% de FBS y 30 ng/ml de IL-2 (Gibco). A continuación, las muestras se dividieron por la mitad en
pocillos separados, uno de los cuales recibió rimiducid a una concentración final de 5 nanomolar y el otro se dejó sin
tratar. Las células se incubaron posteriormente durante 5 días. El día 5, las células T CD3+ restantes se marcaron
utilizando el kit de selección positiva de CD3 humano II (StemCell Technologies) y se eliminaron magnéticamente
según las recomendaciones del fabricante. Las fracciones restantes de CD3 se volvieron a suspender en medio X-40
Vivo suplementado con 10 ng/ml de IL-15 y 3 ng/ml de IL-21 (Gibco). Las muestras que habían recibido rimiducid en
el día 0 después de la nucleofección se enriquecieron con rimiducid fresco a una concentración final de 5 nanomolar,
mientras que las muestras no tratadas se resuspendieron en X-Vivo suplementado con citoquinas solamente. A
continuación, las células se incubaron durante 2 días más.

Para preparar las muestras para el ensayo, las células T 2e6 de las condiciones iMyD88/N6 y N6 que habían recibido45
o no rimiducid, así como las células T de control tratadas sólo con TRC1-2x.87EE, se marcaron in vitro con una
solución de 2 µM de solución de Cell-trace Violet (CTV). Tras la incubación, se evaluó la consistencia del etiquetado
del CTV y las frecuencias de las células T CAR en el citómetro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa tras la tinción
con CD19-Biotin Fc (Acro Biosystems) y Streptavidin PE (BD). Las frecuencias de células T CAR se normalizaron al
1% de la población total de células T añadidas, con 2e5 células T totales (2e3 células T CAR) añadidas a dos pocillos50
separados en una placa de fondo redondo de 96 pocillos en medio X-Vivo sin suplemento de citoquinas. Un pocillo
recibió entonces 4e3 células K19 objetivo, mientras que el otro recibió 4e3 células K562 como control. A continuación,
se añadió rimiducid a las muestras que habían recibido rimiducid el día 0 y el día 5 post-nucleofección,
respectivamente. Las células se mezclaron y se incubaron durante un total de 6 días.

El día 6 después del co-cultivo, las muestras se tiñeron para el análisis de citometría de flujo. Para cuantificar la55
proliferación de subconjuntos individuales de células T, las muestras se tiñeron con los anticuerpos CD4 BV711 y CD8
BV785 (Biolegend), y la exclusión de las células muertas durante el análisis se produjo mediante la adición del
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colorante fantasma BV510 (TONBO biosciences) al cóctel de tinción. Después de la tinción, se ejecutaron las muestras
y se recogieron los datos en el citómetro de flujo Becton-Dickinson LSR:Fortessa.

4. Resultados de los estudios de proliferación

Los resultados del ensayo de proliferación comparando el novedoso constructo coestimulador inducible iMyD88/N6
con el CAR N6 se muestran en las Figuras 18-20. Las células T CD4+ y CD8+ procedentes de células nucleofectadas5
que no expresan TRC mostraron niveles similares de proliferación no específica cuando se co-cultivaron con células
K19 (sombreado claro) o K562 (sombreado oscuro) (Figura 18A y 18B).

Por el contrario, la proliferación de las células T CAR que expresan un CAR N6 fue dependiente del antígeno, ya que
la dilución del CTV fue mayor cuando se co-cultivó con células K19 (sombreado claro) frente a las K562 (sombreado
oscuro) (Figura 19A y 19C). Además, las células T CAR que expresan el CAR N6 no inducible mostraron una10
proliferación sustancial de ambos subconjuntos de células T en presencia (sombreado oscuro) o ausencia (sombreado
claro) de rimiducid y células K19 (Figura 19B y 19D), lo que demuestra que rimiducid no tiene ninguna función en
ausencia de un dominio coestimulador dependiente del interruptor.

En el caso del constructo coestimulador inducible, la proliferación de las células T CD4+ y CD8+ que expresan
iMyD88/N6 fue mayor cuando se co-cultivaron con células K19 (sombreado claro) en comparación con las células de15
control K562 (sombreado oscuro) (Figura 20A y 20C). Es importante destacar que el aumento de la dilución del CTV
dependía de rimiducid (sombreado oscuro) en comparación con las muestras no tratadas con rimiducid (sombreado
claro) cuando se cultivaban con células K19 para ambos subconjuntos de células T analizados, lo que apoya la función
inducible del interruptor iMyD88/N6 (Figura 20B y 20D).

5. Conclusiones20

La expresión del novedoso constructo coestimulador inducible iMyD88/N6 en las células T CAR dio lugar a la
proliferación de células T CD4+ y CD8+ que fue dependiente del antígeno. Sorprendentemente, la dilución del CTV en
las células T cultivadas fue mayor en presencia de rimiducid, lo que demuestra la naturaleza inducible de llos
constructos de dominios coestimuladores cuando se expresan en células T CAR. Como el rimiducid no tuvo ningún
efecto sobre la proliferación de células T CAR cuando el dominio coestimulador se expresa como parte de la CAR,25
estos datos apoyan la funcionalidad de los novedosos dominios coestimuladores del interruptor en la función de las
células T CAR.
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REIVINDICACIONES

1. Un dominio coestimulador que comprende una secuencia de aminoácidos establecida en la SEQ ID NO: 8.

2. Un receptor de antígeno quimérico (CAR) que comprende un dominio de unión a ligando extracelular, un dominio
transmembrana y un dominio intracelular, en el que dicho dominio intracelular comprende dicho dominio coestimulador
de la reivindicación 1 y un dominio de señalización intracelular.5

3. El CAR de la reivindicación 2, en el que dicho dominio de señalización intracelular comprende un dominio de
señalización intracelular CD3 ζ.

4. El CAR de la reivindicación 2 o la reivindicación 3, en el que dicho dominio transmembrana comprende un dominio
transmembrana CD8 alfa.

5. El CAR de una cualquiera de las reivindicaciones 2-4, en el que dicho dominio de unión al ligando extracelular10
comprende un fragmento variable de cadena única (scFv).

6. El CAR de una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que dicho dominio de unión al ligando extracelular tiene
especificidad para un antígeno tumoral.

7. Una célula eucariota modificada genéticamente que comprende dicho dominio coestimulador de la reivindicación 1.

8. Una célula eucariota modificada genéticamente que comprende dicho CAR de una cualquiera de las15
reivindicaciones 2-6.

9. La célula eucariota modificada genéticamente de la reivindicación 7 o la reivindicación 8, en la que dicha célula
eucariota modificada genéticamente es una célula T humana modificada genéticamente.

10. La célula eucariota modificada genéticamente de la reivindicación 7 o la reivindicación 8, en la que dicha célula
eucariota modificada genéticamente es una célula asesina natural (NK) humana modificada genéticamente.20

11. Una composición farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y dicha célula T humana
genéticamente modificada de la reivindicación 9 o dicha célula NK humana genéticamente modificada de la
reivindicación 10.

12. Una composición farmacéutica de la reivindicación 11 para su uso en un procedimiento de inmunoterapia para
tratar el cáncer en un sujeto que lo necesita, en el que dicho dominio extracelular de unión a antígeno tiene25
especificidad para un antígeno tumoral.
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