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DESCRIPCION
Proteinas de unién al ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1) y métodos de uso de las mismas
Introduccion

La transferencia de células adoptivas (ACT) es un enfoque de tratamiento en donde las células T autélogas de
un paciente se expanden, manipulan ex vivo, y luego se reintroducen en el paciente para ejercer una respuesta,
por ejemplo, una respuesta antitumoral. Los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) generalmente se refieren a
una poblacién heterogénea de linfocitos que se pueden encontrar en el microambiente del tumor. La razén
general de la terapia de ACT con TIL es que la respuesta inmunitaria antitumoral se puede mejorar eliminando
células con potencial antitumoral del microambiente tumoral inmunosupresor, expandiendo las células in vitro,
y luego devolver la poblacién expandida de células a los sitios del tumor para matar las células tumorales y
posiblemente otros objetivos celulares que sostienen el tumor, como las células endoteliales vasculares. Lee y
Margolin, Curr. Oncol. Rep. 2012; 14(5) 468-474.

La muerte programada 1 (PD-1) es un receptor inhibidor bien descrito expresado en células T humanas
activadas que, en cooperacion con sus ligandos, el ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1) y el ligando 2
de muerte programada 1 (PD-L2), actlia como un factor de punto de control que limita la actividad antitumoral
mediada por células T en una variedad de cénceres humanos, incluido el melanoma. La PD-1 es expresada
por los TIL y, como tal, la expresiéon de PD-L1 en el microambiente tumoral inhibe la progresién de la enfermedad
del cancer, incluido, por ejemplo, el crecimiento del tumor. E.R. Suarez et al.; Oncotarget, 2016 Jun 7; 7 (23):
34341-55 divulga la administracion de una célula CAR-T anti-CAIX humana que estéa disefiada para expresar
una lgG1 o 1IgG4 anti-PD-L1 en un modelo de ratén ortotdpico de carcinoma de células renales humano.

Por consiguiente, existe una necesidad en la técnica de nuevas composiciones y métodos que interfieran con
el efecto inhibidor de la interaccién PD-1-PD-L1, por ejemplo, en el contexto de la terapia de ACT utilizando
TIL.

Resumen

Cualquier referencia en la descripcién a métodos de tratamiento o diagnéstico in vivo se refiere a los
compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la presente invencion para su uso en métodos
de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante terapia o para diagndstico in vivo.

La presente divulgacion proporciona proteinas, tales como anticuerpos, que incluyen una porcién de unién a
antigeno que se une especificamente al ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1). También se proporcionan
acidos nucleicos que codifican las proteinas y las células (p. ej, linfocitos citotdxicos modificados
genéticamente) que incluyen dichos acidos nucleicos. Un método de este tipo puede incluir la reduccién de la
interaccién entre PD-L1 en una primera célula y PD-1 en una segunda célula. Por ejemplo, los métodos y
composiciones proporcionados se pueden utilizar en el tratamiento de infecciones virales y cancer, tal como el
tratamiento de tumores sélidos a través de ACT o mediante la administracién de una proteina de la invencion
que se une especificamente a PD-L1.

Las composiciones y métodos de la presente divulgacién pueden permitir que los linfocitos citotoxicos
modificados genéticamente, especificamente los TIL, se propaguen e infundan como una terapia celular que
permite la secrecién de una proteina de unién a PD-L1 (p. ej., un scFV, un maxicuerpo) en los linfocitos
citotéxicos modificados genéticamente que se administraran al sujeto. De esta manera, los linfocitos citotéxicos
de la presente divulgacién son capaces de "liberarse" del efecto inhibidor del punto de control de PD-1,
proporcionando un efecto anticancerigeno mejorado en el sujeto al que se administran los linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente. Proteinas de unién especificas de la divulgacién (p. €j., los anticuerpos anti-PD-
L1 también se pueden administrar directamente a un individuo, p. €j.,, inyeccidn intravenosa (iv) o intratumoral.

En un aspecto de la invencién, se proporciona una poblacién de linfocitos citotéxicos para su uso en el
tratamiento de un tumor en un sujeto, en donde la poblaciéon de linfocitos citotéxicos es una poblacién de
linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) y se puede obtener a partir de un método que comprende:

modificar genéticamente un linfocito citotéxico previamente aislado de un tumor del sujeto introduciendo en el
linfocito citotéxico un acido nucleico que codifica una proteina que se une especificamente a PD-L1, en donde
el linfocito citotéxico modificado genéticamente expresa y secreta la proteina que se une especificamente a
PD-L1;

expandir el linfocito citotéxico modificado genéticamente para generar la poblacién de linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente en donde los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente son una poblacién
de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) modificados genéticamente; en donde la poblacién de linfocitos
citotéxicos modificados genéticamente es para administracién al sujeto para tratar el tumor, en donde la
secuencia de 4cido nucleico codifica una proteina que se une especificamente a PD-L1 y en donde dicha
proteina que se une especificamente a PD-L1 se selecciona de una de las siguientes proteinas:
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a) una proteina en donde el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ
ID NO: 1, y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 5; y

b) una proteina en donde el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 9, y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 13

en donde la proteina se selecciona de un anticuerpo, un maxicuerpo y un anticuerpo de cadena sencilla (scFv),
en donde el anticuerpo de cadena sencilla comprende el primer y segundo polipéptidos de (a) fusionados entre
si directamente o a través de un enlazador o el primer y segundo polipéptidos de (b) fusionados entre si
directamente o a través de un enlazador, y en donde el maxicuerpo comprende un scFv fusionado directamente
o a través de un enlazador a un dominio Fc.

En ciertas realizaciones, el linfocito citotéxico modificado genéticamente expresa de forma constitutiva la
proteina que se une especificamente a PD-L1 o en donde el linfocito citotoxico modificado genéticamente
expresa de forma inducible la proteina que se une especificamente a PD-L1.

En ciertas realizaciones, el acido nucleico se integra en el genoma del linfocito citotéxico.

En ciertas realizaciones, la proteina es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo de cadena sencilla (scFv),
en donde el anticuerpo de cadena sencilla comprende el primer y segundo polipéptidos fusionados entre si
directamente o a través de un enlazador.

En ciertas realizaciones, el scFv comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ ID NO: 17 o
la SEQ ID NO: 19.

En ciertas realizaciones, la proteina es un maxicuerpo que comprende un dominio Fc de inmunoglobulina
fusionado directamente o a través de un enlazador a la porcién de unidn al antigeno y ademés en donde el
dominio Fc de inmunoglobulina es un dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de IgG4.

En ciertas realizaciones, la proteina comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 18
o la SEQ ID NO: 20.

En ciertas realizaciones, la poblacién de linfocitos citotdxicos se utiliza en el tratamiento de un tumor sélido en
un sujeto.

Otros temas

Se divulga en el presente documento, pero no se reivindica, una proteina que se une especificamente a PD-
L1 y comprende una porcién de union al antigeno que comprende: (a) un primer polipéptido que comprende
las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 2-4, y un segundo polipéptido que
comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 6-8; o (b) un primer
polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 10-12,
y un segundo polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoéacidos de CDR establecidas en las SEQ
ID NOs: 14-16, con la excepcién de que cada una de las tres secuencias de aminoacidos de CDR del primer
y/o segundo polipéptido comprende dos 0 menos sustituciones de aminoécidos conservadoras en relacién con
el numero de la SEQ ID especificado.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la porcién de unién al antigeno
comprende un primer polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en
las SEQ ID NOs: 2-4, y un segundo polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR
establecidas en las SEQ ID NOs: 6-8.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el primer polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 1, y el segundo polipéptido comprende la secuencia
de aminodcidos establecida en la SEQ ID NO: 5.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la porcién de unién al antigeno
comprende un primer polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en
las SEQ ID NOs: 10-12, y un segundo polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR
establecidas en las SEQ ID NOs: 14-16.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el primer polipéptido comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 9, y el segundo polipéptido comprende la secuencia
de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 13.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el primer polipéptido es una cadena ligera
y el segundo polipéptido es una cadena pesada.
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En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la proteina que se une especificamente
a PD-L1 es un anticuerpo de cadena sencilla (scFv) y el primer y segundo polipéptidos se fusionan entre si
directamente o a través de un enlazador. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento,
el scFv comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 19.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la proteina que se une especificamente
a PD-L1 es un maxicuerpo que comprende un dominio Fc de inmunoglobulina fusionado directamente o a
través de un enlazador a la porcién de unién al antigeno. En algunas divulgaciones proporcionadas en el
presente documento, el dominio Fc de inmunoglobulina es un dominio Fc de IgG1. En algunas divulgaciones
proporcionadas en el presente documento, la proteina comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
la SEQ ID NO: 18 o la SEQ ID NO: 20. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el
dominio Fc de inmunoglobulina es un dominio Fc de 1gG4.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la proteina que se une especificamente
a PD-L1 es un anticuerpo humanizado.

En este documento se describe, pero no se reivindica, un écido nucleico que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina que se une especificamente a PD-L1, como se analiza en el presente
documento. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el acido nucleico comprende
un promotor que esta unido operativamente a la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el promotor es un promotor constitutivo. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el promotor es un promotor inducible.

Se divulga en el presente documento, pero no se reivindica, una célula que comprende el acido nucleico que
codifica la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas divulgaciones proporcionadas en el
presente documento, el 4cido nucleico esté integrado en el genoma de la célula. En algunas divulgaciones
proporcionadas en el presente documento, la célula es un linfocito citotéxico modificado genéticamente para
expresary secretar la proteina. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito
citotéxico es una célula T. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la célula T es
una célula T CD8+. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la célula T es una
célula T colaboradora CD4+. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la célula T
se deriva de sangre periférica. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito
citotéxico es una célula asesina natural (NK). En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente
documento, la NK se deriva de sangre periférica.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico es un linfocito
infiltrante de tumores (TIL) derivado de un tumor de un sujeto.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el TIL comprende un receptor especifico
para un antigeno del tumor.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotdxico exhibe un mayor
nivel de expresién de uno o mas antigenos de activacién en relaciéon con una célula T no modificada. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento, uno 0 méas antigenos de activacion se seleccionan
de CD25, CD26, CD27, CD28, CD38, CD40L, CD8&9, CD134, CD137, BTLA, PD-1, HVEM, LIGHT y HLA-DR.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico comprende un
receptor de células T especifico para un antigeno asociado a un tumor.

Se divulga en el presente documento, pero no se reivindica, un método que comprende: modificar
genéticamente un linfocito citotéxico aislado de un tumor de un sujeto introduciendo en el linfocito citotéxico el
acido nucleico que codifica una proteina que se une especificamente a PD-L1, en donde el linfocito citotéxico
modificado genéticamente expresa y secreta la proteina que se une especificamente a PD-L1; expandir el
linfocito citotéxico modificado genéticamente para generar una poblacién de linfocitos citotéxicos modificados
genéticamente; y administrar la poblacién de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente al sujeto para
tratar el tumor.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico modificado
genéticamente expresa de forma constitutiva la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico modificado genéticamente
expresa de manera inducible la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas divulgaciones
proporcionadas en el presente documento, el 4cido nucleico se integra en el genoma del linfocito citotéxico.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico es una célula T. En
algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la célula T es una célula T CD8+. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento, la célula T es una célula T colaboradora CD4+. En
algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico es una célula asesina
natural (NK).
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En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotéxico modificado
genéticamente comprende un receptor especifico para un antigeno del tumor.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el método comprende aislar el linfocito
citotéxico del sujeto antes de modificarlo genéticamente.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la proteina que se une especificamente a PD-L1 y
comprende una porcién de unién a antigeno que comprende: (a) un primer polipéptido que comprende las 3
secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 2-4, y un segundo polipéptido que
comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 6-8; o (b) un primer
polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 10-12,
y un segundo polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoéacidos de CDR establecidas en las SEQ
ID NOs: 14-16, con la excepcién de que cada una de las tres secuencias de aminoacidos de CDR del primer
y/o segundo polipéptido comprende dos 0 menos sustituciones de aminoécidos conservadoras en relacién con
el numero de la SEQ ID especificado.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la porcién de unién al antigeno comprende un
primer polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs:
2-4, y un segundo polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoéacidos de CDR establecidas en las
SEQ ID NOs: 6-8.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el primer polipéptido comprende la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 1, y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 5.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la porcién de unién al antigeno comprende un
primer polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs:
10-12, y un segundo polipéptido que comprende las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las
SEQ ID NOs: 14-16.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el primer polipéptido comprende la secuencia de
aminodcidos establecida en la SEQ ID NO: 9, y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 13.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el primer polipéptido es una cadena ligera y el
segundo polipéptido es una cadena pesada.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la proteina es un anticuerpo de cadena sencilla
(scFv) y el primer y el segundo polipéptido se fusionan entre si directamente o a través de un enlazador.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el scFv comprende la secuencia de aminoéacidos
establecida en la SEQ ID NO: 17 o la SEQ ID NO: 19.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la proteina es un maxicuerpo que comprende un
dominio Fc de inmunoglobulina fusionado directamente o a través de un enlazador a la porcién de unién al
antigeno.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el dominio Fc de inmunoglobulina es un dominio
Fc de 1gG1.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la proteina comprende la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 18 o la SEQ ID NO: 20.

Se divulga en el presente documento, pero no se reivindica, un método para producir un linfocito citotéxico
modificado genéticamente, comprendiendo el método: modificar genéticamente un linfocito citotéxico aislado
de un sujeto que tiene o se sospecha que tiene cancer introduciendo en el linfocito citotéxico el &cido nucleico
que codifica la proteina que se une especificamente a PD-L1, en donde el linfocito citotéxico modificado
genéticamente expresa y secreta la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas divulgaciones
proporcionadas en el presente documento, el linfocito citotoxico modificado genéticamente expresa de forma
constitutiva la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas divulgaciones proporcionadas en el
presente documento, el linfocito citotoxico modificado genéticamente expresa de manera inducible la proteina
que se une especificamente a PD-L1.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el método comprende expandir el linfocito
citotéxico in vitro para proporcionar una poblacion expandida de linfocitos citotoxicos modificados
genéticamente.

En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el método comprende aislar el linfocito
citotéxico del sujeto antes de la modificacién genética.
5
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En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el aislamiento comprende aislar el linfocito
citotéxico de un tumor del sujeto. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento, el
aislamiento comprende aislar el linfocito citotéxico de la sangre periférica del sujeto.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico es una célula T. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento del método, la célula T es una célula T CD8+. En
algunas divulgaciones del método proporcionadas en el presente documento, la célula T es una célula T
colaboradora CD4+. En algunas divulgaciones proporcionadas en el presente documento del método, el
linfocito citotéxico es una célula asesina natural (NK).

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el acido nucleico se integra en el genoma del
linfocito citotoxico.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico exhibe un mayor nivel de
expresién de uno o mas antigenos de activacién en relacién con una célula T no modificada. En algunos
métodos divulgados en el presente documento, los uno 0 mas antigenos de activacién se seleccionan entre
CD25, CD26, CD27, CD28, CD38, CD40L, CD69, CD134, CD137, BTLA, PD-1, HVEM, LIGHT y HLA-DR.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico modificado genéticamente
comprende un receptor de células T especifico para un antigeno de un tumor del sujeto.

En el presente documento se divulga, pero no se reivindica, un método para tratar a un individuo que tiene o
se sospecha que tiene cancer, comprendiendo el método: administrar la proteina que se une especificamente
a PD-L1 al individuo (por ejemplo, sujeto o paciente, incluyendo, por ejemplo, un mamifero tal como un ser
humano).

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la administracién comprende introducir en el sujeto
un acido nucleico que codifica la proteina que se une especificamente a PD-L1.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la administracién comprende introducir en el sujeto
un linfocito citotéxico modificado genéticamente que expresa y secreta la proteina que se une especificamente
a PD-L1.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico modificado genéticamente
expresa de forma constitutiva la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas divulgaciones
proporcionadas en el presente documento del método, el linfocito citotéxico modificado genéticamente expresa
de manera inducible la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunas divulgaciones
proporcionadas en el presente documento, el método comprende inducir la expresién de la proteina que se une
especificamente a PD-L1.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico es una célula T. En algunos
métodos divulgados en el presente documento, la célula T es una célula T CD8+. En algunas divulgaciones del
método proporcionadas en el presente documento, la célula T es una célula T colaboradora CD4. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento del método, el linfocito citotéxico es una célula asesina
natural (NK).

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico exhibe un mayor nivel de
expresién de uno o mas antigenos de activacién en relacién con una célula T no modificada. En algunas
divulgaciones proporcionadas en el presente documento del método, los uno o0 més antigenos de activacién se
seleccionan entre CD25, CD26, CD27, CD28, CD38, CD40L, CD69, CD134, CD137, BTLA, PD-1, HVEM,
LIGHT y HLA-DR.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, el linfocito citotéxico modificado genéticamente
comprende un receptor de células T especifico para un antigeno de un tumor del sujeto.

Se divulga en el presente documento, pero no se reivindica, un método para reducir la interaccién entre PD-L1
en una primera célula y PD-1 en una segunda célula, comprendiendo el método: poner en contacto PD-L1 en
la primera célula con la proteina que se une especificamente a PD-L1.

En algunos métodos divulgados en el presente documento, la primera y segunda células se introducen en un
individuo, y el contacto comprende administrar la proteina que se une especificamente a PD-L1. En algunos
métodos divulgados en el presente documento, la introduccién comprende la administracién sistémica. En
algunos métodos divulgados en el presente documento, la introduccién comprende la administracién local. En
algunos métodos divulgados en el presente documento, la administraciéon local comprende la administracién
intratumoral. En algunos métodos divulgados en el presente documento, el individuo tiene cancer. En algunos
métodos divulgados en el presente documento, el individuo tiene un tumor sélido.

Breve descripcién de los dibujos
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La invencién se puede entender mejor a partir de la siguiente descripcién detallada cuando se lee junto con los
dibujos adjuntos. En los dibujos se incluyen las siguientes figuras:

La Figura 1 proporciona una representacion esquematica del plasmido lentiviral utilizado para producir 38A1-
Fe, 19H9-Fc y FMC63-Fc. Los maxicuerpos anti PD-L1 se codifican mas adelante del promotor U3 del promotor
de MSCV y mas atras de un casete IRES-eGFP.

La Figura 2 proporciona una representacién esquematica del pldsmido retroviral utilizado para producir 38A1-
Fe, 19H9-Fc y FMC63-Fc. Los maxicuerpos anti PD-L1 se codifican mas adelante del promotor U3 del promotor
de MSCV y mas atras de un casete IRES-eGFP.

La Figura 3A-3B proporciona datos de ELISA basado en células para determinar la afinidad de 38A1-scFV-Fc
y 19H9-scFV-Fc por PD-L1. 293-PD-L1 se tifieron con 19H9-scFV-Fc (panel A) o 38A1-scFV-Fc (panel B). Los
maxicuerpos se titularon de 100 nM a 0.01 nM en 293-PD-L1, se lavaron y se tifieron con anticuerpo especifico
anti-Fecy humano marcado con HRP. La unidn se determiné por densidad 6ptica a 450 nm después de la adicién
de TMB (3,3',5,5-tetrametilbencidina). Se utilizé 12D10-scFV-Fc como control negativo.

La Figura 4A-4C proporciona datos que muestran que las células 293-PD-L1 se unen a los maxicuerpos anti-
PD-L1 secretados por las células T Jurkat. Las células T Jurkat que expresan de forma estable FMC63-scFV-
Fc (panel A), 38A1-scFV-Fc (panel B) o 19H9-scFV-Fc (panel C) se co-cultivaron en una proporcién de 1:1
durante 16 horas. Las células se recolectaron y se tifieron con anticuerpo especifico anti-Fcy humano marcado
con Alexa 647. En comparacién con el maxicuerpo de control negativo (FMC63-scFV-Fc), se observé un
aumento de entre 100 y 300 veces en la intensidad fluorescente media (unién del maxicuerpo) para 19H9-
scFV-Fc y 38A1-scFV-Fc, respectivamente.

La Figura 5A-5D proporciona datos que muestran que las células 293-PD-L1 se unen a los maxicuerpos anti-
PD-L1 secretados por los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL). Los sobrenadante de las lineas TIL M1034
(panel A, panel B) y M1015 (panel C, panel D) expresando de forma estable FMC63-scFV-Fc (panel A, panel
C) o 38A1-scFV-Fc (panel B, panel D) se concentraron 10 veces y se usaron para tefir 293-PD-L1. Los
maxicuerpos se detectaron utilizando el anticuerpo especifico anti-Fcy humano marcado con Alexa 647. En
comparacién con el maxicuerpo de control negativo (FMC63-scFV-Fc), observamos un aumento de mas de 50
veces en la intensidad fluorescente media (unién del maxicuerpo) para 38A1-scFV-Fc.

La Figura 6 proporciona datos que muestran la capacidad de los maxicuerpos anti-PD-L1 para limitar la
inhibicién de la actividad de NFAT mediada por PD-L1. Las células T Jurkat que expresan PD1 y luciferasa de
luciérnaga més adelante del promotor NFAT se cocultivaron en una proporcién de 2:1 con células CHO que
expresan PD-L1 y una proteina agonista de células T patentada (kit de bioensayo de bloqueo de PD1/PD-L1,
ndmero de catalogo de Promega CS187111) y uno de 12D10-scFV-Fc (control negativo; gris), 19H9-scFV-Fc
(rojo), 38A1-scFV-Fc (azul) o el anticuerpo especifico de PD1 de control positivo EH12.2H7 (BioLegend; verde).
Los maxicuerpos se titularon de 25 ug/mL a 0.016 ug/mL. La activacién de las células T Jurkat (desinhibicién
de PD-L1) se midi6 como actividad bioluminiscente (unidades luminiscentes relativas; RLU) después de la
adicion de 5'-fluoroluciferina.

La Figura 7 proporciona secuencias de las regiones de unién al antigeno de los anticuerpos 38A1 y 19H9 recién
generados, asi como ejemplos de proteinas scFV (p. ej., fusiones scFV y scFV-FC) que incluyen las regiones
de unién al antigeno 38A1 o 19H9.

La Figura 8 representa un esquema de un ejemplo de un vector de expresion (p. €j., lentivector) que codifica
un promotor inducible.

La Figura 9 representa un esquema de un ejemplo de un vector de expresion (p. €j., lentivector) que codifica
un promotor inducible.

La Figura 10 proporciona la secuencia del vector vacio para el vector pLEV utilizado como vector ejemplar en
los métodos actuales. pLV430G (Vector Lentiviral) (SEQ ID NO: 35) (A) y pCIGO-VSV.G (VSVG) (SEQ ID NO:
36) (B).

La Figura 11A-11B proporciona las secuencias de nucleétidos del vector completas para pLV4301G PDLV scFV
38A1 (SEQ NO: 37) (A) y pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38) (B).

La Figura 12 proporciona datos que muestran que 19H9 exhibe una mayor capacidad de secrecion. Se
proporciona una comparacién de la capacidad de secrecion de las células Jurkat que sobreexpresan el clon
ScFV anti-PD-L1 19H9 versus 38A1. El sobrenadante de las células Jurkat que sobreexpresan el clon ScFV
anti-PD-L1 19H9 y 38A1 se recolecté y se concentré para el ensayo ELISA de IgG para determinar la
concentracién de ScFV anti-PD-L1. Se encontré que el clon de células Jurkat 19H9 tenia mayor capacidad de
secrecién en comparacién con 38A1 (9.82 versus 6.75 Jg/células).
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La Figura 13A-13B proporciona datos que muestran que 38A1 exhibe una mayor capacidad de unidén en las
células Jurkat que sobreexpresan PD-L1. Se examiné la afinidad de unién del clon ScFV anti-PD-L1 19H9 y
38A1 utilizando células EL4 PD-L1. Las EL4 PD-L1 se incubaron con el clon ScFV anti-PD-L1 19H9 o 38A1 a
concentraciones de 1, 3, 10, 30, 100 y 300 ng/mL, y se tileron con Amcyan y FITC antihumano de cabra. Las
células se lavaron con tampén FAC y se analizaron mediante citometria de flujo. El clon 38A1 exhibié una
mayor capacidad de unién en las células Jurkat que sobreexpresaban PD-L1 tanto en el porcentaje de células
positivas para PD-L1 (A) como en la media de intensidad de fluorescencia (MFI) (B).

La Figura 14A-14B proporciona datos que muestran que 38A1 exhibe una mayor capacidad de unidén en las
células tumorales de melanoma. Se proporciona una comparacién de la afinidad de unién del clon ScFV anti-
PD-L1 19H9 y 38A1 utilizando células EL4 PD-L1. Las EL4 PD-L1 se incubaron con el clon ScFV anti-PD-L1
19H9 o 38A1 a concentraciones de 1, 3, 10, 30, 100 y 300 ng/mL, y se tifieron con Amcyan y FITC antihumano
de cabra. Las células se lavaron con tampén FAC y se analizaron mediante citometria de flujo. El clon 38A1
exhibié una mayor capacidad de unién en las células Jurkat que sobreexpresaban PD-L1 tanto en el porcentaje
de células positivas para PD-L1 (A) como en la media de intensidad de fluorescencia (MFI) (B). Para validar la
unién de ScFV anti-PD-L1 en células tumorales, se trataron tres células tumorales de melanoma con IFN-
gamma (100 ng/mL) para mejorar la expresion de PD-L1. Después de tres dias, las células se recolectaron con
tampdn de disociacidn celular, se incubaron con el clon ScFV anti-PD-L1 19H9 o 38A1 a una concentracién de
100 ng/mL y se tifieron con FITC antihumano de cabra. Las células se lavaron con tampén FAC y se analizaron
mediante citometria de flujo. Descubrimos que el clon 38A1 exhibié una mayor afinidad de unién tanto en el
porcentaje de células positivas para PD-L1 como en MFI. En general, el clon 38A1 tiene una mayor afinidad de
unién, pero una capacidad de secrecién ligeramente menor en comparacién con el clon 19H9.

La Figura 15A-15B proporciona datos que muestran que 38A1 exhibe una mayor funcién biolégica que 19H9.
Para determinar mas a fondo la funcién bioldgica de dos clones de ScFV anti-PD-L1 (19H9 y 38A1), se realizd
un ensayo de bloqueo de PD-L1, que se puede utilizar para determinar la potencia del anticuerpo anti PD-1 o
PD-L1 que bloquea la interaccién de PD-1 y PD-L1. El ensayo consta de dos lineas celulares modificadas
genéticamente: célula efectora PD-1 (células T Jurkat que expresan de forma estable PD-1 humana y luciferasa
inducida por NFAT) y células PD-L1 aAPC/CHO-K1 que expresan de forma estable PD-L1 humana con una
proteina de superficie celular que activa TCR afines. Cuando se cocultivaron dos tipos de células, la interaccién
de PD-1 y PD-L1 inhibié la sefalizacion de TCR y disminuy6 la actividad de la luciferasa. La adicién de un
anticuerpo bloqueador anti-PD-1 o PD-L1 ayudé a liberar la sefial inhibidora, lo que resulté en una mejor
seflalizacién de TCR y actividad de luciferasa mediada por NFAT. Se encontré que la sefial de luciferasa (RLU)
era mayor cuando se bloqueaba con anti-PD-L1 en comparacién con anti-PD1, lo que sugiere que bloquear
PD-L1 parecia ser mas efectivo que PD-1 en este contexto (A). Como era de esperar, el clon 38A1 de ScFV
anti-PD-L1, de que previamente habia demostrado tener una mayor afinidad de unién, proporcioné una mayor
funcién bioldgica debido al gran aumento de la sefial de luciferasa tanto en configuraciones de ScFV purificado
(P) como no purificado (NP) (B).

La Figura 16 proporciona los mapas vectoriales para pLV4301GPDLV scFV 38A1 (A) y pLV4301GPDLV scFV
19H9 (B).

La Figura 17 proporciona ejemplos de secuencias de IgG1 (SEQ ID NO: 39), IgG2 (SEQ ID NO: 40), IgG3 (SEQ
ID NO: 41) e 1gG4 (SEQ ID NO: 42).

Descripcidn detallada

La presente divulgacion proporciona proteinas, tales como anticuerpos, que incluyen una porcién de unién a
antigeno que se une especificamente al ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1). También se proporcionan
acidos nucleicos que codifican las proteinas y las células (p. ej, linfocitos citotdxicos modificados
genéticamente) que incluyen dichos &cidos nucleicos. En algunas realizaciones, un método de la invencién
incluye reducir la interaccién entre PD-L1 en una primera célula y PD-1 en una segunda célula. Por ejemplo,
los métodos y composiciones proporcionados se pueden utilizar en el tratamiento de infecciones virales y
cancer, tal como el tratamiento de tumores sélidos através de ACT o mediante la administracién de una proteina
de la invencién que se une especificamente a PD-L1.

Las composiciones y métodos de la presente divulgacién proporcionan linfocitos citotéxicos modificados
genéticamente, especificamente TIL, que pueden propagarse e infundirse como una terapia celular, lo que da
como resultado la secrecién de una proteina de unién a PD-L1 (p. €], un scFV, un maxicuerpo y similares) en
los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente infundidos en el sujeto. De esta manera, los linfocitos
citotéxicos de la presente divulgacién son capaces de "liberarse" del efecto inhibidor del punto de control PD-
1, proporcionando un efecto anticancerigeno mejorado. Las proteinas de unién especificas de la divulgacion
(p. ej., anticuerpos anti-PD-L1) también se pueden proporcionar para su administracién a un individuo
directamente, p. €j.,, inyeccién intravenosa (iv) o intratumoral.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta la décima parte
de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre los limites superior
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e inferior de ese intervalo también se divulga especificamente. Cada intervalo mas pequefio entre cualquier
valor establecido o valor intermedio en un intervalo establecido y cualquier otro valor establecido o intermedio
en ese intervalo establecido esta comprendido dentro de la invencidn. Los limites superior e inferior de estos
intervalos méas pequefios pueden incluirse o excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo en
donde uno, ninguno o ambos limites estan incluidos en los intervalos més pequefios también est4 abarcado
dentro de la invencién, sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando
el intervalo establecido incluye uno o0 ambos limites, los intervalos que excluyen uno o ambos de esos limites
incluidos también se incluyen en la invencion.

Amenos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que cominmente entiende una persona con conocimientos ordinarios en la técnica
a la que pertenece esta invencién. Dichos términos se encuentran definidos y utilizados en contexto en varias
referencias estédndar, incluyendo de manera ilustrativa J. Sambrook and D. W. Russell, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press; 4th Ed., 2012; F. M. Ausubel, Ed., Short Protocols in
Molecular Biology, Current Protocols; 5th Ed., 2002; B. Alberts et al., Molecular Biology of the Cell, 4th Ed.,
Garland, 2002; D. L. Nelson and M. M. Cox, Lehninger Principles of Biochemistry, 4th Ed., W.H. Freeman &
Company, 2004; y Herdewijn, P. (Ed.), Oligonuclectide Synthesis: Methods and Applications, Methods in
Molecular Biology, Humana Press, 2004. Aunque se pueden utilizar en la practica o prueba de la presente
invencién métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, se describen
los métodos y materiales preferidos.

Tal como se utiliza en el presente documento, cada uno de los términos siguientes tiene el significado asociado
a él en esta seccion.

Los articulos "un" y "uno, una" se utilizan en el presente documento para referirse a uno 0 més de uno (es decir,
a al menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o
mas de un elemento.

"Aproximadamente", tal como se utiliza en el presente documento cuando se hace referencia a un valor
medible, tal como una cantidad, una duracién temporal y similares, pretende abarcar variaciones de + 20 % o
* 10 %, més preferiblemente + 5 %, incluso més preferiblemente + 1 % y todavia més preferiblemente + 0.1 %
del valor especificado, ya que dichas variaciones son apropiadas para realizar los métodos divulgados.

El término "efecto antitumoral”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a un efecto bioldégico que
puede manifestarse por una disminucién del volumen del tumor, una disminucién del nidmero de células
tumorales, una disminucién del nimero de metéstasis, un aumento de la expectativa de vida o una mejora de
varios sintomas fisiolégicos asociados con la condiciéon cancerosa. Un "efecto antitumoral" también puede
manifestarse por la capacidad de las composiciones y métodos divulgados para prevenir la apariciéon de
tumores en primer lugar.

El término "anticuerpo” se utiliza en el sentido mas amplio e incluye, por ejemplo, una inmunoglobulina intacta
0 una porcién de unién a antigeno de la misma que compite con el anticuerpo intacto por la unién especifica, a
menos que se especifique lo contrario. Las porciones que se unen al antigeno pueden producirse mediante
técnicas de ADN recombinante o mediante escisién enzimética o quimica de anticuerpos intactos. Las
porciones de unidén a antigeno incluyen Fab, Fab', F(ab')2, Fd, Fv y anticuerpos de dominio (dAb), y fragmentos
de regién determinante de complementariedad (CDR), anticuerpos de cadena sencilla (fragmento de dominio
variable de cadena sencilla; scFv), diacuerpos, triacuerpos, tetracuerpos y polipéptidos que contienen al menos
una porcién de una inmunoglobulina que es suficiente para conferir unién a antigeno especifica al polipéptido.
El anticuerpo incluye un anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo quimérico, un anticuerpo
monoclonal, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo recombinante, un fragmento de anticuerpo de unién a
antigeno, un anticuerpo de cadena sencilla, un maxicuerpo (scFv fusionado por un enlazador o unién directa a
un Fc o un fragmento de Fc), un diacuerpo, un triacuerpo, un tetracuerpo, un fragmento Fab, un fragmento
F(fa')x, un anticuerpo de dominio, un anticuerpo IgD, un anticuerpo IgE y un anticuerpo IgM y un anticuerpo
IgG1 y un anticuerpo 1gG2 y un anticuerpo IgG3 y un anticuerpo 1IgG4 y un anticuerpo IgG4 que tiene al menos
una mutacién en la regién de bisagra que alivia una tendencia a los enlaces disulfuro intra-cadena H.

Un "fragmento Fab" es un fragmento monovalente que tiene los dominios VL, VH, CL y CH1; un fragmento
F(ab')2 es un fragmento bivalente que tiene dos fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la regién de
bisagra; un fragmento Fd tiene los dominios VH y CH1; un fragmento Fv tiene los dominios VL y VH de un solo
brazo de un anticuerpo; y un fragmento dAb tiene un dominio VH, un dominio VL o un fragmento de unién a
antigeno de un dominio VH o VL.

Un "anticuerpo de cadena sencilla” (scFv) es un anticuerpo en el que una regién VL y una regién VH se fusionan
directamente o se unen a través de un enlazador (p. €j., una secuencia sintética de residuos de aminoacidos)
para formar una cadena proteica continua en donde el enlazador es lo suficientemente largo para permitir que
la cadena proteica se pliegue sobre si misma y forme un sitio de unién al antigeno monovalente (véase, por
ejemplo, Bird et al., 1988, Science 242: 423-26 y Huston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 85: 5879-

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3 000 676 T3

83). Los diacuerpos son anticuerpos bivalentes que comprenden dos cadenas polipeptidicas, donde cada
cadena polipeptidica comprende dominios VH y VL unidos por un enlazador que es demasiado corto para
permitir el emparejamiento entre dos dominios en la misma cadena, lo que permite que cada dominio se
empareje con un dominio complementario en otra cadena polipeptidica (véase, p. ej., Holliger et al., 1993, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE. UU. 90:6444-48, y Poljak et al.,, 1994, Structure 2: 1121-23). Si las dos cadenas
polipeptidicas de un diacuerpo son idénticas, entonces un diacuerpo resultante de su emparejamiento tendra
dos sitios de unién de antigeno idénticos. Se pueden utilizar cadenas polipeptidicas que tienen diferentes
secuencias para formar un diacuerpo con dos sitios de unién al antigeno diferentes. De manera similar, los
tricuerpos y tetracuerpos son anticuerpos que comprenden tres y cuatro cadenas polipeptidicas,
respectivamente, y que forman tres y cuatro sitios de unién a antigeno, respectivamente, que pueden ser
iguales o diferentes.

Las regiones determinantes de complementariedad (CDR) y las regiones marco (FR) de un anticuerpo
determinado se pueden identificar utilizando el sistema descrito por Kabat et al. en Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed., US Dept. of Health and Human Services, PHS, NIH, NIH Publication no. 91-
3242, 1991. Se pueden incorporar una o mas CDR a una molécula de forma covalente o no covalente para
convertirla en una proteina de unién a antigeno. Una proteina de unién a antigeno puede incorporar la(s)
CDR(s) como parte de una cadena polipeptidica mas grande, puede unir covalentemente la(s) CDR(s) a otra
cadena polipeptidica o puede incorporar la(s) CDR(s) de forma no covalente. Las CDR permiten que la proteina
de unién al antigeno se una especificamente a un antigeno de interés particular.

El término "anticuerpo humano" incluye todos los anticuerpos que tienen una o mas regiones variables y
constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina humana. En una realizacion, todos los dominios
variables y constantes se derivan de secuencias de inmunoglobulina humana (un anticuerpo completamente
humano). Los anticuerpos humanos pueden prepararse de diversas maneras, incluida la inmunizacién de un
raton modificado genéticamente para expresar anticuerpos humanos. Se pueden disefiar cepas de ratones
deficientes en la produccién de anticuerpos de ratén con grandes fragmentos de los loci de Ig humanos con la
expectativa de que dichos ratones produzcan anticuerpos humanos en ausencia de anticuerpos de ratén. Los
grandes fragmentos de Ig humana pueden preservar la gran diversidad genética variable, asi como la
regulacién adecuada de la produccién y expresiéon de anticuerpos. Al explotar la maquinaria del ratén para la
diversificacién y seleccién de anticuerpos y la falta de tolerancia inmunolégica a las proteinas humanas, el
repertorio de anticuerpos humanos reproducido en estas cepas de ratones puede producir anticuerpos
totalmente humanos de alta afinidad contra cualquier antigeno de interés, incluidos los antigenos humanos.
Utilizando la tecnologia del hibridoma, se pueden producir y seleccionar MAb humanos especificos para el
antigeno con la especificidad deseada. Los anticuerpos humanos también pueden prepararse seleccionando
bibliotecas de anticuerpos humanos expresados en fagos, fagémidos, ribosomas u otras particulas.

Un "anticuerpo humanizado" tiene una secuencia que difiere de la secuencia de un anticuerpo derivado de una
especie no humana por una o mas sustituciones, eliminaciones y/o adiciones de aminoacidos, de modo que es
menos probable que el anticuerpo humanizado induzca una respuesta inmune y/o induzca una respuesta
inmune menos grave, en comparacion con el anticuerpo de la especie no humana, cuando se administra a un
sujeto humano. En una realizacién, ciertos aminoacidos en el marco y los dominios constantes de las cadenas
pesadas y/o ligeras del anticuerpo de especie no humana se mutan para producir el anticuerpo humanizado.
En otra realizacién, el(los) dominio(s) constante(s) de un anticuerpo humano se fusionan con el(los) dominio(s)
variable(s) de una especie no humana. Uno o mas residuos de aminoacidos en una o mas secuencias de CDR
de un anticuerpo no humano se pueden cambiar para reducir la probable inmunogenicidad del anticuerpo no
humano cuando se administra a un sujeto humano, en donde los residuos de aminoacidos modificados no son
criticos para la unién inmunoespecifica del anticuerpo a su antigeno, o los cambios en la secuencia de
aminoécidos que se realizan son cambios conservadores, de modo que la unién del anticuerpo humanizado al
antigeno no es significativamente peor que la unién del anticuerpo no humano al antigeno. Se pueden encontrar
ejemplos de métodos para fabricar anticuerpos humanizados en las patentes de los Estados Unidos Nos.
6,054,297, 5,886,152 y 5,877,293.

El término "anticuerpo quimérico” se refiere a un anticuerpo que contiene una o més regiones de un anticuerpo
y una o mas regiones de uno o més de otros anticuerpos. Un "anticuerpo injertado con CDR" es un anticuerpo
que comprende una o mas CDR derivadas de un anticuerpo de una especie o isotipo particular y el marco de
otro anticuerpo de la misma o diferente especie o isotipo.

El término "Kasociacion" © "Ka"', como se utiliza en el presente documento, se refiere a la velocidad de asociacién
de una interaccion anticuerpo-antigeno particular, mientras que el término "Kgisociacion” 0 "Kd", tal como se utiliza
en el presente documento, se refiere a la velocidad de disociacién de una interaccién anticuerpo-antigeno
particular. El término "Kp", como se utiliza en el presente documento, se refiere a la constante de disociacion,
que se obtiene a partir de la relacidén de Kq a K, (es decir, Ky/Ka) y se expresa como concentracién molar (M).
Los valores de Kp para anticuerpos se pueden determinar utilizando métodos bien establecidos en la técnica.
El método para determinar la Kp de un anticuerpo puede realizarse mediante resonancia de plasmén de
superficie, por ejemplo, mediante un sistema de biosensor tal como un sistema Biacore®.
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Como se utiliza en el presente documento, el término "alta afinidad" para un anticuerpo IgG se refiere a un
anticuerpo que tiene una Kp de 10® M o menos, en algunas realizaciones, 10° M o menos, y en algunas
realizaciones, 1071 M o menos para un antigeno objetivo. Sin embargo, la unién de "alta afinidad" puede variar
para otros isotipos de anticuerpos. Por ejemplo, la unién de "alta afinidad" para un isotipo IgM se refiere a un
anticuerpo que tiene una Kp de 107 M o menos, en algunas realizaciones, 10% M o menos, y en algunas
realizaciones, 10° M o0 menos.

La expresién "constitutiva" incluye un estado en el que un producto genético se produce en una célula viva en
la mayoria o en todas las condiciones fisioldgicas de la célula.

Una "regién codificante”" de un gen incluye los residuos de nucleétidos de la cadena codificante del gen y los
nucleétidos de la cadena no codificante del gen que son homélogos o complementarios, respectivamente, a la
regién codificante de una molécula de ARNm que se produce por transcripcién del gen. Una "regién codificante”
de una molécula de ARNm también incluye los residuos de nucleétidos de la molécula de ARNm que coinciden
con una regién anticodén de una molécula de ARN de transferencia durante la traduccién de la molécula de
ARNm o que codifican un coddn de terminacidn. La regién codificante puede por lo tanto incluir residuos de
nucleétidos que comprenden codones para residuos de aminoacidos que no estan presentes en la proteina
madura codificada por la molécula de ARNm (p. ej., residuos de aminoacidos en una secuencia sefial de
exportacién de proteinas).

Por "linfocitos infiltrantes de tumores" o "TIL" en el presente documento se entiende una poblacién de células
obtenidas originalmente como glébulos blancos que han abandonado el torrente sanguineo de un sujeto y han
migrado a un tumor. Los TIL incluyen, pero no se limitan a, células T citotoxicas CD8+ (linfocitos), células T
CD4+ Th1y Th17, células asesinas naturales, células dendriticas y macréfagos M1. Los TIL incluyen tanto TIL
primarios como secundarios. Los "TIL primarios”" son aquellos que se obtienen de muestras de tejido del
paciente como se describe en el presente documento (a veces denominados "recién cosechados"), y los "TIL
secundarios" son cualquier poblacidén de células TIL que se haya expandido o proliferado como se describe en
el presente documento, incluidos, pero no se limitan a, los TIL en masa y los TIL expandidos ("TIL REP") como
se describe en el presente documento.

Los TIL generalmente se pueden definir bioquimicamente, utilizando marcadores de superficie celular, o
funcionalmente, por su capacidad de infiltrarse en tumores y efectuar el tratamiento. Los TIL se pueden clasificar
generalmente de acuerdo con la expresiéon de uno o mas de los siguientes biomarcadores: CD4, CD8, TCR a,
CD27, CD28, CD56, CCR7, CD45Ra, CD95, PD-1 y CD25. Ademés, y como alternativa, los TIL pueden
definirse funcionalmente por su capacidad de infiltrarse en tumores sélidos tras su reintroduccién en un
paciente.

El término "linfocito citotéxico" incluye las células T citotdxicas (CTL) (incluidas los linfocitos T citotéxicos CD8*
y linfocitos T colaboradores CD4*), células T asesinas naturales (NKT) y células asesinas naturales (NK). Los
linfocitos citotoxicos pueden incluir, por ejemplo, células T af derivadas de sangre periférica positivas para TCR
o yd positivas para TCR activadas por antigenos asociados a tumores y/o transducidas con receptores de
antigenos quiméricos especificos de tumores o receptores de células T, y linfocitos infiltrantes de tumores (TEL).
Los linfocitos citotéxicos generalmente matan células cancerosas, células infectadas (particularmente con virus)
o células que estén dafiadas o defectuosas. Un linfocito citotéxico también puede denominarse célula T
citotéxica, TC, linfocito T citotéxico, CTL, célula T asesina, célula T citolitica, célula T CD8+ o célula T asesina
es un linfocito T (un tipo de glébulo blanco).

Los términos "fragmentar”, "fragmento" y "fragmentado", tal como se utilizan en el presente documento para
describir procesos para desmembrar un tumor, incluyen métodos de fragmentacién mecanica tales como
triturar, cortar, dividir y morcelar el tejido tumoral, asi como cualquier otro método para desmembrar la estructura
fisica del tejido tumoral.

El término "in vivo" se refiere a un evento que tiene lugar en el cuerpo de un sujeto.

El término "in vitro" se refiere a un evento que tiene lugar fuera del cuerpo de un sujeto. Los ensayos in vitro
abarcan ensayos basados en células en los que se emplean células vivas o muertas y también pueden abarcar
un ensayo sin células en el que no se emplean células intactas.

El término "anticuerpo anti-CD3" se refiere a un anticuerpo o variante del mismo, por ejemplo, un anticuerpo
monoclonal e incluye anticuerpos humanos, humanizados, quiméricos 0 murinos que se dirigen contra el
receptor de CD3 en el receptor de antigeno de células T de las células T maduras. Los anticuerpos anti-CD3
incluyen OKT-3, también conocido como muromonab. Otros anticuerpos anti-CD3 incluyen, por ejemplo,
otelixizumab, teplizumab y visilizumab.

El término "OKT-3" (también denominado en el presente documento "OKT3") se refiere a un anticuerpo
monoclonal o biosimilar o variante del mismo, incluidos anticuerpos humanos, humanizados, quiméricos o
murinos, dirigidos contra el receptor de CD3 en el receptor de antigeno de células T maduras, e incluye formas
disponibles comercialmente tales como OKT-3 (30 ng/mL, MACS GMP CD3 puro, Miltenyi Biotech, Inc., San
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Diego, CA, EE. UU.) y muromonab o variantes, sustituciones conservadoras de aminoécidos, glicoformas o
biosimilares del mismo. Las secuencias de aminoacidos de las cadenas pesada y ligera de muromonab se dan
en la Tabla 1 (SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO: 28). Un hibridoma capaz de producir OKT-3 se deposita en la
Coleccién Americana de Cultivos Tipo y se le asigna el nimero de acceso ATCC CRL 8001. Un hibridoma capaz
de producir OKT-3 también esta depositado en la Coleccién Europea de Cultivos Celulares Autenticados
(ECACC) y se le asigna el nimero de catalogo 86022706.

Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de muromonab.

Identificador Secuencia (simbolos de aminoéacidos de una letra)
SEQ ID NO: 27 SAE LARPGASYEM . PGUGLEWLIGY INPSRGYINT 60
DDHYCLDY 120
Cadena pesada de NSESLSSGVH 130
muromonab <THYCE PCER 240
SVEVHNA 300
STYRVVEVLY KARGOPREZQ 360
LYRNGVSLTS ¢ OENNYKTTPBV LDSDGSFFLY 420
GOGNVESCEV 450
SEQ ID NO: 28 6o
120
Cadena ligera de USGGAS > KOINVIWKLD GSERQNGVLE SWIDQDSKOS UYSMSSTLYL 180
mu rOmOnab THDEYERHENS YICEATHHTS TSPIVRESFNR NEC 2173

El término "IL-2" (también denominado en el presente documento como "Il,2") se refiere al factor de crecimiento
de células T conocido como interleucina-2, e incluye todas las formas de IL-2, incluidas las formas humanas y
de mamiferos, sustituciones conservadoras de aminoéacidos, glicoformas, biosimilares y variantes de las
mismas. La IL-2 se describe, por ejemplo, en Nelson, J. Immunol. 2004, 172, 3983-88 y Malek, Annu. Rev.
Immunol. 2008, 26, 453-79. La secuencia de aminoécidos de |L-2 humana recombinante adecuada para su
uso en la invencion se proporciona en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 3). Por ejemplo, el término IL-2 abarca formas
humanas recombinantes de IL-2, como la aldesleucina (PROLEUKIN, disponible comercialmente de multiples
proveedores en viales de un solo uso de 22 millones de dosis), asi como la forma de IL-2 recombinante
suministrada comercialmente por CellGenix, Inc., Portsmouth, NH, EE. UU. (CELLGRO GMP) o ProSpec-Tany
TechnoGene Ltd., East Brunswick, NJ, EE. UU. (Cat. No. CYT-209-b) y otros equivalentes comerciales de otros
proveedores. La aldesleucina (des-alanil-1, serina-125 IL-2 humana) es una forma recombinante humana no
glicosilada de IL-2 con un peso molecular de aproximadamente 15 kDa. La secuencia de aminoécidos de la
aldesleucina adecuada para su uso en la invencién se da en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 30). El término IL-2 también
abarca las formas pegiladas de IL-2, como se describe en el presente documento, incluido el profarmaco de
IL2 pegilado NKTR-214, disponible a través de Nektar Therapeutics, South San Francisco, CA, EE. UU. NKTR-
214 y la IL-2 pegilada adecuados para su uso en la invencidén se describen en la publicacién de solicitud de
patente de los Estados Unidos No. US 2014/0328791 A1y la publicacién de la solicitud de patente internacional
No. WO 2012/065086 A1. Se describen formas alternativas de IL-2 conjugada adecuadas para su uso en la
invencién en las patentes de los Estados Unidos Nos. 4,766,106, 5,206,344, 5,089,261 y 4902,502. Las
formulaciones de IL-2 adecuadas para su uso en la invencién se describen en la patente de los Estados Unidos
No. 6,706,289.

Como se usa en el presente documento, las interleucinas incluyen IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 e IL-21. En la Tabla 2
se proporcionan secuencias ejemplares para estas interleucinas.

Tabla 2. Secuencias de aminoacidos de las interleucinas.

Identificador Secuencia (Simbolos de aminoacidos de una letra)

SEQ ID NO 29 MA  TQLOLEHLLL DLOMILNGIN NYKNPXLY: ATELKHLRCL [43)
£ EEV LNLAGSKNFH LRPRDLISNI NVIVLEL b EYATIVEFLY 120

IL-2 humana I L STLY 134

recombinante (rhiL-2)

SEQ ID NO: 30 T LCLEHLLLDL QMILNGINNY KNPRLTRMLY FREYMPLE KRLOCLEE 60
BEVLN LAQSKNFHLR PROLISNINY IVLELKGSEY TFMCEYADET LUEW 120
Aldesleucina LUFSOSTIST Li 132

(Proleukin®)
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SEQ |D NO 31 MEKCDITLOE ITIXDTLNSLTE QRTLCVELTYV TRIFAASKNT 7 TECRAL TVILRQTYIHH [Ad]
LGAT AQQFHRHKQL IRFLKRLORN LWGLAGLNSC PVKEANQSTL ENPLERLKTI 126
IL-4 humana

recombinante (rhiL-4)

SEQ ID NO: 32 KDG KQYESVLMVS IDDLLD3MKE IGSNCLNNEE NFFKRHICDA NXEGMELFRA 20
: NSTGDED] LK "L LNCTGOVRGR RPAALGEAQP THKELEENXSL 20
IL-7 humana KEQKKLNDLC FLERLLGEIX TCUNKILMGT KEH 133

recombinante (rhiL-7)

IOSM HIDATLYTES / LSLESGDAST 50

SEQ ID NO: 33 MNEVIVISDL K¥
HOTVENLIIL ANNSLSSNGN VTESGCKECE ELEEKNIKEF LOSTVHIVOM FINTS 119
IL-15 humana

recombinante (rhiL-15)

SEQ ID NO: 34 MODRIMIEMR LIt §0
NHERIINVSL 20

IL-21 humana

recombinante (rhlL-21) | HLSSRIHGIZ D3 132

El término "IL-4" (también denominado en el presente documento como "I1,4") se refiere a la citocina conocida
como interleucina 4, que es producida por las células T Th2 y por los eosindfilos, baséfilos y mastocitos. I1L-4
regula la diferenciacién de células T colaboradoras no modificadas (células ThO) a células T Th2. Steinke and
Borish, Respir. Res. 2001, 2, 66-70. Tras la activacidn por IL-4, las células T Th2 posteriormente producen IL-
4 adicional en un ciclo de retroalimentacion positiva. La IL-4 también estimula la proliferacién de células B y la
expresién de MHC de clase Il, e induce el cambio de clase a la expresion de IgE e IgG1 de las células B. La
IL-4 humana recombinante adecuada para su uso en la invencién esta disponible comercialmente de multiples
proveedores, incluidos ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., East Brunswick, NJ, EE. UU. (Cat. No. CYT-211) y
ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU. (proteina recombinante IL-15 humana, Cat. No. Gibco
CTP0043). La secuencia de aminoacidos de IL-4 humana recombinante adecuada para su uso en la invencién
se proporciona en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 31).

El término "IL-7" (también denominado en el presente documento "IL7") se refiere a una citocina derivada de
tejido glicosilada conocida como interleucina 7, que puede obtenerse de células estromales y epiteliales, asi
como de células dendriticas. Fry and Mackall, Blood 2002, 99, 3892-904. IL-7 puede estimular el desarrollo de
células T. La IL-7 se une al receptor de IL-7, un heterodimero que consiste en el receptor alfa de IL-7 y el
receptor de cadena gamma comun, que envia una serie de sefiales importantes para el desarrollo de las células
T dentro del timo y la supervivencia dentro de la periferia. La IL-4 humana recombinante adecuada para su uso
en la invencién esté disponible comercialmente de multiples proveedores, incluidos ProSpec-Tany TechnoGene
Ltd., East Brunswick, NJ, EE. UU. (Cat. No. CYT-254) y ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU.
(proteina recombinante IL-15 humana, Cat. N.° Gibco PHC0071). La secuencia de aminoacidos de IL-7 humana
recombinante adecuada para su uso en la invencioén se proporciona en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 32).

El término "IL-15" (también denominado en el presente documento como "IL15") se refiere al factor de
crecimiento de células T conocido como interleucina-15, e incluye todas las formas de IL-2, incluidas las formas
humanas y de mamiferos, sustituciones conservadoras de aminoécidos, glicoformas, biosimilares y variantes
de las mismas. IL-15 se describe, por ejemplo, en Fehniger and Caligiuri, Blood 2001, 97, 14-32. IL-15 comparte
subunidades del receptor de sefializacién B y y con IL-2. La IL-15 humana recombinante es una cadena
polipeptidica Unica, no glicosilada, que contiene 114 aminoacidos (y una metionina del terminal N) con una
masa molecular de 12.8 kDa. La IL-15 humana recombinante esta disponible comercialmente a través de
multiples proveedores, incluidos ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., East Brunswick, NJ, EE. UU. (Cat. No. CYT-
230-b) y ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU. (proteina recombinante IL-15 humana, Cat. Num.
34-8159-82). La secuencia de aminoécidos de la IL-15 humana recombinante adecuada para su uso en la
invencién se proporciona en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 33).

El término "IL-21" (también denominado en el presente documento "IL21") se refiere a la proteina citocina
pleiotrépica conocida como interleucina-21, e incluye todas las formas de I1,-21, incluidas las formas humanas
y de mamiferos, sustituciones conservadoras de aminoacidos, glicoformas, biosimilares y variantes de las
mismas. La IL-21 se describe, por ejemplo, en Spolski and Leonard, Nat. Rev. Drug. Disc. 2014, 13, 379-95. La
IL-21 es producida principalmente por células T asesinas naturales y células T CD4+ humanas activadas. La
IL-21 humana recombinante es una cadena polipeptidica Unica, no glicosilada, que contiene 132 aminoacidos
con una masa molecular de 15.4 kDa. La IL-21 humana recombinante esta disponible comercialmente a través
de multiples proveedores, incluidos ProSpec-Tany TechnoGene Ltd., East Brunswick, NJ, EE. UU. (Cat. No.
CYT-408-b) y ThermoFisher Scientific, Inc., Waltham, MA, EE. UU. (proteina recombinante IL-21 humana, Cat.
Num. 14-8219-80). La secuencia de aminoacidos de IL-21 humana recombinante adecuada para su uso en la
invencién se proporciona en la Tabla 2 (SEQ ID NO: 34).
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Una "enfermedad" incluye un estado de salud de un animal en donde el animal no puede mantener la
homeostasis y en donde, si la enfermedad no mejora, la salud del animal continia deteriorandose.

Por el contrario, un "trastorno" en un animal incluye un estado de salud en donde el animal es capaz de
mantener la homeostasis, pero en donde su estado de salud es menos favorable de lo que seria en ausencia
del trastorno. Si no se trata, un trastorno no necesariamente provoca un deterioro mayor del estado de salud
del animal.

Una enfermedad o trastorno se "alivia" si se reduce la gravedad de un sintoma de la enfermedad o trastorno,
la frecuencia con la que el paciente experimenta dicho sintoma, o ambas.

Con respecto a los métodos inventivos, el término "tumor” o "cancer" puede ser cualquier cancer, incluyendo
cualquiera de los siguientes: cancer linfocitico agudo, leucemia mieloide aguda, rabdomiosarcoma alveolar,
cancer de huesos, cancer de cerebro, cdncer de mama, cancer de ano, canal anal o anorrecto, cancer de ojo,
cancer del conducto biliar intrahepético, cancer de las articulaciones, cancer de cuello, vesicula biliar o pleura,
cancer de nariz, cavidad nasal u oido medio, cancer de vulva, leucemia linfocitica crénica, cancer mieloide
crénico, cancer de cuello uterino, glioma, linfoma de Hodgkin, cancer de hipofaringe, cancer de rifién, cancer
de laringe, cancer de higado, cancer de pulmén, mesotelioma maligno, melanoma, mieloma multiple, cancer
de nasofaringe, linfoma no Hodgkin, cancer de ovario, cdncer de peritoneo, epiplén y mesenterio, cancer de
faringe, cancer de préstata, cancer rectal, cancer renal, cancer de piel, cancer de tejidos blandos, céncer
testicular, cancer de tiroides, cancer de uréter, cancer de vejiga urinaria y cancer del tracto digestivo como, por
ejemplo, cancer de eséfago, cancer gastrico, cancer de pancreas, cancer de estémago, cancer de intestino
delgado, tumor carcinoide gastrointestinal, cancer de la cavidad oral, cancer de colon y cancer hepatobiliar. En
algunas realizaciones, el cancer es melanoma. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma metastasico.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "mamifero” se refiere a cualquier mamifero, incluidos,
pero no se limitan a, los mamiferos del orden Rodentia, tal como ratones y hamsteres, y mamiferos del orden
Logomorpha, como los conejos. En algunas realizaciones, los mamiferos son del orden Carnivora, incluyendo
felinos (gatos) y caninos (perros). En algunas realizaciones, los mamiferos son del orden Artiodactyla, incluidos
los bovinos (vacas) y los porcinos (cerdos) o del orden Persodactyla, incluidos los equinos (caballos). Lo méas
preferible es que los mamiferos sean del orden Primates, Ceboids, o Simoids (monos) o del orden Anthropoids
(humanos y simios). En algunas realizaciones, el mamifero es el ser humano.

El término "regresién", asi como las palabras derivadas del mismo, tal como se utilizan en el presente
documento, no implican necesariamente una regresién del 100 % o completa. Mas bien, existen diversos
grados de regresidén que una persona con conocimientos ordinarios en la materia reconoce como poseedores
de un beneficio o efecto terapéutico potencial. A este respecto, los métodos de la invencién pueden
proporcionar cualquier cantidad de cualquier nivel de regresién del cancer en un mamifero. Ademas, la
regresion proporcionada por el método de la invencién puede incluir la regresién de una o mas condiciones o
sintomas de la enfermedad, p. ej., cancer. Ademas, para los fines del presente documento, "regresién” puede
abarcar retrasar la aparicién de la enfermedad, o retrasar la aparicién de un sintoma y/o retrasar la aparicién
de una condicién de la misma.

Una "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" de una composicién incluye aquella cantidad de
la composiciéon que es suficiente para proporcionar un efecto beneficioso al sujeto al que se administra la
composicién. Una "cantidad efectiva" de un vehiculo de administracién incluye aquella cantidad suficiente para
unir o administrar eficazmente una composicién.

"Codificacién” incluye la propiedad inherente de secuencias especificas de nucledtidos en un polinucleétido, tal
como un gen, un ADNc o un ARNm, de servir como plantillas para la sintesis de otros polimeros y
macromoléculas en procesos biolégicos que tienen una secuencia definida de nucleétidos (es decir, ARNT,
ARNt y ARNm) o una secuencia definida de aminoacidos y las propiedades biolégicas resultantes de ella. Asi,
un gen codifica una proteina si, por ejemplo, la transcripcién y traduccién del ARNm correspondiente a ese gen
produce la proteina en una célula u otro sistema biolégico. Tanto la cadena codificante, cuya secuencia de
nucleétidos es idéntica a la secuencia de ARNm y que normalmente se proporciona en los listados de
secuencias, como la cadena no codificante, utilizada como plantilla para la transcripcién de un gen o ADNc,
pueden considerarse como codificantes de la proteina u otro producto de ese gen o ADNc.

Tal como se utiliza en el presente documento, "endégeno"” incluye cualquier material procedente o producido
dentro de un organismo, célula, tejido o sistema.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "exdgeno" incluye cualquier material introducido o
producido fuera de un organismo, célula, tejido o sistema.

Un "casete de expresion” incluye cualquier constructo de acido nucleico capaz de dirigir la expresién de un
gen/secuencia codificante de interés, que estd operativamente vinculado a un promotor del casete de
expresion. Estos casetes se pueden construir en un "vector", "constructo vectorial", "vector de expresién" o
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"vector de transferencia de genes" para transferir el casete de expresidn a las células objetivo. Por lo tanto, el
término incluye vehiculos de clonacién y expresién, asi como vectores virales.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "fragmento", aplicado a un acido nucleico o polipéptido,
incluye una subsecuencia de un acido nucleico o polipéptido mas grande. Un "fragmento" de un 4cido nucleico
puede tener una longitud de al menos aproximadamente 15 nucleétidos; por ejemplo, de al menos
aproximadamente 50 nucleétidos a aproximadamente 100 nucleétidos; de al menos aproximadamente 100 a
aproximadamente 500 nucleétidos, de al menos aproximadamente 500 a aproximadamente 1000 nucleétidos,
de al menos aproximadamente 1000 nucleétidos a aproximadamente 1500 nucleétidos; o de aproximadamente
1500 nucledtidos a aproximadamente 2500 nucleétidos; o de aproximadamente 2500 nucleétidos (y cualquier
valor entero intermedio). Un "fragmento" de un polipéptido puede tener una longitud de al menos
aproximadamente 15 aminoacidos; por ejemplo, de al menos aproximadamente 50 aminoacidos a
aproximadamente 100 aminoécidos; de al menos aproximadamente 100 a aproximadamente 500 aminoacidos,
de al menos aproximadamente 500 a aproximadamente 1000 aminoécidos, de al menos aproximadamente
1000 aminoécidos a aproximadamente 1500 aminoacidos; o de aproximadamente 1500 aminoéacidos a
aproximadamente 2500 aminoacidos; o aproximadamente 2500 aminoacidos (y cualquier valor entero
intermedio).

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "gen" y "gen recombinante" incluyen moléculas de
acido nucleico que comprenden un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido. Estas variaciones
alélicas naturales normalmente pueden dar lugar a una variacién de 1-5 % en la secuencia de nucleétidos de
un gen determinado. Se pueden identificar alelos alternativos secuenciando el gen de interés en varios
individuos diferentes. Esto puede llevarse a cabo facilmente utilizando sondas de hibridacién para identificar el
mismo locus genético en una variedad de individuos. Todas y cada una de estas variaciones de nucleétidos y
polimorfismos o variaciones de aminoacidos resultantes que son el resultado de la variacion alélica natural y
que no alteran la actividad funcional se consideran dentro del alcance de la invencién.

"Homélogo", como se utiliza en el presente documento, incluye la similitud de secuencia de subunidades entre
dos moléculas poliméricas, p. ej., entre dos moléculas de acido nucleico, p. ej., dos moléculas de ADN o dos
moléculas de ARN, o entre dos moléculas de polipéptidos. Cuando una posicién de subunidad en ambas
moléculas estd ocupada por la misma subunidad monomérica, p. €j., si una posicién en cada una de dos
moléculas de ADN estéd ocupada por adenina, entonces son homélogas en esa posicién. La homologia entre
dos secuencias es una funcién directa del nimero de posiciones coincidentes u homélogas, p. €j., si la mitad
(p. €j., cinco posiciones en un polimero diez subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias
compuestas son homélogas, entonces las dos secuencias son 50 % homélogas, si el 90 % de las posiciones,
p. ej., 9 de 10, son coincidentes u homélogas, las dos secuencias comparten un 90 % de homologia. A modo
de ejemplo, las secuencias de ADN 5'-ATTGCC-3' y 5'-TATGGC-3' comparten una homologia del 50 %.

La expresion "inducible" incluye un estado en donde un producto genético se produce en una célula viva en
respuesta a la presencia de una sefial en la célula.

Como se utiliza en el presente documento, un "material instructivo" incluye una publicacién, una grabacién, un
diagrama o cualquier otro medio de expresién que pueda utilizarse para comunicar la utilidad y/o el uso de un
compuesto, composicién, vector o sistema de administraciéon de la presente divulgacién en un kit de acuerdo
con la presente divulgacién, p. ej., un kit para aliviar las diversas enfermedades o trastornos citados en el
presente documento. Opcionalmente, o alternativamente, el material instructivo puede describir uno o mas
métodos para aliviar las enfermedades o trastornos en una célula o un tejido de un mamifero. El material
instructivo del kit divulgado en el presente documento puede, por ejemplo, fijarse a un recipiente que contenga
el compuesto, la composicién, el vector o el sistema de administracién identificados de la invencién o enviarse
junto con un recipiente que contenga el compuesto, la composicién, el vector o el sistema de administracién
identificados. Alternativamente, el material de instruccién puede enviarse por separado del recipiente con la
intencién de que el material de instrucciéon y el compuesto sean utilizados de manera cooperativa por el
destinatario.

El término "4cido nucleico" incluye moléculas de ARN o ADN que tienen més de un nucleétido en cualquier
forma, incluyendo oligonucledtidos o polinucleétidos monocatenarios o bicatenarios. El término "secuencia de
nucleétidos" incluye el ordenamiento de los nucledtidos en un oligonucleétido o polinucledtido en una forma
monocatenaria de écido nucleico.

Por "constructo de acido nucleico" se entiende una secuencia de acido nucleico que se ha construido para
comprender una o mas unidades funcionales que no se encuentran juntas en la naturaleza. Los ejemplos
incluyen moléculas de ADN extracromosdmico circular, lineal y de doble cadena (plasmidos), césmidos
(pldsmidos que contienen secuencias COS del fago lambda), genomas virales que incluyen secuencias de
acidos nucleicos no nativos y similares.

El término "operativamente unido" como se utiliza en el presente documento incluye un polinucledtido en
relacién funcional con un segundo polinucleétido, p. ej., una fraccién de acido nucleico monocatenario o
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bicatenario que comprende los dos polinucleétidos dispuestos dentro de la fraccién de &cido nucleico de tal
manera que al menos uno de los dos polinucleétidos es capaz de ejercer un efecto fisiolégico por el cual se
caracteriza, sobre el otro. A modo de ejemplo, un promotor unido operativamente a la regién codificante de un
gen es capaz de promover la transcripcion de la regién codificante. El orden especificado al indicar el enlace
operativo no es importante. Por ejemplo, las frases: "el promotor esta unido operativamente a la secuencia de
nucleétidos" y "la secuencia de nucledtidos estd unida operativamente al promotor” se utilizan indistintamente
en el presente documento y se consideran equivalentes. En algunos casos, cuando el acido nucleico que
codifica la proteina deseada comprende ademés una secuencia promotora/reguladora, la secuencia
promotora/reguladora se posiciona en el extremo 5' de la secuencia codificante de la proteina deseada de
manera que impulsa la expresién de la proteina deseada en una célula.

Los términos "oligonucleétido”, "polinucleétido” y "molécula de acido nucleico", utilizados indistintamente en el
presente documento, se refieren a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean
ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos. Por lo tanto, este término incluye, pero no se limita a, ADN o ARN
monocatenario, bicatenario o multicatenario, ADN genémico, ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que
comprende bases de purina y pirimidina u otras bases de nucleétidos naturales, modificadas quimica o
bioquimicamente, no naturales o derivatizadas. La estructura principal del polinucleétido puede comprender
azucares y grupos fosfato (como los que normalmente se encuentran en el ARN o el ADN), o grupos azlcar o
fosfato modificados o sustituidos. Alternativamente, la estructura principal del polinucleétido puede comprender
un polimero de subunidades sintéticas tales como fosforamiditas y/o fosforotioatos, y por lo tanto puede ser un
fosforamidato de oligodesoxinucledsido o un oligémero mixto de fosforamidato-fosfodiéster. Peyrottes et al.
(1996) Nucl. Acids Res. 24:1841-1848; Chaturvedi et al.. (1996) Nucl. Acids Res. 24: 2318-2323. El
polinucleétido puede comprender uno o mas L-nucledsidos. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados, tal como nucledtidos metilados y analogos de nucleétidos, y puede estar interrumpido por
componentes no nucledtidos. Si estan presentes, se pueden impartir modificaciones a la estructura del
nucleétido antes o después del ensamblaje del polimero. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos
modificados, tal como nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos, uracilo, otros azlcares y grupos de
enlace como fluororribosa y tioato, y ramificaciones de nucleétidos. La secuencia de nucleétidos puede verse
interrumpida por componentes no nucleétidos. Un polinucleétido puede modificarse ain mas después de la
polimerizacién, como por ejemplo mediante conjugacién con un componente de marcado. Otros tipos de
modificaciones incluidas en esta definicién son los protectores, la sustitucién de uno o méas de los nucleétidos
naturales por un anélogo y la introduccién de medios para unir el polinucleétido a proteinas, iones metalicos,
componentes de marcado, otros polinucleétidos o un soporte sélido. Siempre que un polinucleétido u
oligonucleétido esté representado por una secuencia de letras (maylsculas o mindsculas), tal como
"ATGCCTG", se entendera que los nucleétidos estan en orden 5'—3' de izquierda a derecha y que "A" denota
desoxiadenosina, "C" denota desoxicitidina, "G" denota desoxiguanosina y "T" denota timidina, "I" denota
desoxiinosina, "U" denota uridina, a menos que se indique lo contrario 0 sea obvio a partir del contexto. Amenos
que se indique lo contrario, la terminologia y las convenciones de numeracién de atomos seguiran las
divulgadas en Strachan and Read, Human Molecular Genetics 2 (Wiley-Liss, Nueva York, 1999). Los
polinucleétidos pueden ser simples, dobles o triples, lineales o circulares y pueden tener cualquier longitud. Al
discutir polinucleétidos, una secuencia o estructura de un polinucleétido particular puede describirse en el
presente documento de acuerdo con la convencidn de proporcionar la secuencia en la direccién 5' a 3".

El término "recombinante”, tal como se aplica a un polinucleétido, significa que el polinucleétido es el producto
de varias combinaciones de etapas de clonacién, restriccion o ligadura, y otros procedimientos que dan como
resultado un constructo distinto y/o diferente de un polinucleétido que se encuentra en la naturaleza. Los
términos incluyen respectivamente réplicas del constructo del polinucleétido original y progenie del constructo
del virus original.

El término "proteina de unién al ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1)" se refiere a un polipéptido (p. €j.,
una proteina de fusién, un scFV, un maxicuerpo, un anticuerpo y similares), que es capaz de unirse
especificamente a la proteina del ligando 1 de muerte programada 1 (PD-L1) (también conocida como CD274
o B7-H1) expresada en la superficie de una célula.

Los términos "polipéptido”, "péptido" y "proteina", utilizados indistintamente en el presente documento, se
refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoacidos
codificados y no codificados, aminoacidos modificados o derivatizados quimica o bioquimicamente y
polipéptidos que tienen cadenas principales de péptidos modificados. El término incluye cadenas polipeptidicas
modificadas o derivatizadas de cualquier manera, incluyendo, pero sin limitarse a, glicosilacién, formilacién,
ciclizacién, acetilacion, fosforilacién y similares. El término incluye péptidos naturales, péptidos sintéticos y
péptidos que comprenden uno o mas anélogos de aminoacidos. El término incluye proteinas de fusién,
incluyendo, pero no limitado a, proteinas de fusién con una secuencia de aminoéacidos heterdloga, fusiones con
secuencias lideres heterélogas y homdélogas, con o sin residuos de metionina del terminal N; proteinas
marcadas inmunolégicamente; y similares.

El término "antigeno asociado a tumores" es un término bien conocido en la técnica y se refiere a moléculas
que se sobreexpresan de manera diferencial en las células tumorales en relacién con las células no cancerosas
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del mismo tipo de célula. Tal como se utiliza en el presente documento, "antigeno asociado a tumores" incluye
no sélo antigenos completos asociados a tumores que pueden expresarse en la superficie celular, sino también
porciones (fragmentos) de los mismos que comprenden epitopos que son reconocidos por las células T. Un
antigeno asociado a un tumor (TAA) puede ser uno que se encuentra en la naturaleza, o puede ser una versién
sintética de un TAA que se encuentra en la naturaleza, o puede ser una variante de un TAA que se encuentra
de forma natural, p. ej., una variante que tiene propiedades inmunogénicas mejoradas. La TAA puede ser una
proteina sobreexpresada de origen natural o una proteina mutada expresada Unicamente en células tumorales
u otras células transformadas en tumores.

El término "promotor" tal como se utiliza en el presente documento incluye una secuencia de ADN unida
operativamente a una secuencia de &cido nucleico que se va a transcribir, tal como una secuencia de acido
nucleico que codifica una molécula deseada. Un promotor generalmente se ubica mas adelante de una
secuencia de &cido nucleico que se va a transcribir y proporciona un sitio para la unién especifica de la ARN
polimerasa y otros factores de transcripcién.

Los términos "polipéptido", "péptido" y "proteina" se utilizan indistintamente en el presente documento para
referirse a polimeros de aminoécidos de cualquier longitud. Los "polipéptidos", "proteinas" y "péptidos”
codificados por las "secuencias de polinucleétidos” incluyen secuencias nativas de longitud completa, como las
proteinas naturales, asi como subsecuencias funcionales, formas modificadas o variantes de secuencia
siempre que la subsecuencia, la forma modificada o la variante conserven alglin grado de funcionalidad de la
proteina nativa de longitud completa. En los métodos y usos descritos en el presente documento, dichos
polipéptidos, proteinas y péptidos codificados por las secuencias de polinucleétidos pueden ser, pero no es
necesario que sean, idénticos a la proteina endégena defectuosa, o cuya expresién es insuficiente o deficiente
en el mamifero tratado. Los términos también abarcan un polimero de aminoacidos modificado; por ejemplo,
formacion de enlaces disulfuro, glicosilacion, lipidacidn, fosforilacién, metilacidn, carboxilacion, desamidacién,
acetilacion o conjugacién con un componente de marcado. Los polipéptidos tales como polipéptidos
antiangiogénicos, polipéptidos neuroprotectores y similares, cuando se analizan en el contexto de la
administraciéon de un producto génico a un sujeto mamifero, y las composiciones para los mismos, se refieren
al polipéptido intacto respectivo, o cualquier fragmento o derivado genéticamente modificado del mismo, que
conserva la funcién bioquimica deseada de la proteina intacta.

Un "polipéptido recombinante" incluye uno que se produce tras la expresién de un polinucleétido recombinante.

El término "se une especificamente”, tal como se utiliza en el presente documento, p. ej., con respecto a una
regién de unién de anticuerpo/antigeno, incluye una regién de unién de anticuerpo/antigeno que reconoce un
antigeno especifico, pero no reconoce ni se une sustancialmente a otras moléculas en una muestra. Por
ejemplo, un anticuerpo (p. €j., un scFV) que se une especificamente a un antigeno de una especie también
puede unirse a ese antigeno de una o mas especies diferentes. Pero dicha reactividad entre especies no altera
por si misma la clasificacién de un anticuerpo como especifico. Como otro ejemplo, un anticuerpo que se une
especificamente a un antigeno también puede unirse a diferentes formas alélicas del antigeno. Sin embargo,
dicha reactividad cruzada no altera por si misma la clasificaciéon de un anticuerpo como especifico.

En algunos casos, los términos "que se une de forma especifica" o "que se une especificamente" se pueden
utilizar en referencia a la interaccién de un anticuerpo, una proteina o un péptido con una segunda especie
quimica, para significar que la interaccién depende de la presencia de una estructura particular (p. ej., un
determinante antigénico o epitopo) en la especie quimica; por ejemplo, un anticuerpo reconoce y se une a una
estructura proteica especifica en lugar de a las proteinas en general. Si un anticuerpo es especifico para el
epitopo "A", la presencia de una molécula que contenga el epitopo A (o Alibre, no marcado), en una reaccién
que contenga "A" marcado y el anticuerpo, reducira la cantidad de A marcado unido al anticuerpo.

El término "anticuerpo sintético" tal como se utiliza en el presente documento incluye un anticuerpo que se
genera utilizando tecnologia de ADN recombinante, como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un
bacteriéfago. El término también debe interpretarse en el sentido de que significa un anticuerpo que ha sido
generado por la sintesis de una molécula de ADN que codifica el anticuerpo y cuya molécula de ADN expresa
una proteina de anticuerpo, o una secuencia de aminoacidos que especifica el anticuerpo, en donde la
secuencia de ADN o de aminoécidos se ha obtenido utilizando tecnologia de ADN sintético o de secuencia de
aminoécidos que esta disponible y es bien conocida en la técnica.

"Variante", tal como se utiliza el término en el presente documento, incluye una secuencia de acido nucleico o
una secuencia de péptidos que difiere en secuencia de una secuencia de acido nucleico o secuencia de
péptidos de referencia respectivamente, pero conserva propiedades biolégicas esenciales de la molécula de
referencia. Los cambios en la secuencia de una variante de 4cido nucleico no pueden alterar la secuencia de
aminodacidos de un péptido codificado por el cido nucleico de referencia, o pueden resultar en sustituciones,
adiciones, eliminaciones, fusiones y truncamientos de aminoacidos. Los cambios en la secuencia de variantes
de péptidos suelen ser limitados o conservadores, de modo que las secuencias del péptido de referencia y la
variante son muy similares en general y, en muchas regiones, idénticas. Un péptido variante y de referencia
pueden diferir en la secuencia de aminoacidos mediante una o més sustituciones, adiciones, eliminaciones en
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cualquier combinacién. Una variante de un 4acido nucleico o péptido puede ser una variante de origen natural,
tal como una variante alélica, o puede ser una variante que no se sabe que exista de forma natural. Se pueden
crear variantes no naturales de acidos nucleicos y péptidos mediante técnicas de mutagénesis o mediante
sintesis directa.

Una "sustituciéon" resulta del reemplazo de uno o0 mas aminoacidos o nucledtidos por aminoacidos o nucleétidos
diferentes, respectivamente, en comparacién con una secuencia de aminoacidos o una secuencia de
nucleétidos de un polipéptido. Si una sustitucién es conservadora, el aminoécido que se sustituye en un
polipéptido tiene propiedades estructurales o quimicas similares (p. ej., carga, polaridad, hidrofobicidad y
similares) al aminoacido que estd sustituyendo. Las sustituciones conservadoras de aminoacidos naturales
("sustituciones conservadoras de aminoacidos") generalmente dan como resultado una sustituciéon de un primer
aminodacido por un segundo aminoéacido del mismo grupo que el primer aminoacido, donde los ejemplos de
grupos de aminoacidos son los siguientes: (1) aminoacidos &cidos (con carga negativa) como el acido aspértico
y el &cido glutamico; (2) aminoacidos béasicos (con carga positiva) como la arginina, la histidina y la lisina; (3)
aminoécidos polares neutros como la glicina, la serina, la treonina, la cisteina, la tirosina, la asparagina y la
glutamina; y (4) aminoéacidos no polares neutros como la alanina, la leucina, la isoleucina, la valina, la prolina,
la fenilalanina, el triptéfano y la metionina. Las variantes de polipéptidos pueden tener cambios "no
conservadores”, donde el aminoacido sustituido difiere en propiedades estructurales y/o quimicas.

Una "eliminacién” se define como un cambio en la secuencia de aminoéacidos o nucleétidos en donde uno o
més residuos de aminoacidos o nucleétidos, respectivamente, estdn ausentes en comparacién con una
secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleétidos de un polipéptido o polinucleétido de origen natural.
En el contexto de una secuencia de polipéptidos o polinucleétidos, una eliminacién puede implicar la eliminacién
de 2, 5, 10, hasta 20, hasta 30 o hasta 50 o mas aminoéacidos o residuos de nucleétidos, teniendo en cuenta la
longitud de la secuencia de polipéptidos o polinucleétidos que se estd modificando.

Una "insercién" o "adicién" es aquel cambio en una secuencia de aminoécidos o nucleétidos que ha resultado
en la adiciéon de uno o mas residuos de aminoécidos o nucleétidos, respectivamente, en comparacién con una
secuencia de aminoécidos o secuencia de nucleétidos de un polipéptido o polinucleétido de origen natural.
"Inserciéon" generalmente se refiere a la adicidn de uno o mas residuos de aminoéacidos dentro de una secuencia
de aminoécidos de un polipéptido (o residuos de nucleétidos dentro de un polinucleétido), mientras que
"adicién" puede ser una insercidn o referirse a residuos de aminoécidos agregados en los terminales N o C de
un polipéptido (o residuos de nucleétidos agregados en el extremo 5' 0 3' de un polinucleétido). En el contexto
de una secuencia de polipéptidos o polinucledtidos, una insercién o adicién puede ser de hasta 10, hasta 20,
hasta 30 o hasta 50 0 mas aminoécidos (o residuos de nucleétidos).

Un plasmido, &cido nucleico, vector u otra sustancia "aislado" se refiere a una preparacién de la sustancia
desprovista de al menos algunos de los otros componentes presentes donde la sustancia o una sustancia
similar ocurre naturalmente o a partir de la cual se prepara inicialmente. Asi, por ejemplo, una sustancia aislada
puede prepararse utilizando una técnica de purificacién para enriquecerla a partir de una mezcla fuente. El
enriquecimiento se puede medir en términos absolutos, como el peso por volumen de solucién, o se puede
medir en relacién con una segunda sustancia potencialmente interferente presente en la mezcla fuente. Los
enriquecimientos crecientes de las realizaciones de esta invencién se aislan cada vez mas. En algunas
realizaciones, un plasmido, &cido nucleico, vector u otra sustancia aislados se purifican, p. ej., desde
aproximadamente 80 % a aproximadamente 90 % de pureza, al menos aproximadamente 90 % de pureza, al
menos aproximadamente 95 % de pureza, al menos aproximadamente 98 % de pureza, o al menos
aproximadamente 99 %, o mas, de pureza.

Un "vector" es capaz de transferir secuencias de genes a células objetivo. Normalmente, "constructo vectorial",
"vector de expresidén" y "vector de transferencia de genes" significan cualquier constructo de acido nucleico
capaz de dirigir la expresion de un gen de interés y que puede transferir secuencias de genes a células diana,
lo que puede lograrse mediante la integracién genémica de todo o una parte del vector, o el mantenimiento
transitorio o hereditario del vector como un elemento extracromosémico. Por lo tanto, el término incluye la
clonacién y los vehiculos de expresion, asi como los vectores de integracién.

El término "elemento regulador" tal como se utiliza en el presente documento incluye una secuencia de
nucleétidos que controla algin aspecto de la expresién de secuencias de 4cidos nucleicos. Los ejemplos de
elementos reguladores incluyen, a modo ilustrativo, un potenciador, un sitio de entrada al ribosoma interno
(IRES), un intrén, un origen de replicacién, una sefial de poliadenilacién (pA), un promotor, un potenciador, una
secuencia de terminacién de la transcripcién y un dominio regulador secuencia arriba, que contribuyen a la
replicacién, transcripcién y/o procesamiento postranscripcional de una secuencia de acido nucleico. En algunos
casos, los elementos reguladores también pueden incluir elementos de ADN reguladores en cis, asi como
elementos transponibles (TE). Los expertos en la materia son capaces de seleccionar y utilizar estos elementos
reguladores en un constructo de expresién con sdlo una experimentacién de rutina. Los constructos de
expresidn se pueden generar utilizando un enfoque genético recombinante o sintéticamente utilizando una
metodologia bien conocida.
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Un "elemento de control" o "secuencia de control' es una secuencia de nucleétidos involucrada en una
interaccién de moléculas que contribuyen a la regulacién funcional de un polinucleétido, incluida la replicacién,
duplicacién, transcripciéon, empalme, traduccidén o degradacién del polinucleétido. La regulaciéon puede afectar
la frecuencia, velocidad o especificidad del proceso y puede ser de naturaleza potenciadora o inhibidora. Los
elementos de control conocidos en la técnica incluyen, por ejemplo, secuencias reguladoras de la transcripcién
tales como promotores y potenciadores. Un promotor es una region de ADN capaz, en determinadas
condiciones, de unirse a la ARN polimerasa e iniciar la transcripcién de una regién codificante normalmente
ubicada mas adelante (en la direccién 3') del promotor.

"Unido operativamente" u "operativamente unido" se refiere a una yuxtaposiciéon de elementos genéticos, en
donde los elementos estan en una relacién que les permite operar de la manera esperada. Por ejemplo, un
promotor esta unido operativamente a una regién codificante si el promotor ayuda a iniciar la transcripciéon de
la secuencia codificante. Puede haber residuos intermedios entre el promotor y la regién codificante siempre
que se mantenga esta relacién funcional.

Los términos "cancer”, "neoplasia", "tumor" y "carcinoma" se utilizan indistintamente en el presente documento
para referirse a células que exhiben un crecimiento relativamente auténomo, de modo que exhiben un fenotipo
de crecimiento aberrante caracterizado por una pérdida significativa del control de la proliferacién celular. Las
células cancerosas pueden ser benignas o malignas. Los ejemplos de diversos tipos de cancer incluyen, pero
no se limitan a, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer de cuello uterino, cancer de piel,
cancer de pancreas, cancer colorrectal, cdncer renal, cancer de higado, cancer de cerebro, linfoma, leucemia,
cancer de pulmdn y similares.

La frase "tumor homélogo" se refiere a cualquier tumor compuesto de tejido del mismo tipo a partir del cual se
desarrolla. Ademés, un tumor puede ser homélogo a los TIL derivados de dicho tumor. Por ejemplo, un tumor
de melanoma puede ser homélogo a los TIL derivados del tumor de melanoma y/o los TIL derivados de un
tumor de melanoma pueden usarse para tratar el tumor de melanoma homdlogo del cual se derivaron. En
algunas realizaciones, los Tll,s derivados del tumor homélogo se pueden usar para tratar el tumor homoélogo.

Por "individuo" o "huésped" o "sujeto" o "paciente" se entiende cualquier sujeto mamifero para quien se desea
un diagnéstico, tratamiento o terapia, en particular seres humanos. Otros sujetos pueden incluir ganado, perros,
gatos, conejillos de indias, conejos, ratas, ratones, caballos, etc.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aislado", cuando se emplea en el contexto de un
compuesto aislado, se refiere a un compuesto de interés que se encuentra en un entorno diferente de aquel en
donde el compuesto se encuentra naturalmente. "Aislado" pretende incluir compuestos que se encuentran
dentro de muestras que estan sustancialmente enriquecidas con el compuesto de interés y/o en las que el
compuesto de interés esta parcial o sustancialmente purificado.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sustancialmente puro" se refiere a un compuesto que
se extrae de su entorno natural y esta al menos en un 60 % libre, 75 % libre 0 90 % libre de otros componentes
con los que esta asociado naturalmente.

Se conocen en el arte técnicas para determinar la "identidad de secuencia” de 4cidos nucleicos y aminoacidos.
Normalmente, dichas técnicas incluyen la determinacién de la secuencia de nucleétidos del ARNm de un gen
y/o la determinacién de la secuencia de aminoéacidos codificada por el mismo, y la comparacién de estas
secuencias con una segunda secuencia de nucleétidos 0 aminoéacidos. En general, "identidad" se refiere a una
correspondencia exacta de nucleétido a nucleétido o de aminoacido a aminoéacido de dos polinucleétidos o
secuencias de polipéptidos, respectivamente. Se pueden comparar dos 0 mas secuencias (polinucleétidos o
aminodacidos) determinando su "porcentaje de identidad". El porcentaje de identidad de dos secuencias, ya
sean secuencias de acidos nucleicos o de aminoacidos, es el nimero de coincidencias exactas entre dos
secuencias alineadas dividido por la longitud de las secuencias mas cortas y multiplicado por 100. Una
alineacién aproximada de las secuencias de acidos nucleicos es proporcionada por el algoritmo de homologia
local de Smith and Waterman, Advances in Applied Mathematics, 2: 482-489 (1981). Este algoritmo se puede
aplicar a secuencias de aminoacidos utilizando la matriz de puntuacién desarrollada por Dayhoff, Atlas of
Protein Sequences and Structure, M.O. Dayhoff ed., 5 suppl. 3: 353-358, National Biomedical Research
Foundation, Washington, D.C., USA, y normalizado por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6): 6745-6763 (1986).

El Genetics Computer Group (Madison, WI) proporciona un ejemplo de una implementacién de este algoritmo
para determinar el porcentaje de identidad de una secuencia en la aplicacién de utilidad "BestFit". Los
parametros predeterminados para este método se describen en el Wisconsin Sequence Analysis Package
Program Manual, versién 8 (1995) (disponible a través de Genetics Computer Group, Madison, WI). Otro
método para establecer el porcentaje de identidad en el contexto de la presente invencién es utilizar el paquete
de programas MPSRCH con derechos de autor de la Universidad de Edimburgo, desarrollado por John F.
Collins y Shane S. Sturrok, y distribuido por IntelliGenetics, Inc. (Mountain View, CA). De este conjunto de
paquetes, se puede emplear el algoritmo de Smith-Waterman donde se usan pardmetros predeterminados para
la tabla de puntuacién (por ejemplo, penalizacién por apertura de espacio de 12, penalizacién por extensién de
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espacio de uno y un espacio de seis). A partir de los datos generados, el valor de "Coincidencia" refleja la
"identidad de secuencia". En general, en la técnica se conocen otros programas adecuados para calcular el
porcentaje de identidad o similitud entre secuencias, por ejemplo, otro programa de alineamiento es BLAST,
utilizado con parametros predeterminados. Por ejemplo, BLASTN y BLASTP se pueden utilizar usando los
siguientes parametros predeterminados: c6digo genético = esténdar; filtro = ninguno; cadena = ambas; corte =
60; expectativa = 10; Matriz = BLOSUM®62; Descripciones = 50 secuencias; ordenado por = PUNTUACION
ALTA; Bases de datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + traducciones de CDS del GenBank
de Swiss protein + Spupdate + PIR. Los detalles de estos programas se pueden encontrar en la direccién de
Internet que aparece colocando http:// in front of blast.ncbi.nim.nih.gov-Blast.cgi.

Alternativamente, en el contexto de los polinucleétidos, la homologia se puede determinar mediante la
hibridacién de polinucleétidos en condiciones que formen dlplex estables entre regiones homdélogas, seguida
de digestiéon con nucleasa(s) monocatenaria(s) especifica(s) y determinacion del tamafio de los fragmentos
digeridos.

Dos secuencias de ADN o dos secuencias polipeptidicas son "sustancialmente homdélogas" entre si cuando las
secuencias exhiben al menos aproximadamente un 80 % - 85 %, al menos aproximadamente un 85 % - 90 %,
al menos aproximadamente un 90 % - 95 % o al menos aproximadamente un 95 % - 98 % de identidad de
secuencia a lo largo de una longitud definida de las moléculas, segun se determina utilizando los métodos
anteriores. Como se utiliza en el presente documento, sustancialmente homdlogo también se refiere a
secuencias que muestran una identidad completa con la secuencia de ADN o polipéptido especificada. Las
secuencias de ADN que son sustancialmente homélogas pueden identificarse en un experimento de hibridacién
Southern, por ejemplo, en condiciones estrictas, como las definidas para ese sistema en particular. La definicién
de condiciones de hibridacidén apropiadas esté dentro del conocimiento de la técnica. Véase, p. ej., Sambrook
and Russel, Molecular Cloning: A Laboratory Manual Third Edition, (2001) Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, NY.

Un primer polinucleétido se "deriva de" un segundo polinucleétido si tiene la misma o sustancialmente la misma
secuencia de nucleétidos que una regidén del segundo polinucleétido, su ADNc, sus complementos, o si muestra
identidad de secuencia como se describidé anteriormente. Este término no pretende exigir ni implicar que el
polinucleétido deba obtenerse del origen citado (aunque esto esté incluido), sino que puede obtenerse mediante
cualquier método adecuado.

Un primer polipéptido (o péptido) se "deriva de" un segundo polipéptido (o péptido) si (i) esta codificado por un
primer polinucleétido derivado de un segundo polinucleétido, o (ii) muestra identidad de secuencia con los
segundos polipéptidos como se describié anteriormente. Este término no pretende exigir o implicar que el
polipéptido deba obtenerse del origen citado (aunque esto esté incluido), sino que puede elaborarse mediante
cualquier método adecuado.

El término "en combinacién con" como se utiliza en el presente documento se refiere a usos en los que, por
ejemplo, una primera terapia se administra durante todo el curso de administracién de una segunda terapia;
donde la primera terapia se administra durante un periodo de tiempo que se superpone con la administracién
de la segunda terapia, por ejemplo, donde la administracién de la primera terapia comienza antes de la
administracién de la segunda terapia y la administracién de la primera terapia termina antes de que termine la
administracién de la segunda terapia; donde la administraciéon de la segunda terapia comienza antes de la
administracién de la primera terapia y la administracion de la segunda terapia termina antes de que termine la
administracién de la primera terapia; donde la administracién de la primera terapia comienza antes de que
comience la administracién de la segunda terapia y la administraciéon de la segunda terapia termina antes de
que termine la administracidén de la primera terapia; donde la administracién de la segunda terapia comienza
antes de que comience la administracién de la primera terapia y la administracién de la primera terapia termina
antes de que termine la administracién de la segunda terapia. Como tal, "en combinacién" también puede
referirse a un régimen que implica la administracién de dos o mas terapias. "En combinacién con" como se
utiliza en el presente documento también se refiere a la administracién de dos o mas terapias que pueden
administrarse en la misma o diferentes formulaciones, por la misma o diferentes vias y en el mismo o diferente
tipo de forma de dosificacién.

Los términos "tratamiento", "que trata”, "tratar" y similares se refieren a la obtencién de un efecto farmacolédgico
y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir total o parcialmente una
enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una cura parcial o completa de
una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento", tal como se utiliza en el presente
documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en un ser
humano, e incluye: (a) prevenir la aparicién de la enfermedad en un sujeto que puede estar predispuesto a
padecerla pero que aln no ha sido diagnosticado de padecerla; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su
desarrollo o progresién; y (c) aliviar la enfermedad, es decir, provocando regresiéon de la enfermedad y/o
aliviando uno o mas sintomas de la enfermedad. El término "tratamiento" también incluye la administracién de
un agente con el fin de producir un efecto farmacolégico, incluso en ausencia de una enfermedad o afeccién.
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Por ejemplo, "tratamiento" abarca la administracién de una composicién que puede provocar una respuesta
inmune o conferirinmunidad en ausencia de una enfermedad, p. €j., en el caso de una vacuna.

Las publicaciones discutidas en el presente documento se proporcionan para su divulgacién antes de la fecha
de presentacién de la presente solicitud. Ademas, las fechas de publicacién proporcionadas pueden ser
diferentes de las fechas de publicacién reales, que pueden necesitar ser confirmadas de forma independiente.
En la medida en que dichas publicaciones puedan establecer una definicién que entre en conflicto con una
definicién o divulgacién explicita o implicita de la presente divulgacion, prevalecera la definicién o divulgacién
de la presente divulgacion.

Composiciones
Proteinas (por ejemplo, anticuerpos) que se unen especificamente a PD-L1

Se proporcionan proteinas (por ejemplo, anticuerpos) que se unen especificamente a PD-L1, acidos nucleicos
que codifican las proteinas y células que incluyen una proteina de la invencién y/o un écido nucleico que codifica
una proteina de la invencién. A lo largo de esta divulgacién, una "proteina que se une especificamente a PD-
L1" que incluye una regién de unién a antigeno como se describe en el presente documento también se
denomina "proteina de unién a PD-L1".

Se proporcionan dos nuevos anticuerpos recombinantes (denominados en el presente documento "38A1" y
"19H9"), ambos de los cuales se unen especificamente al ligando de muerte programada 1 humano (PD-L1).
El PD-L1 humana, nimero de acceso del NCBI NP_054862 (version NP_054862.1 GL7661534), es una
proteina de 290 aa que tiene la secuencia de aminoacidos (que incluye un péptido sefial putativo en los aa 1-
18 y un ectodominio en los aminoé&cidos 19-238):

MRIFAVFITMTYWHLLNAFTVTVPKDLYVVEYGSNMTIECKFPVE
KQLDLAALIVYWEMEDKNIIQFVHGEEDLKVQHSSYROQRARLLKD
QLSLGNAALQITDVKLODAGVYRCMISYGGADYKRITVKVNAPY
NKINQRILVVDPVTSEHELTCQAEGYPKAEVIWTSSDHOQVLSGKTT
TTNSKREEKLFNVTSTLRINTTTNEIFYCTFRRLDPEENHTAELVIPE
LPLAHPPNERTHLVILGAILLCLGVALTFIFRLRKGRMMDVKKCGI
ODTNSKKQSDTHLEET (SEQ ID NO: 21)

PD-L1 también se conoce como CD274 y B7-H1, y se expresa en la superficie de una célula, por ejemplo, una
célula tumoral.

Los detalles de la secuencia, incluidas las secuencias de CDR e informacién adicional relacionada con los
anticuerpos 38A1 y 19H9 se presentan en la Figura 7. Como tal, en algunos casos, una proteina de la invencién
que se une especificamente a PD-L1 tiene una porcién de unién a antigeno que incluye un primer polipéptido
que incluye las 3 secuencias de aminoéacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 2-4 (CDR de cadena
ligera L1, L2 y L3, respectivamente de scFV 38A1), y un segundo polipéptido que incluye las 3 secuencias de
aminodcidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 6-8 (CDR de cadena pesada H1, H2 y H3,
respectivamente de scFV 38A1). En algunos casos, una proteina de la invencién que se une especificamente
a PD-L1 tiene una porcién de unién a antigeno que incluye un primer polipéptido que incluye las 3 secuencias
de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 2-4 (CDR de cadena ligera L1, L2 y L3,
respectivamente de scFV 38A1), y un segundo polipéptido que incluye las 3 secuencias de aminoacidos de
CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 6-8 (CDR de cadena pesada H1, H2 y H3, respectivamente de scFV
38A1).

En algunos casos, el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ ID NO:
1 (cadena ligera de 38A1) y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la
SEQ ID NO: 5 (cadena pesada de 38A1) (p. ej., véase la Figura 7). En algunos casos, el primer polipéptido
comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 1, y el segundo polipéptido comprende
la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, el primer polipéptido
comprende las CDR enumeradas en las SEQ ID NOs: 2, 3y 4 y en donde la proteina se une especificamente
a PD-L1. En algunas realizaciones, el segundo polipéptido comprende las CDR enumeradas en las SEQ ID
NOs: 6, 7 y 8 y en donde la proteina se une especificamente a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9.
En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién
biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la
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funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializaciéon de PD-1 y PD-L1.

Cadena ligera - Anticuerpo 38A1

SYVLTQPPSVSVAPGOTARITCGGNNIGRKIVHWY QQRPGOAPVLVIYYDTDRPAGIPERFSGSN
SGNMATLTISTVGAGDEADYYCQVWDTGSDHVVFGGGTKLTVL

(SEQ ID NO: 1)
CDR1(CDR-L1): NIGRKI (SEQ ID NO: 2)
CDR2(CDR-L2): YDT (SEQ ID NO: 3)
CDR3(CDR-L3): QYWDTGSDHVYV (SEQ ID NO: 4)
Cadena pesada - Anticuerpo 38A1

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY AMSWVROAPGKGLEWVSTISGSGGTTYYADSVK
GRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVYY CAKDWFRSSSPDAFDIWGQGTTVTVSA

(SEQ ID NO: 5)
CDR1(CDR-H1): GFTFSNYA (SEQ ID NO: 6)
CDR2(CDR-H2): ISGSGGTT (SEQ ID NO: 7)
CDR3(CDR-H3): AKDWFRSSSPDAFDI (SEQ ID NO: 8)

La capacidad de unién aumentada se puede medir (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-
L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1 obtenidas
con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un
aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). La capacidad de unién aumentada se puede medir (i) determinando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han
marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii)
comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola
con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina
de unidén a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de
unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3).

En algunos casos, una proteina de la invencién que se une especificamente a PD-L1 tiene una porcién de
unidén a antigeno que incluye un primer polipéptido que incluye las 3 secuencias de aminoécidos de CDR
establecidas en las SEQ ID NOs: 10-12 (CDR de cadena ligera L1, L2 y L3, respectivamente de scFV 19H9),
y un segundo polipéptido que incluye las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID
NOs: 14-16 (CDR de cadena pesada H1, H2 y H3, respectivamente de scFV 19H9). En algunos casos, una
proteina de la invencidén que se une especificamente a PD-L1 tiene una porcién de unién a antigeno que incluye
un primer polipéptido que incluye las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs:
10-12 (CDR de cadena ligera L1, L2 y L3, respectivamente de scFV 19H9), y un segundo polipéptido que
incluye las 3 secuencias de aminoacidos de CDR establecidas en las SEQ ID NOs: 14-16 (CDR de cadena
pesada H1, H2 y H3, respectivamente de scFV 19H9). En algunas realizaciones, el primer polipéptido
comprende las CDR enumeradas en las SEQ ID NOs: 10, 11 y 12 y en donde la proteina se une
especificamente a PD-L1. En algunas realizaciones, el segundo polipéptido comprende las CDR enumeradas
en las SEQ ID NOs: 14, 15 y 16 y en donde la proteina se une especificamente a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.

Cadena ligera - Anticuerpo 19H9

NFMLTQPFHSVSESLGKTVTISCTGSSGSIARKFVQWY QQRPGSSPTTVIYENNOQRPSGVSDRFSG
SIGSSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDSSNVVFGGGTKVTVL

(SEQ ID NO: 9)
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CDR1(CDR-L1): SGSIARKF (SEQ ID NO: 10)
CDR2(CDR-L2): ENN (SEQ ID NO: 11)
CDR3(CDR-L3): QSYDSSNVV (SEQ ID NO: 12)
Cadena pesada - Anticuerpo 19H9

QVQLOQESGGGLVKPGGSLRLSCAASGITESSY SMNWVRQAPGKGLEWVSGINTAGDTHYPESVKG
RFTISRDNARNSLNLOMNSLRAEDTAVYYCVRERVEREY SGYDAFDIWGQGTTVTVSA

(SEQ ID NO: 13)
CDR1(CDR-H1): GFTFSSYS (SEQ ID NO: 14)
CDR2(CDR-H2): INTAGDT (SEQ ID NO: 15)
CDR3(CDR-H3): VRERVEREYSGYDAFDI (SEQ ID NO: 16)

En algunas realizaciones, el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ
ID NO: 9 (cadena ligera de 19H9), y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoéacidos
establecida en la SEQ ID NO: 13 (cadena pesada de 19H9) (p. ej., véase la Figura 7). En algunos casos, el
primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 9, y el segundo
polipéptido comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ ID NO: 13.

En algunas realizaciones, una proteina de la invencidén que se une especificamente a PD-L1 es un anticuerpo
de cadena sencilla (scFv) (discutido anteriormente). Como tal, en algunos casos, una proteina de la invencién
que se une especificamente a PD-L1 es un scFy, y el primer y segundo polipéptidos de la porcién de unién al
antigeno, como se describié anteriormente (p. ej., en esta seccién), estan fusionados entre si (y por lo tanto
son parte del mismo polipéptido). Los ejemplos de scFv adecuados incluyen, pero no se limitan a, los
establecidos en las SEQ ID NOs: 17 y 19 (véase la Figura 7). En algunos casos, el primer y segundo polipéptido
de un scFv se separan uno del otro a través de un enlazador (p. ej., un enlazador flexible). Una persona con
conocimientos normales en la materia conocera varios enlazadores y se puede utilizar cualquier enlazador
conveniente. Un enlazador flexible puede incluir, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos para una regién
de bisagra derivada de una cadena pesada de inmunoglobulina. Un enlazador flexible se puede colocar, por
ejemplo, entre una porcién de unién a antigeno (un dominio de unidén a antigeno) de un anticuerpo (p. €j., un
scFv) y un dominio Fc de inmunoglobulina. En la técnica se conocen diversos enlazadores flexibles, incluidos,
por ejemplo, enlazadores flexibles que incluyen uno o mas aminoacidos Gly, Ser, Asn y/o Asp. En algunas
realizaciones, el enlazador flexible es GGGGS. En algunas realizaciones, el enlazador flexible es (GGGGS)n
(SEQ ID NO: 35), en donde n es un numero entero entre 1y 10. En algunas realizaciones, el enlazador flexible
es GGGGS. En algunas realizaciones, el enlazador flexible es GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 38). En algunas
realizaciones, el enlazador flexible es GGGGSGGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 37). En algunas realizaciones,
el enlazador flexible es GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 38). En algunas realizaciones, el
enlazador flexible es GGGGSGGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 39). En algunas realizaciones, el
enlazador flexible comprende un Ala y Pro (AP) en el terminal C. En algunas realizaciones, el enlazador flexible
es GGGSGG GGSGGGGSGAP (SEQ ID NO: 40).

Los enlazadores flexibles de los scFv de las SEQ ID NOs: 17 y 19 estan en negrita y subrayados en la Figura
7. En algunos casos, una proteina de la invencién que se une especificamente a PD-L1 incluye una secuencia
de aminoécidos que tiene un 80 % o més de identidad de secuencia (p. ej., 85 % o mas, 90 % o mas, 95 % o
mas, 98 % o més, 99 % o més, o 100 % de identidad de secuencia) con la secuencia de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID NOs: 17 y 19 (por ejemplo, ver Figura 7).

En algunas realizaciones, el scFv comprende la siguiente secuencia:
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY AMSWVRQAPGKGLEWVSTISGS
GGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRVEDTAVYYCAKDWFRSSSPD
AFDIWGQGTTVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSGAPSYVLTQPPSVSVAPGOQTARIT
CGGNNIGRKIVHWYQQRPGQAPVLVIYYDTDRPAGIPERFSGSNSGNMATLTIST
VGAGDEADYYCQVWDTGSDHVVFGGGTKLTVL
(SEQ ID NO: 17).

En algunas realizaciones, el scFv comprende la siguiente secuencia:
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QVQLQESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMNWVRQAPGKGLEW VSGINT
AGDTHYPESVKGRFTISRDNARNSLNLQMNSLRAEDTAVYYCVRERVEREYSG
YDAFDIWGQGTTVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSGAPNFMLTQPHS VSESLGK TV
TISCTGSSGSIARKFVOWY QQRPGSSPTTVIYENNQRPSGVSDRFSGSIGSSSNSAS
LTISGLKTEDEADYYCQSYDSSNVVFGGGTKVTVL

(SEQ ID NO: 19),

En algunas realizaciones, una proteina de la invencién que se une especificamente a PD-L1 (p. €j., un scFv)
se fusiona directamente o a través de un enlazador a un dominio Fc (o un fragmento del mismo) (p. ej., un Fc
IgG1, un Fc 1gG2, un Fe IgG3, un Fc 1gG4 o un fragmento del mismo) para proporcionar un maxicuerpo. En
algunos casos, el Fc es un dominio Fc de IgG1. En algunos casos, un dominio Fc de IgG1 tiene la secuencia:

CPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMetISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAKTKPREEQFQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMetTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMetHEALH
NHY TQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:22)

En algunas realizaciones, el Fc es un dominio Fc de IgG4. En algunos casos, un dominio Fc de IgG4 tiene la
secuencia:

CPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMetISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWY
VDGVEVHNAK TKPREEQFQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE YKCK VSNKGLP
SSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMetTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDK SRWQEGNVFSCSVMetHEALH
NHY TQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:23)

En algunas realizaciones, una proteina de la invencidén que se une especificamente a PD-L1 es un anticuerpo
humanizado. En algunos casos, una proteina de la invencidén que se une especificamente a PD-L1 es un scFv
(p. ej., como se describié anteriormente) fusionado a un dominio Fc (o un fragmento del mismo) (p. ej., un Fc
de IgG1, un Fc de 19G2, un Fc de IgG3, un Fc de 1gG4 o un fragmento del mismo). En algunos casos, una
proteina de la invencidén que se une especificamente a PD-L1 incluye una secuencia de aminoacidos que tiene
un 80 % o més de identidad de secuencia (p. €j., 85 % 0 mas, 90 % o mas, 95 % o mas, 98 % o mas, 99 % o
mas, o0 100 % de identidad de secuencia) con la secuencia de aminoacidos establecida en una cualquiera de
las SEQ ID NOs: 18 y 20 (p. €j., véase la Figura 7).

En algunas realizaciones, la proteina de la invenciéon que se une especificamente a PD-L1 comprende:
MGSTAILALLLAVLQGVSAEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNY AMS
WVRQAPGKGLEWVSTISGSGGTTYYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRV
EDTAVYYCAKDWFRSSSPDAFDIWGQGTTVTVSAGGGGSGGGGSGGGGSGAPS
YVLTQPPSYSVAPGQTARITCGGNNIGRKIVHWYQQRPGQAPVLVIY YDTDRPA
GIPERFSGSNSGNMATLTISTVGAGDEADYYCQVWDTGSDHVVEFGGGTKLTVL
GPRANFVYKSGPRPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV
TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQ

DWLNGKEYKCK VSNKALPAPIEK TISK AKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSL
TCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

(SEQ ID NO: 18).

En algunas realizaciones, la proteina de la invencién que se une especificamente a PD-L1 comprende:
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MGSTAILALLLAVLOGVSAQVQLQESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFTFSSYSMN
WVRQAPGKGLEWVSGINTAGDTHYPESVKGRFTISRDNARNSLNLQMNSLRAE
DTAVYYCVRERVEREYSGYDAFDIWGQGTTVIVSAGGGGSGGGGSGGGGSGA
PNFMLTQPHSVSESLGKTVTISCTGSSGSIARKFVQWYQQRPGSSPTTVIYENNQ
RPSGVSDRFSGSIGSSSNSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDSSNVVFGGGTKVTV
LGPRANFVYKSGPRPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPE
VTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLH
OQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVS
LTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 20).
Una proteina de unién a PD-L1 de la invencion (p. ej., un scFV) se puede fusionar con un compafiero de fusién.
Ejemplos de compafieros de fusién para una proteina de unién a PD-L1 de la invencién (p. ej., scFV) incluyen,
pero no se limitan a: (a) un ligando para un receptor de activacién de NK (por ejemplo, ectodominio ULBP1),
(b) el dominio Fc de cualquier inmunoglobulina humana (p. ej., IgG4 o IgG1) y sus variantes (p. ej., mutante de
bisagra monomérica, mutante de unién a FcR), (¢) una proteina autodimerizante (p. €j., proteina de cremallera

de leucina), (d) dominios CD4 humanos 3 y 4 (3/4), y (e) el péptido del terminal carboxilo (CTP) de la
gonadotropina coriénica humana (hCG).

Las secuencias de ejemplo de los compafieros de fusién anteriores son las siguientes, e incluyen proteinas de
cremallera de leucina autodimerizantes, dominios CD4 humanos 3 y 4 (3/4) y péptido del terminal carboxilo
(CTP) de gonadotropina coriénica humana (hCG).

En algunas realizaciones, la proteina de cremallera de leucina autodimerizante comprende:
RSGSSRMetKQIEDKIEEILSKIYHIENEIARIKKLIGERGTSSRG (SEQ ID NO: 24)
En algunas realizaciones, los dominios CD4 humanos 3 y 4 (3/4) comprenden

ASSIVYKKEGEQVEFSFPLAFTVEKLTGSGELWWQAERASSSKSWITFDLKNKEVS
VKRV TQDPKLQMetGKKLPLHLTLPQALPQYAGSGNLTLALEAK TGKLHQEYNLY
VMetRATQLQKNLTCEVWGPTSPKLMet. SLKLENKEAK VSKREKAVWVLNPEAG
MetWQCLLSDSGQVLLESNIKVL (SEQ ID NO:25)

En algunas realizaciones, el péptido del terminal carboxilo (CTP) de la gonadotropina coriénica humana (hCG)
comprende:

SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 26)
Propiedades de la proteina de unién a PD-L1 & composiciones conjuntas

En algunas realizaciones, las composiciones y métodos descritos incluyen un inhibidor de PD-1 que se une a
PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 100 pM o menos, se une a PD-1 humana con una Kp de
aproximadamente 90 pM o menos, se une a PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 80 pM o0 menos,
se une a PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 70 pM o menos, se une a PD-1 humana con una Kp
de aproximadamente 60 pM o menos, se une a PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 50 pM o menos,
se une a PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 40 pM o menos, se une a PD-1 humana con una Kp
de aproximadamente 30 pM o menos, se une a PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 20 pM o menos,
se une a PD-1 humana con una Kp de aproximadamente 10 pM o menos, o se une a PD-1 humana con una
Kp de aproximadamente 1 pM o menos.

En algunas realizaciones, las composiciones y métodos descritos incluyen un inhibidor de PD-1 que se une a
PD-1 humana con una Kaseciacisn d& aproximadamente 7.5 X 10° 1/M-s o mas rapido, se une a PD-1 humana
con Una Kasociacion d€ aproximadamente 7,5 X 10°1/M-s o mas rapido, se une a PD-1 humana con una Kaseciacisn
de aproximadamente 8 X 10° 1/M's o mas rapido, se une a PD-1 humana con una Kasociacicn de
aproximadamente 8.5 X 10% 1/M-s o mas rapido, se une a PD-1 humana con una Kasociacisn d& aproximadamente
9 X 10% 1/M-s o mas rapido, se une a PD-1 humana con una Kaseciacisn d& aproximadamente 9.5 X 10° 1/M's
0 mas rapido, o se une a PD-1 humana con una Kasociacion d& aproximadamente 1 X 108 1/M-s o mas rapido.
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En algunas realizaciones, las composiciones y métodos descritos incluyen un inhibidor de PD-1 que se une a
PD-1 humana con una Kgisociacion d€ aproximadamente 2 X 10° 1/s o més lento, se une a PD-1 humana con un
Ko de aproximadamente 21 X 10° 1/s o mas lento, se une a PD-1 humana con una Kgsociacion d€
aproximadamente 2.2 X 105 1/s o méas lento, se une a PD-1 humana con una Kagisociacion d€ aproximadamente
2.3 X 10°1/s 0 mas lento, se une a PD-1 humana con una Kgisociacisn de aproximadamente 2.4 X 10° 1/s o
més lento, se une a PD-1 humana con una Kgisociacion d€ aproximadamente 2.5 X 10 1/s o mas lento, se une
a PD-1 humana con una Kgisociacisn d& aproximadamente 2.6 X 10° 1/s 0 mas lento o se une a PD-1 humana
una Kyisociacisn de aproximadamente 2.7 X 105 1/s o méas lento, se une a PD-1 humana con una Kgisociacion d€
aproximadamente 2.8 X 10 1/s o0 mas lento, se une a PD-1 humana con una Kagisociacion d€ aproximadamente
2.9 X 10%1/s 0 mas lento, 0 se une a PD-1 humana con una Kdiseciacisn d& aproximadamente 3 X 10° 1/s o
mas lento.

En algunas realizaciones, las composiciones y métodos descritos incluyen un inhibidor de PD-1 que bloquea o
inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana con una ICsg de aproximadamente 10 nM
0 menos, bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana con una ICsg de
aproximadamente 9 nM o menos, bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana
con una ICso de aproximadamente 8 nM o menos, bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana
a PD-1 humana con una ICso de aproximadamente 7 nM o menos, bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana
o PD-L2 humana a PD-1 humana con una ICsy de aproximadamente 6 nM o menos, bloquea o inhibe la unién
de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana con una ICsg de aproximadamente 5 nM o menos, bloquea
o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana con una ICsy de aproximadamente 4 nM
0 menos, bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana con una ICsg de
aproximadamente 3 nM o menos, bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2 humana a PD-1 humana
con una ICsg de aproximadamente 2 nM o menos, o bloquea o inhibe la unién de PD-L1 humana o PD-L2
humana a PD-1 humana con una ICsp de aproximadamente 1 nM o menos.

En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo PD-L1. En algunas realizaciones, el
anticuerpo PD-L1 es un anticuerpo de alta afinidad. En algunas realizaciones, el anticuerpo PD-L1 es un
anticuerpo PD-L1 humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo PD-L1 es un anticuerpo murino, un
anticuerpo quimérico o un anticuerpo humanizado. En algunas realizaciones, el anticuerpo PD-L1 es un
anticuerpo monoclonal. En algunas realizaciones, el anticuerpo PD-L1 se une a PD-1 humana con una Kp de
5X 108 M o menos, se une a PD-1 humana con una Kp de 1 X 108 M o menos, se une a PD-1 humana con
una Kp de 5 X 10°° M o menos, o se une a PD-1 humana con una Kp de entre 1 X 108 M y 1 X 10" M. En
algunas realizaciones, el anticuerpo PD-L1 se une a PD-1 humana con una Kp de 1 X 107 M o menos.

Acidos nucleicos que codifican una proteina de la invencién
Acidos nucleicos y vectores

Se proporcionan acidos nucleicos que codifican una proteina de la invencién (que se une especificamente a
PD-L1). Una proteina de la invencién puede estar codificada por uno o més écidos nucleicos. Por ejemplo, en
los casos en que el primer y el segundo polipéptido de la porcién de unién al antigeno son polipéptidos
separados (es decir, no estan fusionados entre si), el primer y el segundo polipéptido pueden codificarse en el
mismo acido nucleico o en acidos nucleicos diferentes. En algunas realizaciones, los uno o mas é&cidos
nucleicos que codifican una proteina de unién a PD-L1 de la invencién (p. ej., anticuerpo, scFv, un maxicuerpo,
etc.) se incluyen en un vector de expresién. En algunas realizaciones, el primer y segundo polipéptidos estan
codificados en el mismo vector. En algunas realizaciones, el primer y segundo polipéptidos estan codificados
en vectores diferentes. En algunas realizaciones, el primer polipéptido esta codificado en un primer vector. En
algunas realizaciones, el segundo polipéptido esté codificado en un segundo vector. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV
scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pL V4301G
PDL V scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral.
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector
viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9.
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral codifica la proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
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obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializaciéon de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas
realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones,
la cadena pesada esta codificada en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera estéa codificada
en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o un fragmento
del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende
la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga
que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera
y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID
NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-
H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde
dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el
presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 19G1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugada a una
secuencia de 1gG1, IgG2, IgG3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1 (es decir, conjugada a una secuencia
de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

Los vectores derivados de retrovirus como el lentivirus son herramientas adecuadas para lograr la transferencia
de genes a largo plazo ya que permiten la integracion estable a largo plazo de un transgén y su propagacion
en células hijas. Los vectores lentivirales tienen la ventaja adicional sobre los vectores derivados de
oncorretrovirus, como los virus de la leucemia murina, de que pueden transducir células no proliferantes, como
los hepatocitos. También tienen la ventaja adicional de una baja inmunogenicidad.

El vector de expresién puede proporcionarse a una célula (p. ej., introducido en una célula) en forma de vector
viral. La tecnologia 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 virologia y biologia molecular. Los virus que son Utiles como vectores incluyen, pero no se limitan
a, retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, virus del herpes y lentivirus. En general, un vector adecuado
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contiene un origen de replicacién funcional en al menos un organismo, una secuencia promotora, sitios de
endonucleasa de restriccidbn convenientes y uno o mas marcadores seleccionables.

Se han desarrollado varios sistemas basados en virus para la transferencia de genes a células de mamiferos.
Por ejemplo, los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para los sistemas de administracién de
genes. Un gen seleccionado puede insertarse en un vector y empaquetarse en particulas retrovirales utilizando
técnicas conocidas en la materia. El virus recombinante puede luego aislarse y administrarse a las células
deseadas.

La presente divulgacion también proporciona vectores de expresion en los que se inserta un constructo de
acido nucleico de la presente divulgacion. En algunas realizaciones, se puede utilizar un sistema de expresién
inducible. Cuando se desea una expresién inducible, se encuentran disponibles varios vectores que facilitan
dicha expresidn inducible, incluidos, pero no se limitan a, vectores inducibles por tetraciclina y analogos de
tetraciclina, vectores inducibles por tamoxifeno, asi como otros vectores de sistemas de transcripcidn inducibles
conocidos en la técnica.

El constructo de é&cido nucleico puede estar unido operativamente a elementos de control que dirigen su
transcripcién o expresiéon en la secuencia de nucleétidos in vivo. Dichos elementos de control pueden
comprender secuencias de control normalmente asociadas con el gen seleccionado (p. ej., elementos de
control celular endégenos). Alternativamente, se pueden emplear secuencias de control heterélogas. Las
secuencias de control heterélogas Utiles generalmente incluyen aquellas derivadas de secuencias que codifican
genes de mamiferos o virales. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, el promotor temprano de SV40, el
promotor de repeticién terminal larga (LTR) del virus del tumor mamario de ratdn; el promotor tardio principal
del adenovirus (Ad MLP); un promotor del virus del herpes simple (HSV), un promotor celular endégeno
heterdlogo al gen de interés, un promotor del citomegalovirus (CMV) tal como la regién promotora temprana
inmediata del CMV (CMVIE), un promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV), promotores sintéticos,
promotores hibridos y similares. Ademas, también se pueden utilizar secuencias derivadas de genes no virales,
como el gen de la metalotioneina murina. Estas secuencias promotoras estan disponibles comercialmente en,
p. €j., Stratagene (San Diego, California).

En algunas realizaciones, un promotor especifico de un tipo de célula o de un tejido se puede unir
operativamente a un inserto de acido nucleico que codifica el producto génico heterdlogo, y permitir la
produccién selectiva o preferencial de un producto génico en un tipo(s) de célula(s) o tejido(s) particular(es),
por ejemplo, la expresién en linfocitos citotéxicos. En algunas realizaciones, un promotor inducible puede unirse
operativamente al acido nucleico heterélogo.

Los vectores divulgados en el presente documento también pueden incluir elementos de control convencionales
unidos operativamente al inserto de acido nucleico (también denominado secuencia de nucleétidos heteréloga)
de una manera que permite la transcripcion, traduccién y/o expresién en una célula transfectada con el vector
producido de acuerdo con la presente invencion. Como se utiliza en el presente documento, las secuencias
"operativamente enlazadas" incluyen tanto secuencias de control de expresién que son contiguas al gen de
interés como secuencias de control de expresién que actlan en frans o a distancia para controlar el gen de
interés.

Las secuencias de control de la expresién incluyen secuencias apropiadas de iniciacién, terminacién,
promotoras y potenciadoras de la transcripcién; sefiales de procesamiento eficiente del ARN, como sefiales de
empalme y poliadenilacién (poliA); secuencias que estabilizan el ARNm citoplasmatico; secuencias que
mejoran la eficiencia de la traduccién (es decir, secuencia de consenso de Kozak); secuencias que mejoran la
estabilidad de la proteina; y cuando se desee, secuencias que mejoran la secrecién del producto codificado.
En la técnica se conocen un gran numero de secuencias de control de expresion, incluidos promotores
seleccionados entre nativos, constitutivos, inducibles y/o especificos de tejido, y pueden utilizarse.

Los ejemplos de promotores constitutivos incluyen, sin limitacién, el promotor LTR del virus del sarcoma de
Rous (RSV) retroviral (opcionalmente con el potenciador de RSV), el promotor del virus de células murinas
(MSCYV), el promotor del citomegalovirus (CMV) (opcionalmente con el potenciador de CMV) (véase, por
ejemplo, Boshart et al,, Cell, 41: 521-530 (1985)), el promotor de SV40, el promotor de la dihidrofolato
reductasa, el promotor de la beta-actina, el promotor de la fosfoglicerol quinasa (PGK) y el promotor de EF1
(Invitrogen). Los promotores inducibles permiten regular la expresién de los genes y pueden regularse mediante
compuestos suministrados exégenamente, factores ambientales como la temperatura o la presencia de un
estado fisiologico especifico, p. ej., fase aguda, un estado particular de diferenciacién de la célula, o sélo en
células en replicacién. Los promotores inducibles y los sistemas inducibles estan disponibles a través de una
variedad de fuentes comerciales, incluidas, entre otras, Invitrogen, Clonetech y Ariad. Se han descrito muchos
otros sistemas y una persona experta en la materia puede seleccionarlos facilmente. Los ejemplos de
promotores inducibles regulados por compuestos suministrados exdgenamente incluyen el promotor de
metalotionina (MT) de oveja inducible por zinc, el promotor del virus del tumor mamario de ratén (MMTV)
inducible por dexametasona (Dex), el sistema promotor de la polimerasa T7 (Documento WO 98/10088); el
promotor de insectos ecdisona (No et al., (1996) Proc. Natl. Acad.. Sci. EE. UU., 93: 3346-3351), el sistema
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reprimible por tetraciclina (Gossen et al., (1992) Proc. Natl. Acad.. Sci. EE. UU., 89: 5547-5551), el sistema
inducible por tetraciclina (Gossen et al., (1995) Science, 268: 1766-1769, véase también Harvey et al., (1998)
Curr. Opin. Chem. Biol., 2: 512-518), el sistema inducible por RU486 (Wang et al., (1997) Nat. Biotech., 15:
239-243 y Wang et al,, (1997) Gene Ther., 4. 432-441) y el sistema inducible por rapamicina (Magari et al.,
(1997) J. Clin. Invest., 100: 2865-2872). Otros tipos de promotores inducibles Utiles en este contexto son
aquellos regulados por un estado fisioldgico especifico, p. €j., temperatura, fase aguda, un estado particular de
diferenciacién de la célula o Unicamente en células en replicacién. En algunas realizaciones, se utiliza un vector
lentiviral que contiene un promotor de virus de células murinas (MSCV) o un promotor de factor de elongacién
humano-1 alfa (EF-1 alfa) para expresar un acido nucleico que codifica una proteina de unién a PD-L1 de la
invencién como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en
el presente documento.

En otra realizacién, se utilizara el promotor nativo para el inserto de acido nucleico. El promotor nativo puede
ser preferido cuando se desea que la expresidén del inserto de acido nucleico imite la expresién nativa. El
promotor nativo se puede utilizar cuando la expresion del inserto de acido nucleico debe regularse
temporalmente o durante el desarrollo, 0 de manera especifica del tejido, o en respuesta a estimulos
transcripcionales especificos. En una realizacién adicional, también se pueden utilizar otros elementos de
control de expresion nativos, tales como elementos potenciadores, sitios de poliadenilacién o secuencias de
consenso de Kozak para imitar la expresién nativa.

Otra realizacion del acido nucleico incluye un gen unido operativamente a un promotor especifico de tejido. Por
ejemplo, si se desea la expresién en células T y/o linfocitos citotéxicos, se debe emplear un promotor activo en
células T y/o linfocitos citotéxicos.

En diversas realizaciones, el vector que porta uno o0 mas insertos de 4cido nucleico también incluye marcadores
seleccionables o genes reporteros, p. €j., secuencias que codifican resistencia a la geneticina, higromicina o
puromicina, pero no se limitan a. Se pueden utilizar reporteros seleccionables o genes marcadores para sefialar
la presencia de plasmidos/vectores en células bacterianas, incluido, por ejemplo, el examen de la resistencia a
la ampicilina. Otros componentes del plasmido pueden incluir un origen de replicacién. La seleccidén de estos y
otros promotores y elementos vectoriales es convencional y muchas de estas secuencias estan disponibles
(véase, p. ej.,, Sambrook et al., y las referencias citadas en el mismo).

En algunos casos, un &cido nucleico de la invencién incluye un promotor que estd unido operativamente a la
secuencia de nucledtidos que codifica la proteina de unién a PD-L1 de la invencién. Los promotores adecuados
incluyen promotores constitutivos (p. ej., promotor de CMV, promotor de EF1alfa, MSCV y similares), asi como
promotores inducibles (p. ej., promotores inducibles por tetraciclina y anélogos de tetraciclina, promotores
inducibles por tamoxifeno y similares) y promotores condicionales como el promotor de NR4A1. En algunas
realizaciones, el vector comprende transposones.

En algunas realizaciones, el vector es pLEV que tiene una secuencia de nucleétidos como la proporcionada en
la Figura 10. En algunas realizaciones, el vector pLEV que contiene la proteina de unién a PD-L1 se proporciona
en la Figura 11. En algunas realizaciones, el vector es la SEQ ID NO: 41 (Figura 11A). En algunas realizaciones,
el vector es la SEQ ID NO: 42 (Figura 11B). En algunas realizaciones, el vector es el vector que se muestra en
la Figura 16A. En algunas realizaciones, el vector se muestra en la Figura 16B.

En algunas realizaciones, el vector es un vector retroviral, tal como un vector gammaretroviral.

En algunos casos, un acido nucleico de la invencién que codifica una proteina de unién a PD-L1 se incluye en
un plasmido, p. ej., para la expresion transitoria en una célula eucariota, para la integracién gendémica de un
casete de expresién (que incluye la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de unién a PD-L1 unida
operativamente a un promotor) en una célula eucariota, para la propagacién en una célula bacteriana y
similares.

Células

La presente divulgacién proporciona células que incluyen una proteina de la invencién que se une
especificamente a PD-L1, y/o incluyen un acido nucleico (p. ej., como se discutié anteriormente) que codifica
la proteina. Para las células que incluyen un acido nucleico que codifica una proteina de la invencién que se
une especificamente a PD-L1, el 4cido nucleico se puede mantener episomalmente (p. ej., puede ser un
plasmido) o el acido nucleico puede integrarse en el genoma. En algunas realizaciones, el primer y segundo
polipéptidos estan codificados en el mismo &cido nucleico. En algunas realizaciones, el primer y segundo
polipéptidos estan codificados en diferentes acidos nucleicos. En algunas realizaciones, el primer polipéptido
esta codificado en un &cido nucleico. En algunas realizaciones, el segundo polipéptido esta codificado en un
acido nucleico. En algunas realizaciones, el acido nucleico es un vector basado en lentivirus. En algunas
realizaciones, el vector viral es pLV4301GPDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En
algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B).
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector
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viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado
en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es
un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el acido nucleico codifica una
proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de
unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o
aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando
el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una
proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero
de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas
por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad
de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-
L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina de unién a PD-L1
con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular
total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién bioclégica mayor o aumentada en las células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica
mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en
el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estdn codificadas en vectores
diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada estd codificada en un primer vector. En algunas
realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada
comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de unién
a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ
ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1),
SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
18. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a
través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla
(scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de
1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
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unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones,
la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

En la invencién, la célula es un linfocito citotéxico, especificamente un TIL. En algunas realizaciones, la célula
es un linfocito citotéxico y puede denominarse un linfocito citotoxico modificado genéticamente para expresar
y secretar una proteina de unién al ligando de muerte programada 1 (PD-L1) soluble. En tales casos, el término
"genéticamente modificado" abarca escenarios en los que el acido nucleico se mantiene episomalmente, asi
como escenarios en los que el 4cido nucleico se integra en el genoma de la célula. En algunos casos, la célula
es un linfocito citotéxico que estd modificado genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién al
ligando de muerte programada 1 (PD-L1) soluble, donde la modificacién genética es una modificacién del
genoma (es decir, un acido nucleico que codifica una proteina de la invencion se integra en el genoma de la
célula).

Linfocitos citotéxicos que pueden modificarse genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a
PD-L1 como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizaciéon descrita en el
presente documento, incluyen células T citotéxicas (CTL), células T asesinas naturales (NKT) y células
asesinas naturales (NK). Los linfocitos citotdxicos de la presente invencion son linfocitos infiltrantes de tumores
(TIL). En algunas realizaciones, el linfocito citotéxico se ha modificado para expresar y secretar una proteina
de unién a PD-L1 seleccionada del grupo que consiste en 38A1 y 19H9. En algunas realizaciones, el linfocito
citotéxico se ha modificado para expresary secretar 38A1. En algunas realizaciones, el linfocito citotéxico se
ha modificado para expresar y secretar 19H9.

Una célula T citotdxica de acuerdo con la presente divulgacién puede ser una célula T CD8*. Una célula T
citotoxica de acuerdo con la presente divulgacién puede ser una célula T colaboradora CD4*. Una célula T
citotoxica de acuerdo con la presente divulgacion puede ser una célula T CD8" modificada para expresar y
secretar una proteina de unién a PD-L1 como se describe en el presente documento. Una célula T citotéxica
de acuerdo con la presente divulgacion puede ser una célula T colaboradora CD4* modificada para expresary
secretar una proteina de unién a PD-L1 como se describe en el presente documento. Una célula T citotéxica
de acuerdo con la presente divulgacién puede ser una célula T CD8* modificada para expresar y secretar 38A1.
Una célula T citotéxica de acuerdo con la presente divulgacién puede ser una célula T colaboradora CD4*
modificada para expresar y secretar 19H9. Una célula T de acuerdo con la presente divulgacién puede ser una
célula T CD8* modificada para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. Una célula T citotdxica de
acuerdo con la presente divulgaciéon puede ser una célula T colaboradora CD4* modificada para expresar y
secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o
19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcidén de
unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o
aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando
el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una
proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero
de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas
por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad
de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-
L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina de unién a PD-L1
con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular
total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién bioclégica mayor o aumentada en las células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica
mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacidén con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-
L1), SEQID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID
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NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena
pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID
NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1,
1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o I1gG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones,
la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Un linfocito citotoxico que puede modificarse genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a
PD-L1 como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizaciéon descrita en el
presente documento, puede expresar uno o mas antigenos de activacion. Por ejemplo, un linfocito citotéxico
de acuerdo con la presente divulgacién puede exhibir un mayor nivel de expresién de uno o méas antigenos de
activacién en relacién con una célula T no modificada. El o los antigenos de activacién pueden seleccionarse
entre, p. ej., CD25, CD26, CD27, CD28, CD38, CD40L, CD69, CD134, CD137, BTLA, PD-1, HVEM, LIGHT y
HLA-DR. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializaciéon de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
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L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, un linfocito citotéxico que puede modificarse genéticamente para expresar y secretar
una proteina de unién a PD-L1 de la invencién como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién
con cualquier realizacién descrita en el presente documento, incluye o esta modificado genéticamente para
incluir un receptor especifico para un antigeno asociado a un tumor, p. €j., un antigeno asociado a un tumor de
un tumor de un sujeto que se va a tratar con un linfocito citotéxico modificado genéticamente de acuerdo con
la presente divulgacion. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno.
En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células
positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1
marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para
PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9,
en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en
comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por
ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de
citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de
control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria
de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la
inhibicién de la via de sefalizacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacion con 38A1. En
algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecion mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacidén con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-
L1), SEQID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID
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NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena
pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID
NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1,
1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o I1gG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones,
la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Un linfocito citotoxico que puede modificarse genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a
PD-L1 como se describe en el presente documento, p. ej., en relacién con cualquier realizacién descrita en el
presente documento, puede obtenerse de cualquier tejido o fluido adecuado de un sujeto. Por ejemplo, un
linfocito citotéxico puede obtenerse de la sangre periférica de un sujeto. En algunas realizaciones, un linfocito
citotoxico que puede modificarse genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1 de la
invencién como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en
el presente documento, es un TIL derivado de un tumor de un sujeto. En algunas realizaciones, la proteina de
union a PD-L1 es 38A1 o0 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unidén a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
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comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha
cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de |gG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

Etiquetas detectables

Una proteina de la invencién que se une especificamente a PD-L1 (es decir, una proteina de unién a PD-L1 de
la invencién) como se describe en el presente documento, por ejemplo, en relacién con cualquier realizacién
descrita en el presente documento, puede incluir una o mas etiquetas detectables. En la técnica se conocen
diversas etiquetas detectables adecuadas, entre las que se incluyen, entre otras, is6topos radiactivos,
fluorescentes, quimioluminiscentes, croméforos, enzimas, sustratos enzimaticos, cofactores enziméticos,
inhibidores enzimaticos, croméforos, colorantes, iones metéalicos, soles metalicos, ligandos (p. ej., biotina,
avidina, estreptavidina o haptenos) y similares. El término "fluorescente" se refiere a una sustancia o una
porcién de la misma que es capaz de exhibir fluorescencia en el intervalo detectable. Los ejemplos de etiquetas
detectables adecuadas para su uso como componentes de las proteinas de unién a PD-L1 incluyen etiquetas
de afinidad y proteinas fluorescentes (p. ej., GFP, YFP, RFP, CFP y similares). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una
capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o
aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo
de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta
fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién
a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de
células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacidén con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media
(MF1) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina
de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MFI obtenida
con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento
en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién bioldégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
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realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y
una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada
comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que
la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de |gG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

El término "etiqueta de afinidad" se utiliza en el presente documento para indicar un segmento de péptido, p.
ej., un segmento peptidico heterélogo que puede incorporarse a una proteina de unién a PD-L1 de un sujeto y
detectarse utilizando una molécula que se une a la etiqueta de afinidad y proporciona una sefial detectable (p.
ej., un compuesto o proteina fluorescente). En principio, cualquier péptido o proteina para el que esté disponible
un anticuerpo u otro agente de unién especifico se puede utilizar como etiqueta de afinidad. Los ejemplos de
etiquetas de afinidad adecuadas para su uso incluyen, pero no se limitan a, un péptido de unién a la proteina
adaptadora monocitica (MONA), un péptido de unién a T7, un péptido de unién a estreptavidina, un tracto de
polihistidina, proteina A (Nilsson et al., EMBO J. 4:1075 (1985); Nilsson et al., Methods Enzymol. 198: 3 (1991)),
glutation S transferasa (Smith and Johnson, Gene 67: 31 (1988)), etiqueta de afinidad Glu-Glu (Grussenmeyer
etal, Proc. Natl. Acad.. Sci. EE. UU. 82: 7952 (1985)), sustancia P, péptido FLAG (Hopp et al., Biotechnology
6: 1204 (1988)), u otro epitopo antigénico o dominio de unién. Véase, en general, Ford et al., Protein Expression
and Purification 2: 95 (1991). Las moléculas de ADN que codifican etiquetas de afinidad estan disponibles a
través de proveedores comerciales (p. ej., Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J.). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una
capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o
aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo
de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta
fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién
a PD-L1 con un anticuerpo de control o0 comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de
células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacidén con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media
(MF1) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina
de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MFI obtenida
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con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento
en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unidén a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha
cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de |gG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

Cualquier polipéptido fluorescente (también denominado en el presente documento como etiqueta fluorescente)
bien conocido en la técnica es adecuado para su uso como etiqueta detectable directamente o en conexién
con una etiqueta de afinidad. Un polipéptido fluorescente adecuado sera uno que pueda expresarse en una
célula T huésped deseada, como una célula bacteriana o una célula de mamifero, y proporcionara facilmente
una sefal detectable que pueda evaluarse cualitativamente (positiva/negativa) y cuantitativamente (p. ej., grado
comparativo de fluorescencia). Los ejemplos de polipéptidos fluorescentes incluyen, pero no se limitan a,
proteina fluorescente amarilla (YFP), proteina fluorescente cian (CFP), GFP, mRFP, RFP (tdimer2), HCRED,
etc., o cualquier mutante (p. ej., proteinas fluorescentes modificadas para proporcionar una fluorescencia
mejorada o un espectro de emisién desplazado), anélogo o derivado de las mismas. En la técnica se
proporcionan otros polipéptidos fluorescentes adecuados, asi como ejemplos especificos de los enumerados
en el presente documento, y son bien conocidos. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una
porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor
0 aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando
el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una
proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero
de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
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comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas
por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad
de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-
L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina de unién a PD-L1
con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular
total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién bioclégica mayor o aumentada en las células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica
mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacidén con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
un fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-
L1), SEQID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID
NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena
pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID
NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1,
1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o I1gG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones,
la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Las etiquetas basadas en biotina también pueden encontrar utilidad en las proteinas de unién a PD-L1
divulgadas en el presente documento. La biotinilacion de moléculas y sustratos es bien conocida, por ejemplo,
se conocen una gran cantidad de agentes de biotinilacién, incluidos agentes reactivos con aminas y reactivos
con tiol, para la biotinilacién de proteinas, acidos nucleicos, carbohidratos, &cidos carboxilicos; véase, p. €j,
Capitulo 4, Molecular Probes Catalog, Haugland, 6th Ed. 1996. Un sustrato biotinilado se puede detectar
mediante la unién de un compafiero de unién a biotina marcado de manera detectable, como avidina o
estreptavidina. Del mismo modo, también se conocen un gran numero de reactivos de haptenilacién. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
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con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Métodos
Transferencia de células adoptivas

La transferencia de células adoptivas (ACT) es una forma muy eficaz de inmunoterapia e implica la
transferencia de células inmunes con actividad antitumoral a pacientes con cancer. ACT es un enfoque de
tratamiento que implica la identificacién, in vitro, de linfocitos con actividad antitumoral, la expansién in vitro de
estas células en grandes cantidades y su infusién en el huésped portador del cancer. Los linfocitos utilizados
para la transferencia adoptiva pueden derivarse del estroma de tumores resecados (linfocitos infiltrantes de
tumores o TIL). También pueden derivarse de la sangre si se modifican genéticamente para expresar receptores
de células T antitumorales (TCR) o receptores de antigenos quiméricos (CAR), se enriquecen con cultivos de
células tumorales de linfocitos mixtos (MLTC) o se clonan utilizando células presentadoras de antigenos
autélogas y péptidos derivados de tumores. La ACT en donde los linfocitos se originan en el huésped portador
del cancer que se va a infundir se denomina ACT autdloga. La publicacién de los Estados Unidos No.
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2011/0052530 se refiere a un método para realizar una terapia celular adoptiva para promover la regresién del
cancer, principalmente para el tratamiento de pacientes que padecen melanoma metastasico.

En la presente invencién, los linfocitos citotéxicos son TIL. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos pueden proporcionarse para su administracién en una sola dosis. Dicha administracién podra
realizarse mediante inyeccién, p. ej., inyeccidn intravenosa. En algunas realizaciones, se pueden proporcionar
TIL y/o linfocitos citotéxicos para administracién en multiples dosis. La dosis puede ser una, dos, tres, cuatro,
cinco, seis 0 mas de seis veces al afio. La dosificacion puede ser una vez al mes, una vez cada dos semanas,
una vez a la semana o una vez cada dos dias. Se podrén seguir administrando TIL y/o linfocitos citotéxicos
durante el tiempo que sea necesario.

En algunas realizaciones, una dosis efectiva de TIL y/o linfocitos citotoxicos es de aproximadamente 1 X 10°,
aproximadamente 2 X 108, aproximadamente 3 X 108, aproximadamente 4 X 10° aproximadamente 5 X 108,
aproximadamente 6 X 108 aproximadamente 7 X 108 aproximadamente 8 X 10° alrededor de 9 X 108,
aproximadamente 1 X 107, aproximadamente 2 X 107, aproximadamente 3 X 107, aproximadamente 4 X 107,
aproximadamente 5 X 107, aproximadamente 6 X 107, aproximadamente 7 X 107, aproximadamente 8 X 107
alrededor de 9 X 107, aproximadamente 1 X 108 aproximadamente 2 X 108 aproximadamente 3 X 108,
aproximadamente 4 X 108, aproximadamente 5 X 108, aproximadamente 6 X 108 aproximadamente 7 X 108,
aproximadamente 8 X 108, aproximadamente 9 X 108, aproximadamente 1 X 10° aproximadamente 2 X 10°,
aproximadamente 3 X 10° aproximadamente 4 X 10° aproximadamente 5 X 10° aproximadamente 6 X 10°,
aproximadamente 7 X 10°, aproximadamente 8 X 10° aproximadamente 9 X 10° aproximadamente 1 X 107,
aproximadamente 2 X 10'°, aproximadamente 3 X 10'°, aproximadamente 4 X 100, aproximadamente 5 X 100,
aproximadamente 6 X 10'°, aproximadamente 7 X 10'°, aproximadamente 8 X 10'%, aproximadamente 9 X 100,
aproximadamente 1 X 10", aproximadamente 2 X 10", aproximadamente 3 X 10", aproximadamente 4 X 10",
aproximadamente 5 X 10", aproximadamente 6 X 10", aproximadamente 7 X 10", aproximadamente 8 X 10",
aproximadamente 9 X 10" aproximadamente 1 X 10", aproximadamente 2 X 10'?, aproximadamente 3 X 102,
aproximadamente 4 X 10'2 aproximadamente 5 X 10'2, aproximadamente 6 X 102, aproximadamente 7 X 102,
aproximadamente 8 X 102 aproximadamente 9 X 10'2, aproximadamente 1 X 103, aproximadamente 2 X 103,
aproximadamente 3 X 103, aproximadamente 4 X 10'3, aproximadamente 5 X 103, aproximadamente 6 X 103,
aproximadamente 7 X 10'3, aproximadamente 8 X 10" y aproximadamente 9 X 10'3. En algunas realizaciones,
una dosis efectiva de TIL y/o linfocitos citotoxicos esta en el intervalo de aproximadamente 1 X 10° hasta
aproximadamente 5 X 10°, aproximadamente 5 X 10° hasta aproximadamente 1 X 107, aproximadamente 1 X
107 hasta aproximadamente 5 X 107, aproximadamente 5 X 107 hasta aproximadamente 1 X 108
aproximadamente 1 X 10® hasta aproximadamente 5 X 108, aproximadamente 5 X 108 hasta aproximadamente
1 X 10°, aproximadamente 1 X 10° hasta aproximadamente 5 X 10° aproximadamente 5 X 10° hasta
aproximadamente 1 X 10'°, aproximadamente 1 X 10'° hasta aproximadamente 5 X 100, aproximadamente 5
X 10" hasta aproximadamente 1 X 10" aproximadamente 5 X 10" hasta aproximadamente 1 X 10"
aproximadamente 1 X 10'? hasta aproximadamente 5 X 10'2 y aproximadamente 5 X 10" hasta
aproximadamente 1 X 10'3. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9 o 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o
los linfocitos citotdxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones,
los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9 a partir de
pLV4301GPDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, los TIL y/o
los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1 de pLV4301GPDLV scFV
38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos
se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones,
los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente con un vector lentiviral para expresar y secretar
una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién
de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o
aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando
el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una
proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero
de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas
por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad
de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-
L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina de unién a PD-L1
con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular
total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
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realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién bioclégica mayor o aumentada en las células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica
mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1.. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en
el mismo vector o 4cido nucleico. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en
diferentes vectores o acidos nucleicos. En algunas realizaciones, la cadena pesada esta codificada en un
primer vector o &cido nucleico. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector
0 acido nucleico. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que
la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3
(CDR-L2)y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1),
SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde
dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el
presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 0 I1gG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Poner en contacto las células con una proteina de la invencion

Se proporcionan métodos para reducir la interaccién entre PD-L1 en una primera célula (p. ej., una célula
cancerosa tal como una célula tumoral) y PD-1 en otra célula (p. ej., una célula inmune tal como una célula T).
Dichos métodos pueden incluir poner en contacto PD-L1 en la primera célula con una proteina de unién a PD-
L1 de la invencidn (p. ej., anticuerpo anti-PD-L1, scFV anti-PD-L1, maxicuerpo anti-PD-L1, etc.). Cualquier
cantidad de reduccién puede ser Util en algunos casos (dependiendo del contexto). En algunos casos, la
interaccién entre PD-L1 y PD-1 se reduce en un 10 % o més (por ejemplo, 20 % o més, 30 % o més, 50 % o
mas, 60 % o mas, 75 % o més, 80 % o més, 85 % o mas, 90 % o més, 95 % o mas, o 100 %). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o0 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de
unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad
de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un
ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nUmero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina
de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el
porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacidén con un anticuerpo
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de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3).
En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han
marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii)
comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola
con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina
de unidén a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de
unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién bioldgica incluye el bloqueo de la interaccién de
PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de
PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién
mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9
exhibe una capacidad de secrecibn mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a
PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2)y SEQ ID
NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-
H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10
(CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que
comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada
comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado
con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacidn es directa. En
algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

Se puede utilizar cualquier ensayo conveniente para medir la cantidad de reduccién y dichos ensayos seran
conocidos por una persona con conocimientos ordinarios en la materia. Ejemplos de ensayos para medir la
cantidad de reduccién (p. ej., donde los ensayos se pueden realizar en presencia o0 ausencia de una proteina
de unidén a PD-L1 de la invencidn, como un anticuerpo anti-PD-L1, scFV anti-PD-L1, maxicuerpo anti-PD-L1 y
similares) pueden incluir, pero no se limitan a: medir la inhibicién de la produccién de citocinas en ensayos de
reaccién de linfocitos mixtos (ensayos MLR, p. €j., ensayos MLR alo), medir las interacciones entre los linfocitos
infiltrantes de tumores (TIL) y un tumor homélogo, medir la citotoxicidad (p. ej., ensayos de citotoxicidad, como
ensayos para medir la actividad de las células T citotdxicas hacia una célula que expresa PD-L1, tal como una
célula cancerosa), medir la translocacién de NFkB al nlcleo y medir la actividad/salida de sefializacién de la
via de sefializacién de PI3K/AKT/mTOR (p. e]., véase Wang et al., Cancer Immunol Res. 2014 Sep; 2(9): 846-
56).

El contacto puede tener lugar /in vivo. En algunos casos, el contacto incluye la introduccién en una célula (p.
ej., la célula que expresa PD-L1, la célula que expresa PD-1 o una tercera célula) un 4cido nucleico que codifica
una proteina de unién a PD-L1 de la invenciédn, y la célula en donde se introduce el acido nucleico produce y
secreta la proteina de unién a PD-L1. En los casos en que el acido nucleico se introduce en una tercera célula,
esta puede utilizarse para proporcionar la proteina de unién a PD-L1 mediante secrecién. En algunas
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realizaciones, cuando el 4cido nucleico se introduce en una tercera célula, la tercera célula puede usarse luego
para proporcionar al individuo o sujeto que lo necesita la proteina de unién a PD-L1 mediante secrecién. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Las formulaciones terapéuticas que comprenden una o mas proteinas de unién a PD-L1 de la divulgacién se
pueden preparar para su almacenamiento mezclando la proteina de unién a PD-L1 que tiene el grado de pureza
deseado con portadores, excipientes o estabilizadores fisioldgicamente aceptables opcionales (Remington's
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Pharmaceutical Sciences 16th edition, Osol, A. Ed. (1980)), en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. La composicion de la proteina de unién a PD-L1 se puede formular, dosificar y administrar de un
modo coherente con las buenas practicas médicas. Los factores para tener en cuenta en este contexto incluyen
el trastorno particular que se esta tratando, el mamifero particular que se esta tratando, la condicién clinica del
paciente individual, la causa del trastorno, el sitio de administraciéon del agente, el método de administracién,
la programacién de la administracion y otros factores conocidos por los médicos. La "cantidad terapéuticamente
eficaz" de la proteina de unién a PD-L1 que se va a administrar puede regirse por dichas consideraciones y es
la cantidad minima necesaria para tratar la enfermedad del paciente (p. ej., cancer, infeccién crénica). En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
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que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

La dosis terapéutica puede ser de al menos 0.01 mg/kg de peso corporal, al menos 0.05 mg/kg de peso
corporal; al menos 0.1 mg/kg de peso corporal, al menos 0.5 mg/kg de peso corporal, al menos 1 mg/kg de
peso corporal, al menos 2 mg/kg de peso corporal, al menos 2.5 mg/kg de peso corporal, al menos 5 mg/kg de
peso corporal, al menos 7.5 mg/kg de peso corporal, al menos 10 mg/kg de peso corporal, al menos 15 mg/kg
de peso corporal, al menos 20 mg/kg de peso corporal, al menos 25 mg/kg de peso corporal, al menos 30
mg/kg de peso corporal, al menos 35 mg/kg de peso corporal, al menos 40 mg/kg de peso corporal, al menos
45 mg/kg de peso corporal, al menos 50 mg/kg de peso corporal, al menos 55 mg/kg de peso corporal, al menos
60 mg/kg de peso corporal, al menos 65 mg/kg de peso corporal, al menos 70 mg/kg de peso corporal, al menos
75 mg/kg de peso corporal, al menos 80 mg/kg de peso corporal, al menos 85 mg/kg de peso corporal, al menos
90 mg/kg de peso corporal, al menos 95 mg/kg de peso corporal, al menos 100 mg/kg de peso corporal, al
menos 110 mg/kg de peso corporal, al menos 120 mg/kg de peso corporal, al menos 130 mg/kg de peso
corporal, al menos 140 mg/kg de peso corporal, al menos 150 mg/kg de peso corporal, al menos 160 mg/kg de
peso corporal, al menos 170 mg/kg de peso corporal, al menos 180 mg/kg de peso corporal, al menos 190
mg/kg de peso corporal, al menos 200 mg/kg de peso corporal, al menos 210 mg/kg de peso corporal, al menos
220 mg/kg de peso corporal, al menos 230 mg/kg de peso corporal, al menos 240 mg/kg de peso corporal, al
menos 250 mg/kg de peso corporal, al menos 260 mg/kg de peso corporal, al menos 270 mg/kg peso corporal,
al menos 280 mg/kg de peso corporal, al menos 290 mg/kg de peso corporal, al menos 300 mg/kg de peso
corporal, al menos 310 mg/kg de peso corporal, al menos 320 mg/kg de peso corporal, al menos 330 mg/kg de
peso corporal, al menos 340 mg/kg de peso corporal, al menos 350 mg/kg de peso corporal, al menos 360
mg/kg de peso corporal, al menos 370 mg/kg de peso corporal, al menos 380 mg/kg de peso corporal, al menos
390 mg/kg de peso corporal, al menos 400 mg/kg de peso corporal, al menos 410 mg/kg de peso corporal, al
menos 420 mg/kg de peso corporal, al menos 430 mg/kg de peso corporal, al menos 440 mg/kg de peso
corporal, al menos 450 mg/kg de peso corporal, al menos 460 mg/kg de peso corporal, al menos 470 mg/kg de
peso corporal, al menos 480 mg/kg de peso corporal, al menos 490 mg/kg de peso corporal y al menos 500
mg/kg de peso corporal. En algunas realizaciones, la dosis no es mas de 500 mg/kg de peso corporal. Un
experto en la materia entendera que dichas pautas se ajustaran al peso molecular del agente activo, p. €j., en
el uso de fragmentos de anticuerpos, o en el uso de conjugados de anticuerpos. La dosis también puede
variarse para la administracion localizada, p. ej., intranasal, inhalacién, etc., o para administracién sistémica, p.
ej., im, ip, iv y similares. En algunas realizaciones, el anticuerpo para administracién es 19H9 o 38A1, o una
combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el anticuerpo para administraciéon es 19H9. En algunas
realizaciones, se administra una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 comprende una porcidn de unién a antigeno. En algunas realizaciones, el anticuerpo para administracién
es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
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que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

La proteina de unién a PD-L1 no necesita estar, pero opcionalmente esta formulada con uno o mas agentes
que potencian la actividad o que de otro modo aumentan el efecto terapéutico. Estos se utilizan generalmente
en las mismas dosis y con las mismas vias de administracién que las utilizadas anterior o aproximadamente
entre el 1y el 99 % de las dosis empleadas hasta ahora. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es 38A1 o0 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una
porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor
0 aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando
el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una
proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero
de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas
por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad
de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-
L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina de unién a PD-L1
con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular
total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién bioclégica mayor o aumentada en las células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica
mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacidén con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-
L1), SEQID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID
NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena
pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID
NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1,
1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o I1gG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones,
la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.
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Los portadores, excipientes o estabilizadores aceptables no son téxicos para los receptores en las dosis y
concentraciones empleadas e incluyen tampones como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes
que incluyen acido ascérbico y metionina; conservantes (como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro
de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; parabenos
de alquilo como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos
de bajo peso molecular (menos de 10 residuos); proteinas, como albUmina sérica, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos como polivinilpirrolidona; aminoacidos como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros carbohidratos, incluyendo glucosa, manosa o dextrinas;
agentes quelantes como EDTA, azlicares como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores
de sales como sodio; complejos metalicos (p. ej., complejos de Zn-proteina); y/o surfactantes no iébnicos como
TWEEN™, PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG). Las formulaciones que se van a utilizar para administracion
in vivo pueden ser estériles. Esto se logra facilmente mediante filtraciéon a través de membranas de filtracion
estériles.

En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o un fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
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ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Para la prevencidn o el tratamiento de una enfermedad, la dosis adecuada de la proteina de unién a PD-L1
puede depender del tipo de enfermedad a tratar, como se definié anteriormente, la gravedad y el curso de la
enfermedad, si la proteina de unién a PD-L1 se administra con fines preventivos, la terapia previa, la historia
clinica del paciente y la respuesta a la proteina de unién a PD-L1, y la discrecién del médico tratante. La
proteina de unién a PD-L1 se puede administrar al paciente en una sola dosis o durante una serie de
tratamientos. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 0 19H9. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
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ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Métodos de transferencia celular adoptiva con linfocitos citotéxicos modificados genéticamente para expresar
y secretar una proteina de unién al ligando de muerte programada 1 (PD-L1) soluble

Linfocitos citotéxicos que expresan y secretan una proteina de unién a PD-L1 como se describe en el presente
documento, p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en el presente documento, encuentran uso en
métodos de transferencia de células adoptivas, p. ej., en el contexto del tratamiento del cancer o de una
infeccién crénica.

En algunas realizaciones, los métodos adecuados de acuerdo con la presente divulgacidén incluyen, por
ejemplo, aislar linfocitos citotéxicos, especificamente TIL, como se describe en el presente documento, p. ej,,
en relacidén con cualquier realizacidén descrita en el presente documento, de un sujeto, p. ej., de un tumor.

En algunas realizaciones, los métodos adecuados de acuerdo con la presente divulgacidén incluyen, por
ejemplo, modificar genéticamente los linfocitos citotéxicos introduciendo en los linfocitos citotéxicos un &cido
nucleico que codifica una proteina de unién a PD-L1 de la invencién como se describe en el presente
documento, p. ej., en relacién con cualquier realizacién descrita en el presente documento, en donde los
linfocitos citotéxicos modificados genéticamente expresan y secretan la proteina de unién a PD-L1 de la
invencién como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en
el presente documento. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno.
En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células
positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1
marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para
PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9,
en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en
comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por
ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de
citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de
control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria
de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién biol6gica
incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la
inhibicién de la via de sefalizacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacion con 38A1. En
algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecion mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacidén con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-
L1), SEQID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID
NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3).. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena
pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID
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NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1,
1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o I1gG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones,
la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, los métodos adecuados de acuerdo con la presente divulgacidén incluyen, por
ejemplo, expandir el linfocito citotéxico modificado genéticamente, especificamente TIL, para proporcionar una
poblaciéon de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los TIL y/o los
linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9 o 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar 19H9 a partir de pLV4301GPDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En
algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar
38A1 de pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37, Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, los
TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a
PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente con un vector
lentiviral para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma
en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor
0 aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo
de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta
fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién
a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de
células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacidén con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media
(MF1) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina
de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MFI obtenida
con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento
en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién bioldégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 38A1. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estén codificadas en el mismo vector o acido nucleico. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estan codificadas en diferentes vectores o acidos nucleicos. En algunas realizaciones,
la cadena pesada esté codificada en un primer vector o &cido nucleico. En algunas realizaciones, la cadena
ligera esté codificada en un segundo vector o acido nucleico. En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5.
En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
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que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la
SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQID NO: 3(CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina de uniéon a PD-L1
es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde
dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2)y SEQ ID NO:
12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID
NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un
Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena
ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de |gG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
18. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a
través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla
(scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de
1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o IgG4). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones,
la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, los métodos adecuados de acuerdo con la presente divulgacidén incluyen, por
ejemplo, proporcionar la poblacion de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente para su administracién
al sujeto para tratar una enfermedad o trastorno del sujeto, p. €j., un cancer o una infeccidén crénica. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9 o
38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar
y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9 a partir de pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura
11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
para expresar y secretar 38A1 de pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En
algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar
una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente con un vector lentiviral para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
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de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector o acido
nucleico. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en diferentes vectores o
acidos nucleicos. En algunas realizaciones, la cadena pesada estd codificada en un primer vector o acido
nucleico. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector o acido nucleico. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a
PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2)y SEQ ID
NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-
H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10
(CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que
comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada
comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado
con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacidn es directa. En
algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. 13. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Aislamiento de linfocitos citotéxicos de un sujeto

Se conocen muchos métodos adecuados en la técnica para aislar linfocitos citotoxicos de un sujeto, p. €j., un
sujeto humano, y se puede utilizar cualquier método conveniente. Por ejemplo, los linfocitos infiltrantes de
tumores como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en
el presente documento, se pueden aislar a partir de muestras frescas de biopsia de pacientes. Alternativamente,
los linfocitos citotéxicos pueden obtenerse de la sangre periférica de un sujeto. Los métodos descritos en el
presente documento se describen principalmente en el contexto de los linfocitos citotéxicos autélogos utilizados
para ACT.

Modificacién genética de los linfocitos citotéxicos

Modificar genéticamente los linfocitos citotdxicos para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1 como
se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en el presente
documento, puede incluir la introduccién en los linfocitos citotéxicos de un acido nucleico que codifica una
proteina de unién a PD-L1 de la invencién. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende
un primer y un segundo polipéptido. En algunas realizaciones, el primer y segundo polipéptidos estan
codificados en el mismo vector. En algunas realizaciones, el primer y segundo polipéptidos estan codificados
en vectores diferentes. En algunas realizaciones, el primer polipéptido esta codificado en un primer vector. En
la técnica se conocen muchas formas de lograr esto y se puede utilizar cualquier método conveniente (p. ej.,
utilizando cualquier vector o combinacién de vectores conveniente, p. ej., un vector retroviral, p. €j., un vector
lentiviral, un vector adenoviral u otros vectores, p. ej., junto con plasmidos de envoltura y empaquetamiento
adecuados). Elementos reguladores de los vectores lentivirales, p. €j., los promotores pueden seleccionarse
especificamente para una expresidén estable en linfocitos citotéxicos. Véase, p. ej., Jones et al.. Hum. Gene
Ther. 2009 Jun; 20(6): 630-640, que describe el uso de un vector lentiviral que contiene un promotor del virus
de células murinas (MSCV) para su uso con linfocitos minimamente estimulados y altamente activados. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 codificada por el vector es 38A1 o 19H9. En algunas
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realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 codificada por el vector es 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 codificada por el vector es 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 codificada por el vector comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 codificada por uno o mas vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unidén a PD-L1 codificada por uno o mas vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2
(CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la
SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 codificada por uno o mas vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la proteina
de unidén a PD-L1 codificada por uno o mas vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10
(CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que
comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada
comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugada
con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacidn es directa. En
algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el gen de la proteina de unién a PD-L1 de la invencidn puede ser parte de un casete
de expresién génica mas grande introducido en los linfocitos citotéxicos que permite una expresién inducible
de la proteina de unién a PD-L1 de la invencién, p. ej.,, utilizando un farmaco permeable a la membrana celular
que activa los elementos promotores que impulsan el gen PD-L1 de la invencidn. La retirada del farmaco
detendria la expresién genética, lo que permitiria una expresion regulable activada/desactivada de la proteina
de unién a PD-L1 de la invencién. Hay varios vectores disponibles que facilitan esta expresién inducible,
incluidos, pero no se limitan a, vectores inducibles por tetraciclina y anélogos de tetraciclina, vectores inducibles
por tamoxifeno, asi como otros vectores de sistemas de transcripcién inducibles conocidos en la técnica. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
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unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Un esquema de un ejemplo de un vector de expresidn (p. €j., un lentivector) que codifica un promotor inducible
se proporciona en la Figura 8. El disefio basico incluye dos promotores. Un promotor es constitutivamente
activo e impulsa la transcripcién de un factor de transcripcion conformacional (CTF) que cambia de
conformacién al unirse a una molécula soluble (SM). El segundo promotor se une al CTF e impulsa el gen de
interés. Hay dos posibilidades. En ambos casos, la unién del CTF a su promotor media la transcripcién. En el
primer caso, la adicién del SM libera el CTF del promotor inducible, deteniendo la transcripcién. En el segundo
caso, la adicién de SM induce la unién del CTF al promotor inducible y el inicio de la transcripcion.

Un esquema de otro ejemplo de un vector de expresion (p. €j., lentivector) se proporciona en la Figura 9, que
representa esqueméticamente un vector de expresién inhibible que codifica una proteina represora
conformacional. El disefio basico incluye dos promotores. Ambos promotores son constitutivamente activos.
Uno impulsa la transcripcién de una proteina represora conformacional (CRP) que cambia de conformacion al
unirse a una molécula soluble (SM). La CRP se une a un sitio de unién de CRP (CRP-BS) e inhibe la
transcripcién del segundo promotor constitutivo que impulsa la transcripciéon del gen de interés. La adicién de
la molécula soluble libera la CRP de la CRP-BS "liberando" la transcripcién del gen de interés.

La Figura 16 proporciona esquemas adicionales de vectores virales ejemplares para usar con los métodos
actuales, incluidos pLV4301G PDLV scFV 38A1 y pLV4301G PDLV scFV 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37, Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones,
el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO 38; Figura 11B, Figura 16B).

La molécula soluble utilizada como se describié anteriormente con los vectores de expresién inducibles puede

ser cualquier molécula adecuada conocida en la técnica para su uso con dichos vectores de expresién

inducibles, p. ej., tetraciclina (o analogos de la misma) o tamoxifeno. Dichas moléculas solubles pueden

administrarse a un sujeto de acuerdo con uno o mas de los métodos descritos en el presente documento, p.

ej., antes, simultdnea o posteriormente a la administracion de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente
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como se describe en el presente documento, p. €j., en relacién con cualquier realizaciéon descrita en el presente
documento, a un sujeto. Alternativamente, o, ademas, se pueden utilizar vectores de expresiéon que incluyan
elementos que respondan a condiciones y/o moléculas presentes en un sitio de accién deseado en un sujeto,
p. ej., un microambiente tumoral. Por ejemplo, se pueden utilizar vectores de expresién que incluyan un
elemento de respuesta a la hipoxia para inducir selectivamente la expresién en el microambiente hipéxico de
un tumor sélido. Véase, p. ej., Wang et al.. Cancer Center Gene Ther. 2005 Mar; 12(3): 276-83.

Se pueden utilizar métodos de transfeccién adicionales, que pueden incluir métodos virales y no virales, segln
sea apropiado para introducir acidos nucleicos que codifican proteinas de unién a PD-L1 de la invencidén en
linfocitos citotéxicos. Los métodos que pueden utilizarse para facilitar la administracion a los linfocitos
citotéxicos pueden incluir, p. ej., electroporacién, bombardeo de particulas (pistola genética), sonoporacién,
magnetofeccién, administracién hidrodinamica, administracién de nanoparticulas, lipofeccién, etc. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 codificada es 38A1 o 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 codificada es 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 codificada es
19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En
algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat
en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de
unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células
positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1
marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para
PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9,
en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en
comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por
ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de
citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de
control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria
de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la
inhibicién de la via de sefalizacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacion con 38A1. En
algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecion mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 codificada por uno o
méas vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo, en donde la cadena ligera esta codificada por un primer
vector y la cadena pesada esta codificada por un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 codificada por uno o mas vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1
es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde
dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2)y SEQ ID NO: 4
(CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y
SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 codificada por uno o mas
vectores es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13.
En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la
SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada
comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 19G3
o lgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de 1gG1
(es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacidn
es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena
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ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada
comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado
con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacidn es directa. En
algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

Produccién viral

En algunas realizaciones, el vector viral para la transfeccién se produce utilizando cualquier método bien
conocido en la técnica. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas
realizaciones, el vector viral es pLV4301GPDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En
algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301GPDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B).
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado
en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es
un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV
scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es
pLV4301GPDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una
porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor
0 aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando
el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una
proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero
de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas
por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad
de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién
aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-
L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o
detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina de unién a PD-L1
con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular
total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o
19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién bioclégica mayor o aumentada en las células
Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica
mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién
biolégica incluye el bloqueo de la interaccién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica
incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.
En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1.. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en
el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estdn codificadas en vectores
diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada estd codificada en un primer vector. En algunas
realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende
CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada
comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En
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algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12
(CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO:
15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 1gG1, 1gG2, IgG3 o0 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 1gG3 o 1gG4).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugada con una secuencia de 1IgG1). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas
realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un
enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1, 1gG2,
IgG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de
IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la
conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el vector viral se produce para la transfeccién utilizando un método que comprende
sembrar 5 X 10° células fénix en una placa de cultivo de tejido de 10 mm que contiene 5 mL de medio de cultivo
celular. En algunas realizaciones, el virus se produce para la transfeccién utilizando un método que comprende
ademas transfectar células con 10 pg de pLEV (vector lentiviral) que contiene scFV anti-PD-1y 6 pg de pVSV-
G utilizando lipofectamina. En algunas realizaciones, el virus se produce para la transfeccién utilizando un
método que comprende ademés recolectar el sobrenadante vy filtrarlo con un filtro de 70 uM en un tubo de 15
mL después de 60 minutos. En algunas realizaciones, el virus se produce para la transfeccién utilizando un
método que comprende las siguientes etapas: 1) sembrar en placa 5 X 108 células fénix en una placa de cultivo
de tejido de 10 mm que contiene 5 mL de medio de cultivo celular; 2) transfectar las células con 10 pg de pLEV
(vector lentiviral) que contiene scFV anti-PD-1 y 6 pg de pVSV-G usando lipofectamina; y 3) después de 60
horas, recolectar el sobrenadante y filtrar con un filtro de 70 pM en un tubo de 15 mL.

Transduccion de células T

En la presente invencién, los linfocitos citotéxicos son TIL. En algunas realizaciones, los linfocitos citotdxicos
(es decir, los TIL) se transducen con el vector viral (es decir, modificados genéticamente con el vector viral). En
algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son linfocitos citotoxicos modificados genéticamente. En
algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una
proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En
algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A).
En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura
16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector
basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector
viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es
un vector basado en pMSCIV que codifica una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL
y/o los linfocitos citotdxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende
una porcién de unidén a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma
en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
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utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 38A1. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada
y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada esta codificada
en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14
(CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la
SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

En algunas realizaciones, las células T se transducen utilizando un método que comprende la activacién de 1
X 108 TIL con anti-CD3 a una concentracién de 300 ng/mL en 2 mL de medio de cultivo TIL en placa de 12
pocillos. En algunas realizaciones, el método de transduccién comprende ademas dividir el TIL en dos pocillos
y agregar 1 mL de sobrenadante (de la etapa 3 en la produccién viral) en cada pocillo junto con polibreno a una
concentracién de 8 pg/mL después de 48 horas. En algunas realizaciones, el método de transduccién
comprende ademas centrifugar las células durante 30 minutos a 800 X g a 32 °C. En algunas realizaciones, el
método de transduccién comprende ademas eliminar el medio que contiene el virus y resuspender el sedimento
celular con 2 mL de medio de cultivo completo fresco e incubar las células durante 24 horas. En algunas
realizaciones, el método de transduccién comprende ademas la propagaciéon de las células utilizando la
expansion de linfocitos citotoxicos genéticamente modificados que se proporciona a continuacién, asi como
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cualquier otro método conocido en la técnica para expandir TIL que podria aplicarse para expandir linfocitos
citotéxicos dentro de la poblacién de TIL.

Muestras de tumores

En la presente invencién, los linfocitos citotéxicos son TIL. En algunas realizaciones, el método comprende
proporcionar una muestra de tejido tumoral obtenida del mamifero, en donde la muestra tumoral comprende
TIL que contienen los linfocitos citotdéxicos. La muestra de tejido tumoral se puede obtener de numerosas
fuentes, incluidas, entre otras, la biopsia o la necropsia del tumor. La muestra de tejido tumoral puede obtenerse
de cualquier céncer, incluidos, pero no se limitan a, cualquiera de los canceres descritos en el presente
documento. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma. La muestra de tejido tumoral puede obtenerse
de cualquier mamifero. En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral se obtiene de un ser humano.
En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral puede ser un fragmento de tejido tumoral. La muestra
de tejido tumoral puede estar fragmentada, p. ej., mediante diseccién, para proporcionar un fragmento de tejido
tumoral. En algunas realizaciones, de forma alternativa o adicional, la muestra de tejido tumoral puede,
opcionalmente, digerirse enzimética o mecanicamente. Las enzimas adecuadas para fragmentar la muestra de
tejido tumoral incluyen, entre otras, la colagenasa. En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral se
fragmenta sin digestién. El fragmento de tejido tumoral puede tener cualquier tamafio adecuado.
Preferiblemente, el fragmento de tejido tumoral tiene un tamafio de aproximadamente 1 mm?3 o menos hasta
aproximadamente 8 mm® o mas grande, aproximadamente 1 mm?3 hasta aproximadamente 4 mm?3, hasta
aproximadamente 1 mm? hasta aproximadamente 2 mm?3, o aproximadamente 1 mm?>.

El cancer tratado mediante las composiciones y métodos divulgados puede, en algunos aspectos, ser cualquier
tumor sélido para el cual se pueden producir TIL. El cdncer también puede ser metastasico y/o recurrente. El
cancer puede ser cualquier cancer, incluido cancer linfocitico agudo, leucemia mieloide aguda,
rabdomiosarcoma alveolar, cancer de huesos, cancer cerebral, cancer de mama, cancer del ano, del canal anal
o del anorrecto, cancer del ojo, cancer del conducto biliar intrahepatico, cancer de las articulaciones, cancer
del cuello, vesicula biliar o la pleura, cancer de la nariz, cavidad nasal o del oido medio, cancer de la cavidad
oral, cancer de la vulva, leucemia linfocitica crénica, cancer mieloide crénico, cancer de colon, cancer de
eso6fago, cancer de cuello uterino, cancer del tracto digestivo, cancer gastrico, tumor carcinoide gastrointestinal,
glioma, cancer hepatobiliar, linfoma de Hodgkin, cancer de hipofaringe, cancer de rifidn, cancer de laringe,
cancer de higado, céncer de pulmén, mesotelioma maligno, melanoma, mieloma mdultiple, cancer de
nasofaringe, linfoma no Hodgkin, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de peritoneo, epiplén y
mesenterio, cancer de faringe, cdncer de préstata, cdncer de recto, cancer de rifién, cancer de piel, cancer de
intestino delgado, cancer de tejidos blandos, cancer de estbmago, cancer testicular, cancer de tiroides, cancer
de uréter y céncer de vejiga urinaria. En algunas realizaciones, el cancer es melanoma. En algunas
realizaciones, el cancer es melanoma metastasico.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "mamifero" se refiere a cualquier mamifero, incluidos,
pero no se limitan a, los mamiferos del orden Rodentia, tal como ratones y hdmsteres, y los mamiferos del
orden Logomorpha, tal como los conejos. Se prefiere que los mamiferos sean del orden Carnivora, incluidos
los felinos (gatos) y los caninos (perros). Es mas preferible que los mamiferos sean del orden Artiodactyla,
incluidos bovinos (vacas) y cerdos (puercos) o del orden Perssodactyla, incluidos equinos (caballos). Lo més
preferible es que los mamiferos sean del orden Primates, Ceboides o Simoides (monos) o del orden
Antropoides (humanos y simios). En algunas realizaciones, el mamifero es el ser humano.

Métodos generales de expansién de linfocitos citotéxicos que contienen TIL

La produccién de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) que contienen linfocitos citotéxicos es generalmente un
proceso de dos etapas: 1) la etapa previa a REP (expansién rapida), donde se cultivan las células en medios
de laboratorio estandar como RPMI y se tratan los TIL con reactivos como células alimentadoras irradiadas y
anticuerpos anti-CD3 para lograr el efecto deseado; y 2) la etapa REP, donde se expanden los linfocitos
citotéxicos que contienen TIL en una cantidad de cultivo lo suficientemente grande para tratar a los pacientes.
La etapa REP requiere reactivos de grado cGMP (procedimientos actuales de buena fabricacién) y 30-40 L de
medio de cultivo. Sin embargo, la etapa previa a REP puede utilizar reactivos de grado de laboratorio (bajo el
supuesto de que los reactivos de grado de laboratorio se diluyan durante la etapa REP), lo que facilita la
incorporaciéon de estrategias alternativas para mejorar la produccién de TIL. Por lo tanto, en algunas
realizaciones, el agonista de TLR y/o péptido o peptidomiméticos divulgados se pueden incluir en el medio de
cultivo durante la etapa previa a REP. El cultivo previo a REP puede, en algunas realizaciones, incluir IL-2.

En algunas realizaciones, la ACT se puede realizar (i) proporcionando TIL autélogo que contiene linfocitos
citotéxicos obtenidos de un mamifero, (ii) cultivando (incluyendo, por ejemplo, REP) el TIL autblogo que
contiene linfocitos citotoxicos para producir linfocitos expandidos, y (ii) proporcionando el TIL expandido que
contiene linfocitos citotdxicos para su administracion al mamifero. En algunas realizaciones, los linfocitos
citotoxicos que contienen TIL son derivados de tumores, es decir, son TIL que contienen citotéxicos y se aislan
del mamifero a tratar, es decir transferencia autéloga. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos
autélogos que contienen TIL son linfocitos citotoxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones,
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los linfocitos citotéxicos autdlogos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién
a PD-L1. En algunas realizaciones, los linfocitos autélogos son linfocitos citotéxicos modificados genéticamente
utilizando un vector viral. En algunas realizaciones, los linfocitos autdlogos se modifican genéticamente antes
o después del cultivo, pero antes de proporcionar su administracién al mamifero. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos son linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector
viral es pL V4301G PDL V scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas
realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones,
la cadena pesada esta codificada en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera estéa codificada
en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende
la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se
describe que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1),
SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden
la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de uniéon a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
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de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde
dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ
ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademés una secuencia de IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de
1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla
(scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ
ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se
realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, la ACT autbéloga como se describe en el presente documento también se puede
realizar (i) cultivando TIL autélogo que contiene linfocitos citotéxicos para producir linfocitos expandidos; (ii)
proporcionando opcionalmente quimioterapia de linfodeplecion no mieloablativa para administracién al
mamifero; y (iii) después de proporcionar opcionalmente quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa para
administracion, proporcionando los linfocitos citotoxicos que contienen TIL expandidos para administracién al
mamifero. Los TIL autdlogos pueden obtenerse del estroma de tumores resecados. Para ello se obtienen
muestras de tumores de los pacientes y se obtiene una suspensién de células individuales. La suspensién de
células individuales se puede obtener de cualquier manera adecuada, p. €j., mecanicamente (desagregando el
tumor mediante, p. ej., un disociador gentleMACS™, Miltenyi Biotec, Auburn, California) o enzimaticamente (p.
ej., colagenasa o DNasa). En algunas realizaciones, los linfocitos citotdxicos autdlogos se modifican
genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los linfocitos
autélogos son linfocitos citotdxicos modificados genéticamente utilizando un vector viral. En algunas
realizaciones, los linfocitos autélogos se modifican genéticamente antes o después del cultivo, pero antes de
proporcionar su administracién al mamifero. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son linfocitos
citotéxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotoxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1
(SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV
19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica
19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica
38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién bioldégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
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realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 38A1. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada
y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada esta codificada
en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14
(CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la
SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

La expansién de linfocitos, incluidos los linfocitos que se infiltran en tumores, como las células T, se puede
lograr mediante cualquiera de varios métodos conocidos en la técnica, incluidos los que se describen a
continuacién. Por ejemplo, las células T se pueden expandir rapidamente utilizando la estimulacién del receptor
de células T no especifico en presencia de linfocitos alimentadores e interleucina-2 (IL-2), IL-7, IL-15, IL-21 o
combinaciones de las mismas. El estimulo no especifico del receptor de células T puede p. ej., incluir alrededor
de 30 ng/mL de OKT3, un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD3 (disponible a través de Ortho-McNeilR™,
Raritan, N.J. o Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania). Como alternativa, las células T se pueden
expandir rapidamente mediante la estimulacién de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) in vitro
con uno o mas antigenos (incluidas porciones antigénicas de los mismos, tal como epitopo(s), o una célula del
cancer, que se puede expresar opcionalmente a partir de un vector, tal como un péptido de unién al antigeno
leucocitario humano A2 (HLA-A2), p. ej., aproximadamente 0.3 pM de MART-1:26-35 (27 L) o gp100:209-217
(210 M)), en presencia de un factor de crecimiento de células T, tal como alrededor de 200-400 yL/mL, tal como
300 Ul/mL de IL-2 o IL-15, siendo preferida la IL-2. Las células T inducidas /n vitro se expanden rapidamente
mediante la reestimulacién con el mismo antigeno(s) del cancer pulsado a las células presentadoras de
antigenos que expresan HLA-A2. Alternativamente, las células T pueden reestimularse con linfocitos autélogos
irradiados o con linfocitos alogénicos HLA-A2+ irradiados e IL-2, por ejemplo. Véase, por ejemplo, la publicacién
internacional de patentes WO 2015/143328.

La reactividad tumoral especifica de los TIL expandidos se puede probar mediante cualquier método conocido
en la técnica, p. ej., midiendo la liberacién de citocinas (p. ej., interferon-gamma) después del cocultivo con
células tumorales. En una realizacién, el método ACT autdlogo comprende enriquecer TIL cultivados para
células T CD8+ antes de la expansién rapida de las células. Después del cultivo de los TIL en IL-2, las células
T se despojan de células CD4+ y se enriquecen con células CD8+ utilizando, por ejemplo, una separacion de
CD8 con microperlas (p. €j., utilizando un sistema de microperlas para CD8 CliniMACS<plus> (Miltenyi Biotec)).
En algunas realizaciones, se proporciona un factor de crecimiento de células T que promueve el crecimiento y
la activacién de las células T autélogas para su administraciéon al mamifero ya sea concomitantemente con las
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células T autblogas o posteriormente a las células T autdlogas. El factor de crecimiento de células T puede ser
cualquier factor de crecimiento adecuado que promueva el crecimiento y la activaciéon de las células T
autélogas. Los ejemplos de factores de crecimiento de células T adecuados incluyen interleucina (IL)-2, IL-7,
IL-15, IL-12 e IL-21, que pueden usarse solos o en varias combinaciones, como IL-2 e IL-7, IL-2 e IL-15, IL-7 e
IL-15, IL-2, IL-7 e IL-15, IL-12 e IL-7, IL-12 e IL-15, 0 IL-12 e IL2. En algunas realizaciones, se puede emplear
la mejora de la coestimulacién 4-1BB para aumentar la expansién activa de TIL para la terapia celular adoptiva.

Expansién de los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente

Expandir los linfocitos citotoxicos que contienen TIL y/o expandir (es decir, REP) los linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente para proporcionar una poblacion de linfocitos citotéxicos modificados
genéticamente incluyen el cultivo de los linfocitos citotdxicos que contienen TIL ex vivo para proporcionar una
poblaciéon de linfocitos citotéxicos que contienen TIL, p. ej., para reintroducir en el sujeto (incluyendo, por
ejemplo, un mamifero). En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se cultivan en medios adecuados
que contienen células mononucleares de sangre periférica irradiadas (PBMC) (células alimentadoras), aisladas
por leucaféresis del sujeto o de donantes alogénicos, y reactivos adecuados tales como interleucina 2 (IL-2), p.
ej., IL-2 humana y OKT3 (anticuerpo anti-CD3). Como alternativa al uso de PBMC, se podrian utilizar células
presentadoras de antigenos artificiales en la expansion de linfocitos citotéxicos, p. €j., células K562 modificadas
genéticamente para expresar los receptores Fc humanos CD32 y CD64, de modo que las células K562 pueden
unirse y presentar anticuerpos monoclonales aCD3 y aCD28. Tales células presentadoras de antigenos
artificiales, incluidas las células presentadoras de antigenos artificiales que expresan una variedad de
moléculas coestimuladoras, se describen, por ejemplo, en Turtle and Riddell Cancer J. 2010 Jul-Aug; 16(4):
374-381.

Como parte de la etapa de expansién o como una etapa(s) adicional(es), se pueden realizar una o mas etapas
de seleccidn para enriquecer los TIL y/o los linfocitos citotéxicos de interés (p. ej., linfocitos citotéxicos que
expresan receptores para uno o mas antigenos asociados a tumores), p. €j.,, mediante uno o mas ensayos
inmunolégicos.

Ademas de TIL, también se pueden obtener linfocitos citotéxicos, macréfagos, monocitos y células asesinas
naturales (NK) de la muestra de tejido tumoral, cultivarlos y expandirlos como se describe en el presente
documento para TIL. En consecuencia, el método también puede comprender proporcionar macréfagos,
monocitos y células asesinas naturales (NK) para su administracién al mamifero. En algunas realizaciones, los
métodos se pueden emplear para expandir linfocitos citotéxicos, por ejemplo, incluyendo etapa(s) de expansién
de REP.

Después de obtener una muestra de tumor que comprende linfocitos citotéxicos que contienen TIL, se
expanden los TIL y/o los linfocitos citotoxicos. En algunas realizaciones, el método de propagacién de los
linfocitos citotdxicos que contienen TIL y/o linfocitos citotéxicos modificados genéticamente comprende (i)
cultivar (es decir, previo a REP) los linfocitos citotéxicos que contienen TIL, incluido el uso de IL-2; (ii) expansién
(es decir, REP) los linfocitos citotoxicos cultivados utilizando el anticuerpo OKT3, IL-2 y linfocitos alimentadores,
en donde los linfocitos citotéxicos cultivados se enriquecen con células T CD8+ antes de la expansién de los
linfocitos citotéxicos; (iii) proporcionar opcionalmente quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa para
administracién al mamifero; y (iv) después de proporcionar opcionalmente la administracién de quimioterapia
de linfodeplecion no mieloablativa para administracién al mamifero, proporcionar para la administracién al
mamifero los linfocitos citotéxicos expandidos, en donde los linfocitos citotéxicos proporcionados para la
administracién al mamifero tienen de aproximadamente 19 a aproximadamente 35 dias de antigliedad y no
han sido examinados para determinar la reactividad tumoral especifica, con lo cual se promueve la regresién
del cancer en el mamifero. En algunas realizaciones, los linfocitos citotdxicos proporcionados para
administracién tienen menos de aproximadamente 35 dias de antigledad, p. ej., de aproximadamente 19 a
aproximadamente 26 dias de antigliedad. Véase, por ejemplo, los métodos descritos en la patente de los
Estados Unidos No. 8,383,099, asi como los métodos proporcionados en el presente documento.

En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente después de obtener
una muestra de tejido tumoral del mamifero. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente antes o después de cultivar los linfocitos citotéxicos que contienen TIL. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente antes o después de expandir los
linfocitos citotéxicos cultivados utilizando el anticuerpo OKT3, IL-2 y linfocitos alimentadores, en donde los
linfocitos citotoxicos cultivados se enriquecen con células T CD8+ antes de la expansién de los TIL y/o los
linfocitos citotoxicos. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
antes de proporcionar su administracién al mamifero. Los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente utilizando un vector viral. En algunas realizaciones, el primer y segundo polipéptidos
estan codificados en el mismo vector. En algunas realizaciones, el primer y segundo polipéptidos estén
codificados en vectores diferentes. En algunas realizaciones, el primer polipéptido esta codificado en un primer
vector. En algunas realizaciones, el segundo polipéptido estd codificado en un segundo vector. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es
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pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37, Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MF1) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas
realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones,
la cadena pesada esta codificada en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera estéa codificada
en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende
la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se
describe que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1),
SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden
la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de uniéon a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde
dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ
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ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademés una secuencia de IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de
1gG1, 19G2, I1gG3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla
(scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ
ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se
realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, se cree que los linfocitos citotdxicos que tienen aproximadamente 19 a
aproximadamente 35 dias de antigiedad proporcionan una proliferacion, supervivencia y actividad antitumoral
in vivo mejoradas en comparacién con los linfocitos citotéxicos que tienen aproximadamente 44 dias de
antigledad o mas. Ademas, en ejemplos que incluyen quimioterapia no mieloablativa, los métodos inventivos
se pueden utilizar de manera ventajosa para tratar pacientes que no serian elegibles para tratamientos que
involucran irradiacién corporal total (TBI), como, por ejemplo, pacientes que ya se han sometido a terapia
mieloablativa p. ej., radioterapia, antes del tratamiento; pacientes con condiciones comérbidas; y pacientes con
menos de 2 X 108 células CD34*/kg.

En algunas realizaciones, el periodo de tiempo requerido para generar linfocitos citotéxicos para la terapia
celular adoptiva (ACT) puede acortarse de un promedio de aproximadamente 44 dias a un intervalo de
aproximadamente 19 a aproximadamente 35 dias (0 menos de aproximadamente 35 dias, p. e€j,
aproximadamente 19 a aproximadamente 29 dias, o aproximadamente 19 a aproximadamente 26 dias). En
consecuencia, se podria tratar a mas pacientes antes de que su carga de enfermedad progrese a una etapa
en donde la administracién de ACT ya no sea segura o posible. En algunas realizaciones, los métodos no
requieren probar in vitro la reactividad de antigenos especificos antes de proporcionar los linfocitos citotéxicos
para su administracion, los métodos inventivos reducen el tiempo, los gastos y el trabajo asociados con el
tratamiento de los pacientes. Ademés, los métodos inventivos pueden emplear la provisién de administracion
de linfocitos citotéxicos que se agrupan a partir de cultivos a granel en lugar de aquellos derivados de
microcultivos.

Una realizacién del método comprende el cultivo de linfocitos citotéxicos autélogos. Se obtienen muestras de
tumores de los pacientes y se obtiene una suspensién de células individuales. La suspension de células
individuales se puede obtener de cualquier manera adecuada, p. €j., mecanicamente (desagregando el tumor
mediante, p. ej., un disociador genteMACS™, Miltenyi Biotec, Auburn, California) o enzimaticamente (p. €;.,
colagenasa o DNasa). Las suspensiones de células individuales de digeridos enziméticos tumorales se cultivan
en interleucina-2 (IL-2), p. ej, en varios pocillos. Las células se cultivan hasta la confluencia (p. e€j,
aproximadamente 2 X 108 linfocitos), p. ej., de aproximadamente 5 a aproximadamente 21 dias, preferiblemente
de aproximadamente 10 a aproximadamente 14 dias. Por ejemplo, las células pueden cultivarse desde 5 dias,
5.5 dias 0 5.8 dias hasta 21 dias, 21.5 dias o0 21.8 dias, preferiblemente desde 10 dias, 10.5 dias o0 10.8 dias
hasta 14 dias, 14.5 dias 0 14.8 dias.

En algunas realizaciones, el método comprende expandir linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados.
Los linfocitos citotdxicos que contienen TIL cultivados se agrupan y se expanden rapidamente. La expansién
rapida proporciona un aumento en el nimero de células T especificas del antigeno de al menos
aproximadamente 50 veces (p. ej., 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces o 100 veces, 0 més)
durante un periodo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 14 dias y, en algunas realizaciones,
aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, la expansion rapida proporciona un aumento de al menos
aproximadamente 200 veces (por ejemplo, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces, 700 veces,
800 veces, 900 veces o mas) durante un periodo de aproximadamente 10 a aproximadamente 14 dias, en
algunas realizaciones, aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, la expansidn rapida proporciona
un aumento de al menos aproximadamente 1000 veces durante un periodo de aproximadamente 10 a
aproximadamente 14 dias, en algunas realizaciones, aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, la
expansién rapida proporciona un aumento de aproximadamente 1000 veces durante un periodo de
aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados
estan modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos que
contienen TIL cultivados se modifican genéticamente utilizando un vector viral. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV
38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV
scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica
19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica
38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
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En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién bioldégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR
de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada
comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12
(CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO:
15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una
secuencia de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o 1gG4).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas
realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un
enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de
IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la
conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

La expansién se puede lograr mediante cualquiera de los diversos métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, los linfocitos citotéxicos pueden expandirse rapidamente utilizando la estimulacién del receptor de
células T no especifico en presencia de linfocitos alimentadores y ya sea interleucina-2 (IL-2) o interleucina-15
(IL-15), siendo preferida la IL-2. El estimulo del receptor de células T no especifico puede incluir alrededor de
30 ng/mL de OKT3, un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD3 (disponible a través de Ortho-McNeilR™,
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Raritan, N.J.). Como alternativa, los linfocitos citotéxicos se pueden expandir rdpidamente mediante la
estimulacién de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) in vitro con uno o mas antigenos (incluidas
porciones antigénicas de los mismos, tal como epitopo(s) o una célula) del cancer, que se pueden expresar
opcionalmente a partir de un vector, tal como un péptido de unién al antigeno leucocitario humano A2 (HLA-
A2), p. €j., 0.3 yM MART-1:26-35 (27 L) 0 gp100:209-217 (210 M), en presencia de un factor de crecimiento de
células T, tal como 300 Ul/mL de IL-2 o IL-15. En algunas realizaciones, el factor de crecimiento de células T
es IL-2. Los linfocitos citotéxicos inducidos in vitro se expanden rapidamente mediante la reestimulacién con el
mismo(s) antigeno(s) del cancer aplicados a las células presentadoras de antigenos que expresan HLA-A2. En
algunas realizaciones, los linfocitos citotdxicos pueden reestimularse con linfocitos autélogos irradiados o con
linfocitos alogénicos HLA-A2+ irradiados e IL-2, por ejemplo.

En algunas realizaciones, se proporciona un factor de crecimiento de células T que promueve el crecimiento y
la activacién de los TIL y/o linfocitos citotdxicos para su administracién al mamifero ya sea concomitantemente
con el TIL o posteriormente al TIL. El factor de crecimiento de células T puede ser cualquier factor de
crecimiento adecuado que promueva el crecimiento y la activacién de los TIL. Los ejemplos de factores de
crecimiento de células T adecuados incluyen interleucina (IL)-2, IL-7, IL-15 e IL-12, que pueden usarse solos o
en varias combinaciones, tal como IL-2 e IL-7, IL-2 e IL-15, IL-7 e IL-15, IL-2, IL-7 e IL-15, IL-12 e IL-7, IL-12 e
IL-15, 0 IL-12 e IL-2. IL-2 es un factor de crecimiento de células T preferido.

En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican alin mas para expresar un factor de
crecimiento de células T que promueve el crecimiento y la activacién de los TIL y/o los linfocitos citotéxicos.
Los factores de crecimiento de células T adecuados incluyen, por ejemplo, cualquiera de los descritos
anteriormente. Se conocen en la técnica métodos adecuados de modificacién. Véase, por ejemplo, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3™ ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
2001; y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates y John Wiley &
Sons, NY, 1994. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos modificados expresan el factor
de crecimiento de células T en niveles altos. Las secuencias codificantes del factor de crecimiento de células
T, tal como la de IL-12, estan facilmente disponibles en la técnica, al igual que los promotores, cuyo enlace
operativo a una secuencia codificante del factor de crecimiento de células T promueve una expresién de alto
nivel. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos pueden modificarse para expresar IL-12
como se describe en la publicacién de la solicitud de patente de la Organizacién Mundial de la Propiedad
Intelectual No. WO 2010/126766.

En algunas realizaciones, dos citocinas pueden ser més eficaces que una sola citocina y, en algunas
realizaciones, tres citocinas, p. €j., IL-2, IL-7 e IL-15, pueden ser més eficaces que dos citocinas cualesquiera.
Se cree que la IL-15 mejora la expresion de células T CD8" especificas del tumor. En este sentido, la
administracién de células cultivadas con IL-15 con IL-2 (tal como mediante una inyeccién en bolo) puede ser
especialmente eficaz. En algunas realizaciones, se pueden proporcionar TIL y/o linfocitos citotéxicos
modificados para expresar IL-15 para administracién con |L-2 como una inyeccidén en bolo.

El factor de crecimiento de células T se puede administrar mediante cualquier via adecuada. En realizaciones
en las que se proporciona mas de un factor de crecimiento de células T para administraciéon, se pueden
proporcionar para administracién simultanea o secuencialmente, en cualquier orden y por la misma via o por
vias diferentes. En algunas realizaciones, el factor de crecimiento de células T, tal como IL-2, se proporciona
para administracién por via intravenosa como una inyeccién en bolo. En algunas realizaciones, la dosis del
factor de crecimiento de células T, tal como IL-2, es lo que los expertos en la materia consideran alto. En algunas
realizaciones, se proporciona una dosis de aproximadamente 720,000 Ul/kg de IL-2 para administracién tres
veces al dia hasta tolerancia, particularmente cuando el cancer es melanoma. En algunas realizaciones, se
proporcionan para administracion aproximadamente de 5 a aproximadamente 15 dosis de IL-2, con un
promedio de alrededor de 8 dosis.

Los TIL y/o linfocitos citotéxicos pueden reconocer cualquiera de los antigenos Unicos producidos como
resultado de las aproximadamente 10,000 mutaciones genéticas codificadas por cada genoma de célula
tumoral. Sin embargo, el antigeno no necesita ser Unico. Los TIL y/o los linfocitos citotéxicos pueden reconocer
uno o més antigenos de un céncer, incluida una porcién antigénica de uno o mas antigenos, tal como un
epitopo, o una célula del cancer. Un "antigeno de un cancer" y un "antigeno del cancer" pretenden abarcar
todos los antigenos mencionados anteriormente. Si el cancer es un melanoma, tal como un melanoma
metastasico, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos pueden reconocer MART-1 (tal como MART-1:26-35 (27L)),
gp100 (como gp100:209-217 (210M)) o un antigeno "Unico" o especifico del paciente derivado de una mutacién
codificada por el tumor. Otros antigenos de melanoma adecuados que pueden ser reconocidos por TIL pueden
incluir, pero no se limitan a, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinasa (TRP)1, TRP2 y MAGE. TIL
también puede reconocer antigenos como, por ejemplo, NY-ESO-1, telomerasa, p53, HER2/neu, antigeno
carcinoembrionario o antigeno especifico de préstata, para el tratamiento de carcinoma de pulmén, cancer de
mama, cancer de colon, cancer de prdstata y similares.

En algunas realizaciones, el método comprende proporcionar opcionalmente la administraciéon al mamifero de
quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa. La quimioterapia de linfodepleciéon no mieloablativa puede ser
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cualquier terapia adecuada, que puede administrarse por cualquier via adecuada. La quimioterapia de
linfodeplecién no mieloablativa puede comprender, por ejemplo, la administracion de ciclofosfamida y
fludarabina, particularmente si el cdncer es melanoma, que puede ser metastasico. En algunas realizaciones,
la via de administracion de ciclofosfamida y fludarabina es intravenosa. Asimismo, se puede administrar
cualquier dosis adecuada de ciclofosfamida y fludarabina. En algunas realizaciones, se proporcionan alrededor
de 60 mg/kg de ciclofosfamida para administracién durante dos dias, después de los cuales se administran
alrededor de 25 mg/m? durante cinco dias. En algunas realizaciones, se proporcionan alrededor de 60 mg/kg
de ciclofosfamida para administracion durante dos dias, después de los cuales se administran alrededor de 25
mg/m? de fludarabina para administracion durante cinco dias y el cancerftumor es melanoma.

En algunas realizaciones, el método comprende, después de proporcionar opcionalmente para la
administraciéon la quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa, proporcionar para la administracién al
mamifero los linfocitos citotéxicos expandidos, en donde los linfocitos citotéxicos proporcionados para la
administraciéon al mamifero tienen de aproximadamente 19 a aproximadamente 35 dias de antigliedad. Por
ejemplo, los linfocitos citotéxicos para administracién pueden tener entre 19 dias, 19.5 dias 0 19.8 dias a 35
dias, 35.5 dias o 35.8 dias de antigledad. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos para
administracién al mamifero tienen una antigliedad de aproximadamente 19 dias a aproximadamente 29 dias o
de aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias, o de aproximadamente 26 dias. Por ejemplo, los
linfocitos citotéxicos para administracién pueden tener de 19 dias, 19.5 dias 0 19.8 dias a 29, 29.5 0 29.8 dias
de antigliedad; de 23, 23.50 23.8 a 29, 29.5 0 29.8 dias de antigledad; o de 26, 26.5 0 26.8 dias de antigliedad.
En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos que se proporcionan para administracién al mamifero son
linfocitos citotéxicos "j6venes", es decir, linfocitos citotdxicos minimamente cultivados o linfocitos citotéxicos de
entre 19 dias a aproximadamente 29 dias o de aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias de
antigliedad, o de aproximadamente 26 dias de antiguedad.

Los cultivos de linfocitos citotéxicos jovenes que se proporcionan para administracién al mamifero de acuerdo
con una realizacién de la invencién tienen ventajosamente caracteristicas asociadas con persistencia,
proliferacion y actividad antitumoral in vivo. Por ejemplo, los cultivos de linfocitos citotéxicos jévenes tienen una
mayor expresién de CD27 y/o CD28 que los linfocitos citotéxicos que tienen aproximadamente 44 dias de
antigliedad. Sin estar atado a una teoria en particular, se cree que CD27 y CD28 estan asociados con la
proliferacién, persistencia in vivo y un estado menos diferenciado de los linfocitos citotéxicos (sin limitarse a la
teoria, se cree que la mayor diferenciacién de los linfocitos citotéxicos afecta negativamente la capacidad de
los linfocitos citotéxicos para funcionar in vivo). Se cree que los linfocitos citotéxicos que expresan niveles mas
elevados de CD27 tienen una mejor actividad antitumoral que las células con bajo contenido de CD27. Ademas,
los cultivos de linfocitos citotoxicos jévenes (p. ej, de 19 dias a aproximadamente 29 dias o de
aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias de antigledad, o aproximadamente 26 dias de
antigiedad) tienen una frecuencia mas alta de células CD4* que los linfocitos citotéxicos que tienen
aproximadamente de 44 dias de antigliedad.

Ademas, los cultivos de linfocitos citotdxicos jovenes tienen una longitud media de telomero mayor que la de
los linfocitos citotoxicos que tienen aproximadamente 44 dias de antigliedad. Sin estar atado a una teoria en
particular, se cree que los linfocitos citotéxicos pierden una longitud estimada de telémero de 0.8 kb por semana
en cultivo, y que los cultivos de linfocitos citotéxicos j6venes tienen telémeros que son aproximadamente 1.4
kb mas largos que los linfocitos citotéxicos que tienen aproximadamente 44 dias de antigliedad. Sin estar
limitado a una teoria en particular, se cree que las longitudes de telémeros mas largas estan asociadas con
respuestas clinicas objetivas positivas en los sujetos y la persistencia de las células in vivo.

En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos no se analizan para determinar su reactividad tumoral
especifica para identificar linfocitos citotéxicos reactivos tumorales antes de proporcionar su administracién al
paciente. La reactividad tumoral especifica se puede probar mediante cualquier método conocido en la técnica,
p. ej., midiendo la liberacién de citocinas (p. ej., interferén-y) después del cocultivo con células tumorales. Los
métodos inventivos permiten ventajosamente promover la regresién del cdncer en un mamifero proporcionando
linfocitos citotéxicos para su administracion al mamifero sin la necesidad de una evaluacién previa para el
reconocimiento de un tumor especifico. Las realizaciones de los métodos pueden, si se desea, incluir la prueba
de la potencia de los linfocitos citotéxicos de una manera no especifica del antigeno antes de proporcionar los
linfocitos citotdxicos para su administracion al mamifero. En algunas realizaciones, se puede probar
opcionalmente la potencia de los linfocitos citotéxicos p. ej., mediante un ensayo de potencia no especifico que
mide la liberacién de citocinas después de la estimulacién con OKT3. Las células T pueden considerarse
potentes si, por ejemplo, la liberacién de interferén (IFN) es mayor que aproximadamente 50 pg/mL, mayor que
aproximadamente 100 pg/mL, mayor que aproximadamente 150 pg/mL o mayor que aproximadamente 200
pg/mL. Una realizacién menos deseada del método comprende probar los linfocitos citotéxicos expandidos
para detectar reactividad tumoral especifica para identificar linfocitos citotéxicos reactivos al tumor.

En algunas realizaciones, la invencién proporciona un método para promover la regresién de un cancer en un
mamifero que comprende (i) cultivar (es decir, previo a REP) linfocitos citotéxicos autdlogos y/o linfocitos
citotéxicos modificados genéticamente (en algunas realizaciones, linfocitos citotéxicos autdlogos modificados
genéticamente), incluyendo el uso de IL-2; (ii) expandir los linfocitos citotéxicos cultivados usando anticuerpo
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OKT3, IL-2 y linfocitos alimentadores, en donde los linfocitos citotéxicos cultivados se enriquecen con células
T CD8+ antes de la expansiéon de los linfocitos citotéxicos; (iii) proporcionar opcionalmente para la
administraciéon al mamifero quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa; y (iv) después de proporcionar
opcionalmente para la administracién quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa, proporcionar para la
administracion al mamifero los linfocitos citotéxicos expandidos, en donde los linfocitos citotéxicos
proporcionados para la administracion al mamifero tienen aproximadamente 19 dias a aproximadamente 29
dias de antigledad, o aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias de antigiedad, o
aproximadamente 26 dias de antigliedad, con lo cual se promueve la regresién del cancer en el mamifero. Por
ejemplo, los linfocitos citotéxicos proporcionados para administracion al mamifero pueden tener de 19 dias a
aproximadamente 29 dias o de aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias de antigliedad. En
algunas realizaciones, de aproximadamente 19 dias a aproximadamente 29 dias, o de aproximadamente 23
dias a aproximadamente 29 dias de antigiedad, o de aproximadamente 26 dias de antigledad. En algunas
realizaciones, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados estan modificados genéticamente. En
algunas realizaciones, los linfocitos citotdxicos son linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. Los
linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En
algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados se modifican genéticamente
utilizando un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas
realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En
algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B).
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado
en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es
un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos
se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los linfocitos
citotéxicos que contienen TIL cultivados se modifican genéticamente antes o después del cultivo. En algunas
realizaciones, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados se modifican genéticamente antes o
después de expandir los linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados utilizando el anticuerpo OKT3, IL-2
y linfocitos alimentadores, en donde los linfocitos citotéxicos cultivados se enriquecen con células T CD8+ antes
de la expansién de los linfocitos citotéxicos. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de
unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad
de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un
ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nUmero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina
de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el
porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacidén con un anticuerpo
de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3).
En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han
marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii)
comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola
con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina
de unidén a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de
unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccién de
PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de
PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién
mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9
exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacion con 38A1. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
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mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14
(CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la
SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el método comprende cultivar (por ejemplo, previo a REP) células T autélogas como
se describe en el presente documento de aproximadamente 19 dias a aproximadamente 29 dias, o de
aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias, o de aproximadamente 26 dias. El método comprende
ademas expandir (por ejemplo, REP) los linfocitos citotéxicos cultivados y opcionalmente proporcionar para la
administracién al mamifero quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa como se describe en el presente
documento. Después de proporcionar opcionalmente la administraciéon de quimioterapia de linfodeplecién no
mieloablativa, el método comprende proporcionar la administracién al mamifero de los linfocitos citotéxicos
expandidos como se describe en el presente documento, con lo cual se promueve la regresién del cancer en
el mamifero. En algunas realizaciones del método, los linfocitos citotéxicos proporcionados para administracién
no han sido examinados para determinar su reactividad tumoral especifica. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos expandidos proporcionados para administracién al mamifero son de aproximadamente 19
dias a aproximadamente 29 dias o de aproximadamente 23 dias a aproximadamente 29 dias, o de
aproximadamente 26 dias de antigledad. Por ejemplo, los linfocitos citotéxicos proporcionados para
administracién pueden ser de 19 dias, 19.5 dias 0 19.8 dias a 29, 29.5 0 29.8 dias de antigliedad; de 23, 23.5
023.8 2 29, 29.5 0 29.8 dias de antigliedad; o de 26, 26.5 0 26.8 dias de antigledad.

En algunas realizaciones, el método comprende enriquecer células T cultivadas que contienen los linfocitos
citotdxicos para células T CD8" antes de la rapida expansion de las células. Después del cultivo de los linfocitos
citotoxicos que contienen TIL en IL-2, los linfocitos citotoxicos que contienen TIL se despojan de células CD4*
y enriquecidas para células CD8"* utilizando, por ejemplo, una separacién de microperlas para CD8 (p. €j.,
utilizando un sistema de microperlas para CD8 CliniMACS® Plus (disponible comercialmente a través de
Miltenyi Biotec)). En algunas realizaciones, las células T reguladoras CD4" y CD25" pueden impedir las
respuestas antitumorales. En algunas realizaciones, enriquecer los linfocitos citotéxicos cultivados para
linfocitos citotéxicos CD8* y reduccién o eliminacién de células CD4* pueden mejorar el impacto de células
CD8* antitumorales transferidas adoptivamente, mejorar las tasas de respuesta en los pacientes y/o reducir las
toxicidades observadas por la produccién de citocinas mediante células CD4*. En algunas realizaciones, el
enriguecimiento de CD8" de algunos cultivos de células T revela el reconocimiento de tumores in vitro que
pueden no ser evidentes en el cultivo a granel y el reconocimiento mejorado in vitro de tumores en otros cultivos.
En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos jévenes CD8* enriquecidos pueden funcionar de manera
més confiable y predecible en expansiones répidas a escala clinica que las células T a granel.

Expansién de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente mediante recipientes permeables al gas

Se divulga en el presente documento un método para promover la regresién del cancer en un mamifero que
comprende obtener una muestra de tejido tumoral del mamifero; cultivar (es decir, previo a REP) la muestra de
tejido tumoral en un primer recipiente permeable al gas que contiene medio celular en su interior; obtener
linfocitos citotdxicos de la muestra de tejido tumoral; expandir (es decir, REP) el nUmero de linfocitos citotéxicos
en un segundo recipiente permeable al gas que contiene medio celular en su interior utilizando células
alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras autélogas irradiadas; y administrar el namero
ampliado de linfocitos citotéxicos al mamifero. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican
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genéticamente después del aislamiento de la muestra de tejido tumoral, pero antes del cultivo en dicho primer
recipiente permeable al gas. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
después del cultivo en dicho primer recipiente permeable al gas, pero antes del cultivo en dicho segundo
recipiente permeable al gas. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
antes de la administracién de la cantidad ampliada de linfocitos citotéxicos para su administracién al mamifero.
Véase, por ejemplo, los métodos descritos en publicacién de patente de los Estados Unidos No. 2017/0152478,
asi como los descritos en el presente documento. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se
modifican genéticamente utilizando un vector. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301GPDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A,
Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura
11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 38A1. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada
y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada esta codificada
en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14
(CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la
SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
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que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente para su uso en la promocién de
la regresidn del cancer, que se han expandido utilizando recipientes permeables a los gases, pueden ser méas
simples, requerir menos mano de obra, utilizar menos reactivos y pueden realizarse utilizando equipos mas
simples que los procedimientos que utilizan recipientes no permeables a los gases (p. ej., matraces T o
matraces T-175, bolsas y placas de mdltiples pocillos). Ademas, en algunas realizaciones, los recipientes
permeables al gas pueden proteger las células de la contaminacién microbiana de manera mas efectiva que
los recipientes no permeables al gas, que pueden ser sistemas "abiertos". Ademas, los métodos que utilizan
recipientes permeables a los gases pueden, en algunas realizaciones, reducir la cantidad de recipientes que
se utilizan en comparacién con los métodos que utilizan recipientes no permeables a los gases, reduciendo asi
la cantidad de mano de obra necesaria para llevar a cabo los métodos y también reduciendo el riesgo de
contaminacién microbiana. Por lo tanto, la produccién de células en recipientes permeables a los gases puede
ser mas adecuada para el cumplimiento de las condiciones actuales de buenas préacticas de fabricacién (cGMP)
que se requieren para, p. €j., ensayos clinicos de fase Ill. En algunas realizaciones, los métodos que utilizan
recipientes permeables a los gases reducen el volumen de cultivo final a un nivel inferior al obtenido con
recipientes no permeables a los gases, lo que puede reducir la capacidad de la incubadora requerida para
cultivar las células y reduce la cantidad de reactivos (p. ej., medio de cultivo celular y aditivos) necesarios para
el crecimiento de las células, y simplifica el equipo y/o procedimientos para concentrar y lavar las células. En
algunas realizaciones, las células pueden alimentarse con menor frecuencia en recipientes permeables al gas
(p. €., aproximadamente cada tres o cuatro dias) que en recipientes no permeables a los gases (p. €j., cada
dos dias), particularmente cuando las células y/o la muestra de tejido tumoral se cultivan sumergidos bajo al
menos aproximadamente 1.3 cm de medio de cultivo celular en un recipiente permeable a los gases. En algunas
realizaciones, las células en recipientes permeables a los gases se pueden manipular con menos frecuencia
que las células en recipientes no permeables a los gases (p. €j., bolsas), lo que puede minimizar la alteracién
del fragmento del tumor y proporcionar un crecimiento de linfocitos citotéxicos més reproducible. En algunas
realizaciones, se pueden automatizar varias partes del método, que incluyen, entre otras, el cultivo y/o la
expansion de linfocitos citotéxicos. En algunas realizaciones, el uso de matraces permeables a los gases
permite la generacién de una cantidad suficiente de linfocitos citotoxicos, lo que permite el tratamiento de
sujetos que anteriormente podrian no haber sido tratados con éxito porque no se generaron cantidades
suficientes de linfocitos citotéxicos debido a las complejidades técnicas y logisticas de los métodos anteriores
que no utilizan matraces permeables a los gases.

En algunas realizaciones, el método comprende ademés cultivar la muestra de tejido tumoral en un primer
recipiente permeable al gas que contiene medio celular en su interior. En una realizacién, la muestra de tejido
tumoral se cultiva directamente en el material permeable al gas en el recipiente permeable al gas sin digestion.
En otra realizacién, una muestra de tejido tumoral digerida enzimatica o mecanicamente puede cultivarse
directamente en el material permeable al gas. Se puede utilizar cualquier medio celular adecuado. El medio de
cultivo celular puede comprender ademas cualquier factor de crecimiento de células T adecuado, tal como, p.
ej., interleucina (IL)-2. El medio de cultivo celular puede comprender ademas opcionalmente suero AB humano.
En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral puede contener TIL que son autélogos del sujeto. En
algunas realizaciones, el cultivo de la muestra de tejido tumoral incluye el cultivo de los TIL presentes en la
muestra tumoral.

El método también comprende proporcionar TIL obtenido de la muestra de tejido tumoral. La muestra de tejido
tumoral comprende TIL. A medida que la muestra de tejido tumoral se cultiva en el recipiente permeable al gas,
p. €j., sobre el material permeable al gas en el recipiente, los TIL presentes en la muestra de tejido tumoral
también comienzan a crecer en el recipiente permeable al gas, p. ej., sobre el material permeable al gas. Los
TIL pueden obtenerse de la muestra de tejido tumoral de cualquier manera adecuada.

En algunas realizaciones, el primer recipiente permeable al gas puede ser cualquier recipiente permeable al
gas adecuado. En algunas realizaciones, el primer recipiente permeable al gas comprende una base, lados y
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una tapa. En algunas realizaciones, el recipiente comprende un soporte permeable al gas y un material
permeable al gas, p. €j., una membrana permeable al gas. En algunas realizaciones, la base del recipiente
comprende un soporte permeable al gas y un material permeable al gas, p. €j.,, una membrana permeable al
gas. En algunas realizaciones, el material permeable al gas puede colocarse dentro del recipiente directamente
sobre el soporte permeable al gas que comprende aberturas (p. ej., canales) en comunicacion fluida con el gas
ambiente para facilitar el intercambio de gases entre el interior del recipiente y el gas ambiente. En algunas
realizaciones, la tapa puede comprender un respiradero y/o un puerto (p. €j., un puerto de acceso). En algunas
realizaciones, el puerto de acceso puede tener una abertura mayor de aproximadamente 1 mm a
aproximadamente 1 cm (p. ej., mayor de aproximadamente 1 mm o mayor de aproximadamente 1 cm). Un
puerto de acceso con una abertura mayor a aproximadamente 1 mm a aproximadamente 1 cm puede eliminar
o reducir ventajosamente la perturbacién del TIL. En algunas realizaciones, el recipiente permeable al gas
comprende un respiradero o un puerto ventilado, lo que puede ser ventajoso en el caso de que la temperatura
en el recipiente baje durante la manipulacién. En algunas realizaciones, el primer recipiente permeable al gas
es un recipiente permeable al gas como se describe en la publicacidén de la solicitud de patente de los Estados
Unidos No. 2005/0106717y esté disponible comercialmente a través de Wilson Wolf Manufacturing Corporation
(p. €j., recipientes G-Rex10, GP200, G-Rex100, GP2000) (New Brighton, Minn.).

En algunas realizaciones, el primer recipiente permeable al gas tiene cualquier capacidad adecuada de
volumen de medio celular. Por ejemplo, el primer recipiente permeable al gas puede tener una capacidad de
volumen medio de aproximadamente 40 mL o mas; aproximadamente 200 mL o més; aproximadamente 500
mL o mas; aproximadamente 2,000 mL o mas; o aproximadamente 5,000 mL o mas. Aunque el primer recipiente
permeable al gas puede tener cualquier capacidad de volumen de medio adecuada, la muestra de tejido tumoral
y/o los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se pueden cultivar en cualquier volumen de medio adecuado. En
algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral y/o los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se cultivan
sumergidos bajo una altura de al menos aproximadamente 1.3 cm de medio de cultivo celular. En algunas
realizaciones, la muestra de tejido tumoral y/o los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se cultivan sumergidos
bajo una altura de al menos aproximadamente 2.0 cm de medio de cultivo celular. Las muestras de tejido
tumoral y/o TIL cultivadas en un material permeable al gas sumergido bajo una altura de al menos
aproximadamente 1.3 cm o una altura de al menos aproximadamente 2.0 cm de medio pueden,
ventajosamente, manipularse y alimentarse con menor frecuencia.

En algunas realizaciones, el primer recipiente permeable al gas puede proporcionar cualquier &rea de superficie
adecuada para el crecimiento de los linfocitos citotéxicos que contienen TIL. En algunas realizaciones, el
recipiente permeable al gas puede tener un é&rea de superficie para el crecimiento de los TIL de
aproximadamente 10 cm? o mas; aproximadamente 100 cm? o mas; o aproximadamente 650 cm? o mas.

En algunas realizaciones, la muestra de tejido tumoral y/o los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se cultivan
dentro del primer recipiente permeable al gas en contacto con el material permeable al gas y se sumergen bajo
un volumen adecuado de medio de cultivo. El cultivo de la muestra de tejido tumoral y/o TIL en contacto con el
material permeable al gas facilita el intercambio de gases entre las células y el aire ambiente. Facilitar el
intercambio de gases entre las células y el aire ambiente facilita la respiracidn, el crecimiento y la viabilidad de
las células. En algunas realizaciones, el intercambio de gases a través del material permeable al gas puede
facilitar la circulacién del medio (p. ej., por conveccién y difusién) dentro del recipiente, lo que facilita la
alimentacién de los linfocitos citotéxicos que contienen TIL. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos
se modifican genéticamente antes o después del cultivo en el primer recipiente permeable al gas. En algunas
realizaciones, los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente utilizando un vector. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es
pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37, Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
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con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas
realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones,
la cadena pesada esta codificada en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera estéa codificada
en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende
la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se
describe que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1),
SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden
la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).,En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de uniéon a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde
dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ
ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademés una secuencia de IgG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de
1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla
(scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1). En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ
ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se
realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el método comprende ademéas expandir el niumero de linfocitos citotdxicos que
contienen TIL en un segundo recipiente permeable al gas que contiene medio celular en su interior utilizando
células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras autélogas irradiadas. En algunas
realizaciones, el nimero de linfocitos citotéxicos que contienen TIL se expande utilizando una relacién de
aproximadamente 1 TIL por al menos aproximadamente 20 células alimentadoras, aproximadamente 1 TIL por
al menos aproximadamente 25 células alimentadoras, aproximadamente 1 TIL por al menos aproximadamente
50 células alimentadoras, aproximadamente 1 TIL por al menos aproximadamente 100 células alimentadoras,
aproximadamente 1 TIL por al menos aproximadamente 200 células alimentadoras, p. ej., una relaciéon de
células alimentadoras a TIL de aproximadamente 1 a aproximadamente 20, de aproximadamente 1 a
aproximadamente 25, de aproximadamente 1 a aproximadamente 50, de aproximadamente 1 a
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aproximadamente 100 o de aproximadamente 1 a aproximadamente 200. En algunas realizaciones, el segundo
recipiente permeable al gas puede ser como se describe para el primer recipiente.

En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL cultivados se expanden. En algunas
realizaciones, los linfocitos citotoxicos que contienen TIL cultivados se expanden rapidamente. La expansion
réapida proporciona un aumento en la cantidad de linfocitos citotéxicos que contienen TIL de al menos
aproximadamente 50 veces (0 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces o 100 veces, 0 méas) durante un periodo
de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 14 dias y, en algunas realizaciones, durante
aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, la expansién rapida proporciona un aumento de al menos
aproximadamente 200 veces (0 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces, 700 veces, 800 veces, 900 veces
0 mas) durante un periodo de aproximadamente 10 dias a aproximadamente 14 dias, y en algunas
realizaciones, durante aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, la expansién rapida proporciona
un aumento de al menos aproximadamente 1000 veces durante un periodo de aproximadamente 10 a
aproximadamente 14 dias, y en algunas realizaciones, aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, la
expansién répida proporciona un aumento de aproximadamente 1000 veces a aproximadamente 2000 veces,
p. €j., aproximadamente 1000 veces, aproximadamente 1500 veces o aproximadamente 2000 veces en un
periodo de aproximadamente 14 dias. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente antes o después de expandirse. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente utilizando un vector. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus.
En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura
16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B,
Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 38A1. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada
y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada esta codificada
en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
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ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. También se describe que la proteina de
unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14
(CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la
SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de uniéon a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, la expansion (es decir, REP) se puede realizar en el recipiente permeable al gas
mediante cualquier método adecuado. Por ejemplo, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se pueden
expandir rapidamente utilizando la estimulaciéon no especifica del receptor de células T en presencia de células
alimentadoras (p. ej., células alimentadoras alogénicas irradiadas, células alimentadoras autélogas irradiadas
y/o células presentadoras de antigenos artificiales (p. ej., células de leucemia K562 transducidas con acidos
nucleicos que codifican CD3 y/o CD8)) y ya sea interleucina-2 (IL-2) o interleucina-15 (IL-15), y en algunas
realizaciones, IL-2. En algunas realizaciones, la expansidén del nimero de linfocitos citotéxicos que contienen
TIL utiliza aproximadamente 1 X 10° a aproximadamente 4 X 10° células alimentadoras alogénicas y/o células
alimentadoras autélogas, preferiblemente aproximadamente 2 X 10° a aproximadamente 3 X 10° células
alimentadoras alogénicas y/o células alimentadoras autélogas. El estimulo del receptor de células T no
especifico puede incluir, por ejemplo, aproximadamente 30 ng/mL de OKT3, un anticuerpo monoclonal de ratén
anti-CD3 (disponible a través de ORTHO-MCNEIL, Raritan, N.J. o MILTENY| BIOTECH, Auburn, California).
Alternativamente, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se pueden expandir rapidamente, por ejemplo,
mediante la estimulacion de los linfocitos citotéxicos que contienen TIL in vitro con un antigeno (uno o mas,
incluidas sus porciones antigénicas, tal como epitopo(s), o una célula) del cancer, que puede expresarse
opcionalmente a partir de un vector, tal como un péptido de unién al antigeno leucocitario humano A2 (HLA-
A2), p. €., 0.3 UM MART-1:26-35 (27L) o gp100:209-217 (210M), en presencia de un factor de crecimiento de
células T, tal como 300 Ul/mL de IL-2 o IL-15, y en algunas realizaciones con IL-2. Otros antigenos adecuados
pueden incluir, p. ej.,, NY-ESO-1, TRP-1, TRP-2, antigeno de céncer de tirosinasa, MAGE-A3, SSX-2 y VEGFR2,
0 porciones antigénicas de los mismos. Los TIL inducidos in vitro se expanden rapidamente mediante la
reestimulacién con el mismo antigeno(s) del cancer aplicados a las células presentadoras de antigenos que
expresan HLA-A2. Alternativamente, el TIL puede reestimularse, por ejemplo, con linfocitos autélogos
irradiados o con linfocitos alogénicos HLA-A2+ irradiados e IL-2, por ejemplo.

En algunas realizaciones, ampliar el nimero de TIL puede comprender el uso de aproximadamente 5,000 mL
a aproximadamente 10,000 mL de medio celular, preferiblemente de aproximadamente 5,800 mL a
aproximadamente 8,700 mL de medio celular. En una realizacién, la expansién del numero de TIL no utiliza
méas de un tipo de medio de cultivo celular. Se puede utilizar cualquier medio de cultivo celular adecuado, p. €j.,
medio de cultivo celular AIM-V (L-glutamina, 50 pg/mL de sulfato de estreptomicina y 10 pg/mL de sulfato de
gentamicina) (Invitrogen, Carlsbad California). A este respecto, los métodos inventivos reducen ventajosamente
la cantidad de medio y el niUmero de tipos de medio necesarios para ampliar el nimero de linfocitos citotéxicos
que contienen TIL.

En algunas realizaciones, ampliar el nimero de linfocitos citotéxicos que contienen TIL puede comprender
alimentar las células con una frecuencia no mayor que cada tercer o cuarto dia. Ampliar el nimero de células
en un recipiente permeable al gas simplifica ventajosamente los procedimientos necesarios para ampliar el
namero de células al reducir la frecuencia de alimentacién necesaria para ampliar las células.

En algunas realizaciones, el medio celular en el primer y/o segundo recipiente permeable al gas no esté filtrado.
Sin estar limitado a una teoria en particular, se cree que los componentes séricos particulados presentes en
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algunos suplementos del medio celular (p. ej., suero AB) tienen poco o ningln efecto perjudicial sobre el
crecimiento de TIL. El uso de medio celular sin filtrar puede, ventajosamente, simplificar los procedimientos
necesarios para ampliar el nimero de células.

En algunas realizaciones, el medio celular en el primer y/o segundo recipiente permeable al gas carece de
beta-mercaptoetanol (BME). En algunas realizaciones, la ausencia de BME del medio celular puede ser
ventajosamente mas compatible con cGMP (procedimientos actuales de buena fabricacién) y, por lo tanto,
puede facilitar ventajosamente la obtencién de la aprobacién regulatoria.

En algunas realizaciones, la duracién del método comprende obtener una muestra de tejido tumoral del
mamifero; cultivar (es decir, previo a REP) la muestra de tejido tumoral en un primer recipiente permeable al
gas que contiene medio celular en su interior; obtener linfocitos citotéxicos que contienen TIL de la muestra de
tejido tumoral, expandir (es decir, REP) el nimero de linfocitos citotéxicos que contienen TIL en un segundo
recipiente permeable al gas que contiene medio celular en el mismo utilizando células alimentadoras alogénicas
irradiadas y/o células alimentadoras autdlogas irradiadas puede ser de aproximadamente 28 a
aproximadamente 42 dias, p. ej., aproximadamente 28 dias. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos
se modifican genéticamente antes o después del cultivo, antes o después de obtener los linfocitos citotéxicos
que contienen TIL, o antes o después de la expansidén. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se
modifican genéticamente utilizando un vector. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A,
Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura
11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparaciéon con 38A1. En algunas realizaciones, las
cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas realizaciones, las cadenas pesada
y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones, la cadena pesada esta codificada
en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera esta codificada en un segundo vector. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o un fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. También se describe que la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-
L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ
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ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del
mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la
SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que
la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el método comprende proporcionar los linfocitos citotoxicos que contienen TIL
expandido para su administracién al mamifero. Los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se pueden
proporcionar para administracién mediante cualquier via adecuada como se conoce en la técnica. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se proporcionan para administracién como una infusién
intraarterial o intravenosa, que preferiblemente dura aproximadamente entre 30 y aproximadamente 60
minutos. Otros ejemplos de vias de administracién incluyen intraperitoneal, intratecal e intralinfatica. En algunas
realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente antes de proporcionar su administracién.
En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente utilizando un vector. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es
pLV4301GPDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37, Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301GPDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
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la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en el mismo vector. En algunas
realizaciones, las cadenas pesada y ligera estan codificadas en vectores diferentes. En algunas realizaciones,
la cadena pesada esta codificada en un primer vector. En algunas realizaciones, la cadena ligera estéa codificada
en un segundo vector. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento
del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende
la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga
que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera
y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID
NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-
H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde
dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el
presente documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Ademas de TIL, también se pueden obtener linfocitos citotéxicos, macréfagos, monocitos y células asesinas
naturales (NK) de la muestra de tejido tumoral, cultivarlos y expandirlos como se describe en el presente
documento para TIL. En consecuencia, el método también puede comprender proporcionar macréfagos,
monocitos y células asesinas naturales (NK) para su administracién al mamifero. En algunas realizaciones, los
métodos se pueden emplear para expandir linfocitos citotéxicos.

En algunas realizaciones, se proporciona un factor de crecimiento de células T que promueve el crecimiento y
la activacién de los TIL y/o linfocitos citotdxicos para su administracién al mamifero ya sea concomitantemente
con el TIL o posteriormente al TIL. El factor de crecimiento de células T puede ser cualquier factor de
crecimiento adecuado que promueva el crecimiento y la activacién de los TIL. Los ejemplos de factores de
crecimiento de células T adecuados incluyen interleucina (IL)-2, IL-7, IL-15 e IL-12, que pueden usarse solos o
en varias combinaciones, como IL-2 e IL-7, IL-2 e IL-15, IL-7 e IL-15, IL-2, IL-7 e IL-15, IL-12 e IL-7, IL-12 e IL-
15, 0 IL-12 e IL-2. IL-2 es un factor de crecimiento de células T preferido.

En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican para expresar un factor de
crecimiento de células T que promueve el crecimiento y la activacién de los TIL y/o los linfocitos citotéxicos.
Los factores de crecimiento de células T adecuados incluyen, por ejemplo, cualquiera de los descritos
anteriormente. Se conocen en la técnica métodos adecuados de modificacidn. Véase, por ejemplo, Sambrook
et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd ed., Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y.
2001; y Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates and John Wiley &
Sons, NY, 1994. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos modificados expresan el factor
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de crecimiento de células T en niveles altos. Las secuencias codificantes del factor de crecimiento de células
T, tal como la de IL-12, estan facilmente disponibles en la técnica, al igual que los promotores, cuyo enlace
operativo a una secuencia codificante del factor de crecimiento de células T promueve una expresién de alto
nivel. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos pueden modificarse para expresar IL-12
como se describe en la publicacién de solicitud de patente de la Organizacién Mundial de la Propiedad
Intelectual No. WO 2010/126766.

En algunas realizaciones, dos citocinas pueden ser més eficaces que una sola citocina y, en algunas
realizaciones, tres citocinas, p. €j., IL-2, IL-7 e IL-15, pueden ser més eficaces que dos citocinas cualesquiera.
Se cree que la IL-15 mejora la respuesta de células T CD8* especifica del tumor. En este sentido, la
administracién de células cultivadas con IL-15 con IL-2 (tal como mediante una inyeccién en bolo) puede ser
especialmente eficaz. En algunas realizaciones, se pueden proporcionar TIL y/o linfocitos citotéxicos
modificados para expresar IL-15 para administracién con |L-2 como una inyeccidén en bolo.

El factor de crecimiento de células T se puede administrar por cualquier via adecuada. Cuando se administra
més de un factor de crecimiento de células T, se pueden administrar de forma simultdnea o secuencial, en
cualquier orden y por la misma via o por vias diferentes. En algunas realizaciones, el factor de crecimiento de
células T, tal como IL-2, se proporciona para administracién por via intravenosa como una inyeccién en bolo.
En algunas realizaciones, la dosis del factor de crecimiento de células T, tal como IL-2, es lo que los expertos
en la materia consideran alto. En algunas realizaciones, se proporciona una dosis de aproximadamente
720,000 Ul/kg de IL-2 para administracién tres veces al dia hasta tolerancia, particularmente cuando el cancer
es melanoma. En algunas realizaciones, se proporcionan aproximadamente de 5 a aproximadamente 15 dosis
de IL-2 para administracién, con un promedio de alrededor de 8 dosis.

Los TIL y/o linfocitos citotéxicos pueden reconocer cualquiera de los antigenos Unicos producidos como
resultado de las aproximadamente 10,000 mutaciones genéticas codificadas por cada genoma de célula
tumoral. Sin embargo, el antigeno no necesita ser Unico. Los TIL y/o los linfocitos citotéxicos pueden reconocer
uno o més antigenos de un céncer, incluida una porcién antigénica de uno o mas antigenos, tal como un
epitopo, o una célula del cancer. Un "antigeno de un cancer" y un "antigeno del cancer" pretenden abarcar
todos los antigenos mencionados anteriormente. Si el cancer es un melanoma, tal como un melanoma
metastasico, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos pueden reconocer MART-1 (tal como MART-1:26-35 (27L)),
gp100 (tal como gp100:209-217 (210M)) o un antigeno "Unico" o especifico del paciente derivado de una
mutacién codificada por el tumor. Otros antigenos de melanoma adecuados que pueden ser reconocidos por
los TIL pueden incluir, pero no se limitan a, tirosinasa, proteina relacionada con la tirosinasa (TRP)1, TRP2y
MAGE. Los TIL también pueden reconocer antigenos tales como, por ejemplo, NY-ESO-1, telomerasa, p53,
HERZ2/neu, antigeno carcinoembrionario o antigeno especifico de préstata, para el tratamiento de carcinoma
de pulmén, cancer de mama, cancer de colon, cancer de préstata y similares.

En algunas realizaciones, el método proporcionado es un método para obtener un nimero expandido de TIL
y/o linfocitos citotéxicos de un mamifero para inmunoterapia celular adoptiva que comprende proporcionar una
muestra de tejido tumoral obtenida del mamifero; cultivar la muestra de tejido tumoral en un primer recipiente
permeable al gas que contiene medio celular en el mismo; obtener TIL y/o linfocitos citotdxicos de la muestra
de tejido tumoral; expandir el nimero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un segundo recipiente permeable al
gas que contiene medio celular en el mismo utilizando células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células
alimentadoras aut6logas irradiadas. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos estén
modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son linfocitos citotoxicos
modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector
basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37,
Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO:
38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
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determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unidén a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha
cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1gG3 o0 IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de 19G1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

Los TIL y/o linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente después de obtener una muestra de tejido tumoral
del mamifero. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente antes
o después del cultivo (es decir, previo a REP) la muestra de tejido tumoral en un primer recipiente permeable
al gas que contiene medio celular en su interior. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos
se modifican genéticamente después de obtener los TIL y/o los linfocitos citotdxicos de la muestra de tejido
tumoral. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente después de
expandirse (es decir, REP) el nimero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un segundo recipiente permeable al
gas que contiene medio celular en su interior utilizando células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células
alimentadoras autélogas irradiadas. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector
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basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37,
Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO:
38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en
las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo
de la interaccién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via
de sefializacién de PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una
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secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el método comprende proporcionar una muestra de tejido tumoral obtenida del
mamifero. La muestra de tejido tumoral puede obtenerse como se describe en el presente documento con
respecto a cualquier realizacién de la invencion.

En algunas realizaciones, el método comprende cultivar la muestra de tejido tumoral en un primer recipiente
permeable al gas que contiene medio celular en su interior. La muestra de tejido tumoral se puede cultivar en
un primer recipiente permeable al gas como se describe en el presente documento con respecto a cualquier
realizacion de la invencién.

En algunas realizaciones, el método comprende obtener linfocitos citotéxicos que contienen TIL de la muestra
de tejido tumoral. Los linfocitos citotéxicos que contienen TIL se pueden obtener de la muestra de tejido tumoral
como se describe en el presente documento con respecto a cualquier realizacién de la invencién.

En algunas realizaciones, el método comprende expandir el nimero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un
segundo recipiente permeable al gas que contiene medio celular en su interior utilizando células alimentadoras
alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras autélogas irradiadas. El nimero de TIL y/o linfocitos citotdxicos
se puede ampliar como se describe en el presente documento con respecto a cualquier realizacién de la
invencion.

En algunas realizaciones, el método implica obtener un nimero expandido de TIL y/o linfocitos citotéxicos de
un mamifero para inmunoterapia celular adoptiva, en donde el método comprende proporcionar una muestra
de tejido tumoral obtenida del mamifero; obtener linfocitos citotéxicos que contienen TIL de la muestra de tejido
tumoral; expandir el niumero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un recipiente permeable al gas que contiene
medio celular en el mismo utilizando células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras
autélogas irradiadas. En algunas realizaciones, el recipiente permeable al gas es un primer recipiente
permeable al gas. Proporcionar una muestra de tejido tumoral obtenida del mamifero, obtener TIL y/o linfocitos
citotéxicos a partir de la muestra de tejido tumoral y expandir el nimero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un
segundo recipiente permeable al gas que contiene medio celular en su interior utilizando células alimentadoras
alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras autdlogas irradiadas se puede llevar a cabo como se describe
en el presente documento con respecto a cualquier realizacién de la invencién. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos son linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En
algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector
viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
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la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, el método proporcionado es un método para promover la regresién del cancer en un
mamifero que comprende proporcionar una muestra de tejido tumoral obtenida del mamifero; obtener linfocitos
citotoxicos que contienen TIL de la muestra de tejido tumoral; expandir el nimero de TIL y/o linfocitos citotéxicos
en un primer recipiente permeable al gas y un segundo recipiente permeable al gas que contiene medio celular
en el mismo utilizando células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras aut6logas
irradiadas; y proporcionar el nimero expandido de TIL y/o linfocitos citotéxicos para su administracion al
mamifero. En algunas realizaciones, proporcionar una muestra de tejido tumoral obtenida del mamifero,
obtener TIL de la muestra de tejido tumoral, expandir el nimero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un recipiente
permeable al gas que contiene medio celular en su interior utilizando células alimentadoras alogénicas
irradiadas y/o células alimentadoras autblogas irradiadas, y proporcionar el nimero expandido de TIL y/o
linfocitos citotéxicos para la administraciéon al mamifero se puede llevar a cabo como se describe en el presente
documento con respecto a cualquier realizacién descrita en el presente documento. En algunas realizaciones,
el método comprende ademas seleccionar TIL y/o linfocitos citotéxicos capaces de lisar células cancerosas.
Los TIL y/o linfocitos citotdéxicos pueden seleccionarse como se describe en el presente documento con
respecto a cualquier realizacién de la invencién. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos
estan modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector
basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37,
Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO:
38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
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realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién bioldégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unidén a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha
cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de |gG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.
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En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente después de obtener
una muestra de tejido tumoral del mamifero. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente antes o después de aislar los linfocitos citotéxicos que contienen TIL de la muestra
de tejido tumoral. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente
antes o después de expandir el nUmero de TIL y/o linfocitos citotéxicos en un segundo recipiente permeable al
gas que contiene medio celular en su interior utilizando células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células
alimentadoras autélogas irradiadas. En algunas realizaciones, los TIL y/o linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente antes de proporcionar la cantidad ampliada de TIL y/o linfocitos citotdxicos para su
administracién al mamifero.

En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos no se analizan para determinar su reactividad tumoral
especifica para identificar linfocitos citotéxicos reactivos al tumor antes de proporcionar su administracién al
paciente. La reactividad tumoral especifica se puede probar mediante cualquier método conocido en la técnica,
p. ej., midiendo la liberacién de citocinas (p. ej., interferén-y) después del cocultivo con células tumorales. Los
métodos inventivos permiten ventajosamente promover la regresién del cdncer en un mamifero proporcionando
linfocitos citotoxicos para su administracion al mamifero sin la necesidad de una evaluacién previa para el
reconocimiento de un tumor especifico. Las realizaciones de los métodos pueden, si se desea, incluir la prueba
de la potencia de los linfocitos citotéxicos de una manera no especifica del antigeno antes de proporcionar los
linfocitos citotdxicos para su administracion al mamifero. En algunas realizaciones, se puede probar
opcionalmente la potencia de los linfocitos citotéxicos, p. ej., mediante un ensayo de potencia no especifico
que mide la liberacién de citocinas después de la estimulacion con OKT3. Las células T pueden considerarse
potentes si, por ejemplo, la liberacién de interferén (IFN) es mayor que aproximadamente 50 pg/mL, mayor que
aproximadamente 100 pg/mL, mayor que aproximadamente 150 pg/mL o mayor que aproximadamente 200
pg/mL. Una realizacién menos deseada del método comprende probar los linfocitos citotéxicos expandidos
para detectar reactividad tumoral especifica para identificar linfocitos citotéxicos reactivos al tumor.

Otros métodos para el cultivo de TIL y/o linfocitos citotoxicos

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas el cultivo del tejido tumoral mediante cualquier
método adecuado que facilite la obtencién de TIL y/o linfocitos citotéxicos de la muestra de tejido tumoral. En
este sentido, el cultivo del tejido tumoral puede comprender el establecimiento de multiples cultivos
independientes, p. ej., microcultivos. Por ejemplo, el cultivo del tejido tumoral puede comprender el cultivo de
fragmentos tumorales en placas, p. ej., placas de 24 pocillos. En algunas realizaciones, el tejido tumoral se
cultiva sin un recipiente permeable al gas.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas seleccionar TIL y/o linfocitos citotéxicos capaces de
lisar células cancerosas, mientras que, en otras realizaciones, el método no incluye seleccionar TIL capaces
de lisar células cancerosas. Los TIL capaces de lisar células cancerosas se pueden seleccionar identificando
los TIL que tienen cualquier rasgo adecuado asociado con la lisis de células cancerosas y/o la regresién del
cancer. Los rasgos de TIL adecuados ejemplares que pueden servir como base para seleccionar TIL pueden
incluir la liberacién de uno o mas de IFN-y tras el cocultivo con células tumorales autdlogas; la expresién en la
superficie celular de uno o mas de CD8, CD27 y CD28; y la longitud de los telémeros. Sin estar limitado a una
teoria en particular, se cree que la expresidén en la superficie celular de uno o mas de CD8, CD27 y CD28 y
longitudes de teldbmero mas largas estan asociadas con respuestas clinicas objetivas positivas en los pacientes
y la persistencia de las células in vivo. Preferiblemente, el rasgo es la liberacién de IFN-y tras el cocultivo con
células tumorales autblogas. En una realizacibn de la invencién, los TIL seleccionados liberan
aproximadamente 200 pg/mL o més de IFN-y tras el cocultivo con células tumorales.

En algunas realizaciones, la seleccién de TIL capaces de lisar células cancerosas comprende probar cultivos
individuales para detectar la presencia del rasgo e identificar TIL que poseen el rasgo. Se conocen en la técnica
métodos para analizar cultivos para detectar la presencia de uno o mas de liberacién de IFN-y tras el cocultivo
con células tumorales autdlogas; expresién en la superficie celular de uno o mas de CD8, CD27 y CD28; y
longitud de los telémeros (los telébmeros més largos se asocian con la regresién del cancer).

En algunas realizaciones, se puede seleccionar cualquier nimero de cultivos. Por ejemplo, se pueden
seleccionar uno, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas cultivos. En realizaciones en las que se seleccionan dos 0 mas
cultivos, los cultivos seleccionados pueden combinarse y el nUmero de TIL puede expandirse en uno (0 mas)
recipientes permeables al gas. En realizaciones en las que se seleccionan dos 0 més cultivos, cada cultivo
seleccionado se expande por separado en recipientes separados, incluidos recipientes permeables a los gases
cuando se emplean dichos recipientes.

En algunas realizaciones, el método puede comprender ademas expandir el nimero de TIL y/o linfocitos
citotéxicos en un cultivo identificado en un segundo recipiente permeable al gas que contiene medio celular en
su interior utilizando células alimentadoras alogénicas irradiadas y/o células alimentadoras autélogas irradiadas
como se describe en el presente documento con respecto a cualquier realizacién de la invencién. En algunas
realizaciones, los linfocitos citotéxicos que se expanden en un segundo recipiente permeable al gas son
linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se
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modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones,
los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV
scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G
PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral.
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector
viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9.
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcidn de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de
unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad
de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un
ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nUmero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina
de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el
porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo
de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3).
En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han
marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii)
comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola
con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina
de unidén a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de
unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcién bioldgica incluye el bloqueo de la interaccién de
PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de
PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién
mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9
exhibe una capacidad de secrecibn mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a
PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2)y SEQ ID
NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-
H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10
(CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que
comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena
ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada
comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir,
conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a
PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado
con una secuencia de 1gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacidn es directa. En
algunas realizaciones, la conjugacion se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
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la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacion se realiza a través de un enlazador.

Administracién de la poblacién de linfocitos citotdxicos modificados genéticamente

Una vez ampliada a un nimero adecuado, la poblacién de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente
puede administrarse, p. €j., infundirse al sujeto utilizando cualquier método y/o dispositivo adecuado conocido
en la técnica. Los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de
unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente con
un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas
realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En
algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B).
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado
en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es
un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos
se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o
los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
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cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 0 I1gG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Las composiciones de la presente divulgacion, p. ej., los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente de la
presente divulgacién pueden proporcionarse para administracién ya sea solos 0 como una composicién
farmacéutica en combinacién con diluyentes y/o con otros componentes tales como IL-2 u otras citocinas o
poblaciones celulares. Brevemente, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacidén pueden incluir
una poblacidn de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente como se describe en el presente documento,
p. €j., en relacién con cualquier realizacién descrita en el presente documento, en combinacién con uno o méas
vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéutica o fisiolégicamente aceptables. Dichas composiciones pueden
comprender tampones tales como solucién salina tamponada neutra, solucién salina tamponada con fosfato y
similares; carbohidratos tales como glucosa, manosa, sacarosa o dextranos, manitol, proteinas; polipéptidos o
aminoécidos tales como glicina; antioxidantes; agentes quelantes tales como EDTA o glutatién; adyuvantes (p.
ej., hidroxido de aluminio); y conservantes. Las composiciones de la presente invencién se formulan
preferiblemente para administracién intravenosa o inyeccidén en un sitio del tumor.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencidn pueden proporcionarse para su administraciéon de
una manera apropiada a la enfermedad que se va a tratar (o prevenir). La cantidad y frecuencia de
administracién estaran determinadas por factores como la condicién del paciente y el tipo y gravedad de su
enfermedad, aunque las dosis apropiadas podran determinarse mediante ensayos clinicos.

Cuando se indica "una cantidad eficaz antitumoral", "una cantidad eficaz inhibidora de tumores" o "cantidad
terapéutica", la cantidad precisa de las composiciones de la presente invencién a administrar puede ser
determinada por un médico teniendo en cuenta las diferencias individuales en edad, peso, tamafio del tumor,
extensién de la infeccion o metastasis y condicién del paciente (sujeto). En general, se puede afirmar que una
composicion farmacéutica que comprende los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente descritos en el
presente documento se puede administrar en una dosis de 10% a 10" células/kg de peso corporal (p. ej., 10° a
10°, 10°a 10'°, 10%a 10™, 10% a 10"%, 10%a 10", 107 a 10™, 107 @ 10'°, 108 a 10", 10% 2 10"°, 10° a 10", 0 10°
a 10" células/kg de peso corporal), incluidos todos los valores enteros dentro de esos intervalos. Las
composiciones de linfocitos citotéxicos modificados genéticamente también pueden administrarse varias veces
en estas dosis. Los linfocitos citotdxicos modificados genéticamente se pueden administrar mediante técnicas
de infusién que se conocen comlUnmente en inmunoterapia (véase, p. ej., Rosenberg et al., New Eng. J. of
Med. 319: 1676, 1988). La dosis 6ptima y el régimen de tratamiento para un paciente en particular pueden ser
facilmente determinados por un experto en el arte de la medicina monitoreando al paciente para detectar signos
de enfermedad y ajustando el tratamiento en consecuencia.

La administracién de las composiciones de la presente invencién puede llevarse a cabo de cualquier manera
conveniente, incluyendo mediante inhalacién de aerosol, inyeccion, ingestion, transfusién, implantaciéon o
trasplante. Las composiciones descritas en el presente documento pueden proporcionarse para administracion
a un paciente de forma sistémica o local (p. €j., en el sitio de un tumor). Las composiciones descritas en el
presente documento pueden proporcionarse para administracion a un paciente por via subcuténea,
intradérmica, intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, mediante inyeccién intravenosa (i.v.) o
intraperitoneal. En algunas realizaciones, las composiciones de la presente divulgacién se proporcionan para
administracién a un paciente mediante inyeccién intradérmica o subcutanea. En algunos casos, las
composiciones de la presente divulgacion se proporcionan para administracién mediante inyeccién intravenosa.
Las composiciones de la presente divulgacién pueden proporcionarse para inyeccién directamente en un tumor,
ganglio linfatico o sitio de infeccién.

En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos que contienen TIL expandidos, linfocitos citotéxicos y/o
linfocitos citotéxicos modificados genéticamente producidos por los métodos divulgados se proporcionan para
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administracién como una infusién intraarterial o intravenosa. En algunas realizaciones, la administraciéon dura
aproximadamente entre 30 y aproximadamente 60 minutos. En algunas realizaciones, las vias de
administracién incluyen intraperitoneal, intratecal e intralinfatica. En algunas realizaciones, los TIL y/o los
linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente después de obtener una muestra de tejido tumoral del
mamifero, en cualquier momento durante la expansién, pero antes de proporcionar su administracién a un
mamifero. En algunas realizaciones, los linfocitos citotoxicos son linfocitos citotéxicos modificados
genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar
y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se
modifican genéticamente utilizando un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado
en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura
11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38;
Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral
codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas
realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
comprende una porcidén de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad
de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o0 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién bioldégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unidén a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha
cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1gG4 (es decir, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
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sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir, conjugado con una secuencia de
IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 1gG2, 1IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con una secuencia de 1gG1, 1gG2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 19G1 (es decir, conjugado con una secuencia de |gG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

Métodos de linfodeplecién

En algunos ejemplos, se administra quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa al mamifero antes de
administrarle los linfocitos citotéxicos expandidos obtenidos de los linfocitos infiltrantes del tumor. El objetivo de
la linfodeplecién es hacer espacio para los linfocitos infundidos, en particular eliminando las células T
reguladoras y otras células T no especificas que compiten por las citocinas homeostéticas. La quimioterapia de
linfodeplecién no mieloablativa puede ser cualquier terapia adecuada, que puede administrarse por cualquier
via adecuada conocida por una persona experta. La quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa puede
comprender, por ejemplo, la administracién de ciclofosfamida y fludarabina, particularmente si el cancer es
melanoma, que puede ser metastasico. En algunas realizaciones, la via de administracién de ciclofosfamida y
fludarabina es intravenosa. Asimismo, se puede administrar cualquier dosis adecuada de ciclofosfamida y
fludarabina. Preferiblemente, se administran alrededor de 40-80 mg/kg, tal como alrededor de 60 mg/kg de
ciclofosfamida durante aproximadamente dos dias, después de lo cual se administran alrededor de 15-35
mg/m?, tal como alrededor de 25 mg/m? de fludarabina durante unos cinco dias, especialmente si el cancer es
melanoma.

En algunos ejemplos, se administra quimioterapia de linfodeplecién no mieloablativa al mamifero antes de
administrarle los linfocitos citotéxicos que estdn modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En
algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector
viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de

91



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3 000 676 T3

unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o un fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Terapias combinadas

Una terapia adecuada puede incluir la exposicién de un sujeto a una o méas medidas de linfodeplecién antes
de la administracidén de los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente de la presente divulgacién. Las
medidas de linfodeplecién pueden tomar la forma de quimioterapia o radioterapia. Las medidas de
quimioterapia adecuadas pueden incluir, p. ej., tratamiento con ciclofosfamida y/o fludarabina.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, las células se expandieron utilizando los métodos
descritos en el presente documento, p. ej., en relacién con cualquier realizacién descrita en el presente
documento u otros métodos conocidos en la técnica donde los linfocitos se expanden a niveles terapéuticos,
se proporcionan para la administraciéon a un paciente junto con (p. €j., antes, simultdneamente o después) de
cualquier numero de modalidades de tratamiento relevantes, incluyendo, pero no se limitan a, el tratamiento
con agentes tales como terapia antiviral, cidofovir e interleucina-2, citarabina (también conocida como ARA-C)
o tratamiento con natalizumab para pacientes con MS o tratamiento con efalizumab para pacientes con
psoriasis u otros tratamientos para pacientes con PMI. En otras realizaciones, los linfocitos citotoxicos
modificados genéticamente de la invenciéon se pueden usar en combinacién con quimioterapia, radiacion,
agentes inmunosupresores, tales como ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK5086,
anticuerpos u otros agentes inmunoablativos tales como CAMPATH, anticuerpos anti-CD3 u otras terapias con
anticuerpos, citoxina, fludaribina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido micofendélico, esteroides, FR901228,
citocinas e irradiacion. Estos farmacos inhiben la fosfatasa dependiente de calcio calcineurina (ciclosporina y
FK506) o inhiben la quinasa p70S6 que es importante para la sefializacién inducida por el factor de crecimiento
(rapamicina) (Liu et al., Cell 66:807-815, 1991; Henderson et al., Immun. 73: 316-321, 1991; Bierer et al., Curr.
Opin. Immun. 5: 763-773, 1 993). En una realizacién adicional, las composiciones celulares de la presente
divulgacidén se proporcionan para administracién a un paciente junto con (p. ej., antes, simultdneamente o
después) del trasplante de médula ésea, terapia ablativa de células T utilizando agentes de quimioterapia como
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fludarabina, radioterapia de haz externo (XRT), ciclofosfamida o anticuerpos como OKT3 o CAMPATH. En otra
realizacién, las composiciones celulares de la presente divulgacién se proporcionan para administracién
después de una terapia ablativa de células B, como agentes que reaccionan con CD20, p. ej., Rituxan. Por
ejemplo, los sujetos pueden someterse a un tratamiento estandar con quimioterapia de dosis alta seguida de
un trasplante de células madre de sangre periférica. Después del trasplante, los sujetos pueden recibir una
infusién de los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente expandidos de la presente divulgaciéon. En una
realizacién adicional, se proporcionan células expandidas para su administracién antes o después de la cirugia.

Las células expandidas proporcionadas para administracién antes o después de la cirugia estdn modificadas
genéticamente. Los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de
unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente con
un vector viral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas
realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En
algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B).
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector basado en gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector basado en lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado
en pLEV que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es
un vector viral basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos
se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o
los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1.
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
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L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o 1IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunas realizaciones, se proporcionan linfocitos citotéxicos modificados genéticamente para su
administraciéon simultaneamente con un farmaco o terapia estadndar contra el cancer. Existen numerosos
medicamentos y terapias contra el cancer disponibles para combinar con los métodos y composiciones
actuales. La siguiente es una lista no exhaustiva de medicamentos contra el cancer (antineoplasicos) que
pueden usarse junto con la irradiaciéon: Acivicina, Aclarrubicina; Clorhidrato de acodazol; AcrQnina;
Adozelesina; Aldesleucina; Altretamina; Ambomicina; Acetato de ametantrona; Aminoglutetimida; Amsacrina;
Anastrozol; Antramicina; Asparaginasa; Asperlina; Azacitidina; Azetepa; Azotomicina; Batimastat, Benzodepa;
Bicalutamida; Clorhidrato de Bisantreno; Dimesilato de Bisnafida; Bizelesina; Sulfato de Bleomicina; Brequinar
Sodico; Bropirimina; Busulfano; Cactinomicina; Calusterona; Caracemida; Carbetimero; Carboplatino;
Carmustina; Clorhidrato de Carubicina; Carzelesina, Cedefingol; Clorambucilo; Cirolemicina; Cisplatino;
Cladribina; Mesilato de Crisnatol; Ciclofosfamida; Citarabina; Dacarbazina; Dactinomicina; Clorhidrato de
Daunorrubicina; Decitabina; Dexormaplatino; Dezaguanina; Mesilato de Dezaguanina; Diaziquona; Docetaxel,
Doxorrubicina; Clorhidrato de Doxorrubicina; Droloxifeno; Citrato de Droloxifeno; Propionato de
Dromostanolona; Duazomicina; Edatrexato; Clorhidrato de Eflomitina; Elsamitrucina; Enloplatino; Enpromato;
Epipropidina; Clorhidrato de Epirrubicina; Erbulozol; Clorhidrato de Esorrubicina; Estramustina; Fosfato Sédico
de Estramustina; Etanidazol; Aceite Etiodizado 1131; Etopésido; Fosfato de Etopésido; Etoprina; Clorhidrato de
Fadrozol; Fazarabina; Fenretinida; Floxuridina; Fosfato de Fludarabina; Fluorouracilo; Flurocitabina;
Fosquidona; Fostriecina Sédica; Gemcitabina; Clorhidrato de Gemcitabina; Oro Au 198; Hidroxiurea;
Clorhidrato de Idarrubicina; Ifosfamida; limofosina; Iproplatino; Clorhidrato de lIrinotecano; Acetato de
Lanreotida; Letrozol; Acetato de Leuprolida; Clorhidrato de Liarozol; Lometrexol Sédico; Lomustina; Clorhidrato
de Losoxantrona; Masoprocol, Maytansina; Clorhidrato de Mecloretamina; Acetato de Megestrol; Acetato de
Melengestrol; Melfalan; Menogaril;, Mercaptopurina; Metotrexato; Metotrexato Sédico; Metoprina; Meturedepa,;
Mitindomida; Mitocarcina; Mitocromina; Mitogilina; Mitomalcina; Mitomicina; Mitosper; Mitotano; Clorhidrato de
Mitoxantrona; Acido Micofendlico; Nocodazol; Nogalamicina; Ormaplatino; Oxisurano; Paclitaxel;
Pegaspargasa; Peliomicina; Pentamustina; Sulfato de Peplomicina; Perfosfamida; Pipobromano; Piposulfano;
Clorhidrato de Piroxantrona; Plicamicina; Plomestano; Porfimero Sédico; Porfiromicina; Prednimustina;
Clorhidrato de Procarbazina; Puromicina; Clorhidrato de Puromicina; Pirazofurina;, Riboprina; Rogletimida;
Safingol; Clorhidrato de Safingol; Semustina; Simtrazeno; Esparfosato Sédico; Esparsomicina; Clorhidrato de
Espirogermanio; Espiromustina; Espiroplatino; Estreptonigrina; Estreptozocina; Cloruro de Estroncio Sr 89;
Sulofenur; Talisomicina; Taxano; Taxoide; Tecogalano Sédico; Tegafur; Clorhidrato de Teloxantrona;
Temoporfina; Tenipdsido; Teroxirona; Testolactona; Tiamiprina; Tioguanina; Tiotepa; Tiazofurina; Tirapazamina;
Clorhidrato de Topotecano; Citrato de Toremifeno; Acetato de Trestolona; Fosfato de Triciribina; Trimetrexato;
Glucuronato de Trimetrexato; Triptorelina; Clorhidrato de Tubulozol; Mostaza de Uracilo; Uredepa; Vapredtido;
Verteporfina, Sulfato de Vinblastina; Sulfato de Vincristina; Vindesina; Sulfato de Vindesina; Sulfato de
Vinepidina; Sulfato de Vinglicinato; Sulfato de Vinleurosina; Tartrato de Vinorelbina; Sulfato de Vinrosidina;
Sulfato de Vinzolidina; Vorozol; Zeniplatino; Zinostatina; Clorhidrato de Zorrubicina.

Sujetos aptos para el tratamiento

Los sujetos adecuados para el tratamiento con los métodos y composiciones divulgados incluyen, pero no se
limitan a, aquellos que tienen (p. ej., diagnosticado con) o en riesgo de tener cancer y/o una infeccién viral
crbnica. Los tipos de céncer que pueden ser susceptibles de tratamiento a través de los métodos y
composiciones divulgados en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, melanoma metastasico,
linfoma, leucemia y tumores sélidos de origen pancreatico o cerebral. Los tipos de infeccién viral crénica que
pueden ser susceptibles de tratamiento a través de los métodos y composiciones divulgados en el presente
documento incluyen, pero no se limitan a, enfermedades linfoproliferativas postrasplante (PTLD) asociadas con
la infeccién por el virus de Epstein-Barr (EBV), el virus del papiloma humano (HPV), el citomegalovirus y la
infeccién por adenovirus. Los sujetos infectados con los virus de la hepatitis C y B también pueden ser
susceptibles de tratamiento a través de los métodos y composiciones divulgados en el presente documento.
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Los cénceres que se pueden tratar incluyen tumores que no estan vascularizados o que aln no estan
sustancialmente vascularizados, asi como tumores vascularizados. Los canceres pueden comprender tumores
no sélidos (tal como tumores hematolégicos, por ejemplo, leucemias y linfomas) o pueden comprender tumores
sélidos. Los tipos de canceres que se trataran con los métodos y composiciones de la presente divulgacién
incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, blastoma y sarcoma, y ciertas leucemias o neoplasias malignas
linfoides, tumores benignos y malignos y neoplasias malignas p. €j., sarcomas, carcinomas y melanomas.
También se incluyen tumores/canceres en adultos y tumores/canceres pediatricos.

Los canceres hematoldgicos son céanceres de la sangre o de la médula ésea. Los ejemplos de cénceres
hematoldgicos (o hematégenos) incluyen leucemias, incluidas leucemias agudas (como leucemia linfocitica
aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia mielégena aguda y mieloblastica, promielocitica,
mielomonocitica, monocitica y eritroleucemia), leucemias crénicas (tal como leucemia mielocitica crénica
(granulocitica), leucemia mielégena crénica y leucemia linfocitica crénica), policitemia vera, linfoma,
enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (formas indolentes y de alto grado), mieloma mdltiple,
macroglobulinemia de Waldenstrém, enfermedad de la cadena pesada, sindrome mielodisplasico, leucemia de
células pilosas y mielodisplasia.

Los tumores sélidos son masas anormales de tejido que generalmente no contienen quistes ni areas liquidas.
Los tumores sélidos pueden ser benignos o malignos. Los diferentes tipos de tumores sélidos reciben su
nombre segun el tipo de células que los forman (tal como sarcomas, carcinomas y linfomas). Los ejemplos de
tumores sélidos, tal como sarcomas y carcinomas, incluyen fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma,
condrosarcoma, osteosarcoma y otros sarcomas, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma,
rabdomiosarcoma, carcinoma de colon, neoplasia linfoide, cancer de pancreas, cancer de mama, canceres de
pulmén, cancer de ovario, cancer de prbstata, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células escamosas,
carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma medular de
tiroides, carcinoma papilar de tiroides, feocromocitomas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar,
adenocarcinomas papilares, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales,
hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, tumor de Wilms, cancer de cuello uterino, tumor
testicular, seminoma, carcinoma de vejiga, melanoma y tumores del SNC (tal como un glioma (tal como glioma
del tronco encefélico y gliomas mixtos), glioblastoma (también conocido como glioblastoma multiforme),
astrocitoma, linfoma del SNC, germinoma, meduloblastoma, craneofaringioma Schwannoma, ependimoma,
pineaioma, hemangioblastoma, neuroma acuUstico, oligodendroglioma, menangioma, neuroblastoma,
retinoblastoma y metastasis cerebrales.

Los métodos divulgados en el presente documento pueden promover la regresién del cancer. Promover la
regresion del cancer en un mamifero puede incluir el tratamiento o la prevenciéon del cancer en el mamifero.
Los términos "tratar”, "prevenir" y "regresién", asi como las palabras derivadas de los mismos, tal como se
utilizan en el presente documento, no implican necesariamente una regresion del 100 % o completa. Mas bien,
existen diversos grados de tratamiento, prevencion y regresién que una persona con conocimientos ordinarios
en la materia reconoce como poseedores de un beneficio o efecto terapéutico potencial. A este respecto, los
métodos divulgados en el presente documento pueden proporcionar cualquier cantidad de cualquier nivel de
tratamiento, prevencidén o regresién del cdncer en un mamifero. Ademas, el tratamiento, la prevencién o la
regresion proporcionados por el método de la invencién pueden incluir el tratamiento, la prevencién o la
regresion de una o mas afecciones o sintomas de la enfermedad, p. ej., cdncer. Ademas, para los fines del
presente documento, "tratamiento”, "prevencién”" y "regresién" pueden abarcar retrasar la aparicién de la
enfermedad, o de un sintoma o condicién de la misma.

En algunas realizaciones, se proporcionan linfocitos citotéxicos para su administracion como parte del régimen
de tratamiento. En algunas realizaciones, se proporciona una proteina de unién a PD-L1 para su administracién
como parte del régimen de tratamiento. En algunas realizaciones, se proporcionan linfocitos citotéxicos en
combinacién con una proteina de unién a PD-L1 para su administracién como parte del régimen de tratamiento.
En algunas realizaciones, se proporcionan linfocitos citotéxicos modificados genéticamente para su
administracién como parte del régimen de tratamiento. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos son
linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones,
los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En algunas realizaciones,
el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G PDLV
scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral es pLV4301G
PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector viral es un
vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en gammaretroviral.
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas realizaciones, el vector
viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus que codifica 19H9.
En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que codifica 19H9. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican genéticamente para
expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican
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genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones,
la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcidn de unién a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina
38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el
melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de
unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad
de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un
ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una
etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nUmero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina
de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el
porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacidén con un anticuerpo
de control 0 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3).
En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de
fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han
marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii)
comparando la MFI obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola
con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina
de unidén a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de
unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1
exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de la interaccién de
PD-1y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcién biolégica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de
PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién
mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9
exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1.

En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende
una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha
cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unién a
PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en
donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2)y SEQ ID
NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-
H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera
comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento
se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10
(CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que
comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).

En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 19G3 o IgG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG 1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, IgG3 o IgG4 (es decir, conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir, conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

Métodos para producir linfocitos citotéxicos modificados genéticamente para expresar y secretar una proteina
de unién al ligando 1 de muerte programada soluble 1 (PD-L1)
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Los métodos para producir linfocitos citotéxicos modificados genéticamente de acuerdo con la presente
divulgacién pueden incluir una o mas de las etapas de aislamiento, modificacién genética y expansién descritas
anteriormente.

Los linfocitos genéticamente citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de
unién a PD-L1. En algunas realizaciones, los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente elaborados de
acuerdo con la presente invencién se han modificado genéticamente utilizando un vector viral. En algunas
realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral es
pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37, Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el vector
viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los linfocitos citotoxicos modificados
genéticamente se modifican genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los
linfocitos citotéxicos modificados genéticamente se modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1.
En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y
secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende
una porcién de unidén a antigeno. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién
a PD-L1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En
algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o0 aumentada en el melanoma
en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i)
determinando el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo
utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii)
comparando el numero de células positivas para PD-L1 obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un
anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde un aumento en el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un
aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la
capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la intensidad de fluorescencia media (MFI) de células
positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo que se han marcado con una proteina de unién a PD-
L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente y (ii) comparando la MF| obtenida con la proteina
de unidén a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de
la poblacién celular total por citometria de flujo con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un
anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del
Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una funcién biol6gica mayor o
aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe
una funcidén biolégica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la funcién biolégica incluye el bloqueo de la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la funcidn bioldgica incluye la inhibicién de la via de sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células
Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la proteina 19H9 exhibe una capacidad de
secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una
cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena pesada comprende
la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina de unidén a PD-L1 es un anticuerpo o
fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera
comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha
cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8
(CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo
que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID
NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente documento se divulga que la
proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una
cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO:
11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR que comprenden la SEQ ID
NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina
de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada,
en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO:
5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unidén a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende ademas una secuencia de IgG1, 1gG2, 1gG3 o 19G4 (es decir,, conjugado con una secuencia
de 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de 1gG1 (es decir., conjugado con una secuencia de
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IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones,
la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es
un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende
ademas una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o 1gG4 (es decir., conjugado con una secuencia de 1gG1, 19G2,
IgG3 0 IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir., conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO:
20. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa. En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a
través de un enlazador.

Kits

La presente divulgacién también proporciona kits que incluyen una o mas composiciones de la presente
divulgacion, p. ej., seleccionadas de: (i) una proteina de unién a PD-L1 de acuerdo con la presente divulgacién
(p. ej., scFV, maxicuerpo y similares), p. ej., en relacién con cualquier realizacién descrita en el presente
documento, (ii) uno o mas é&cidos nucleicos (p. €j., vectores) que incluyen una o mas secuencias de nucleétidos
que codifican una proteina de unién a PD-L1 de acuerdo con la presente divulgacién, p. ej., en relacién con
cualquier realizacién descrita en el presente documento, y (iii) una 0 méas células genéticamente modificadas
(p- €j., un linfocito citotéxico) (p. ej., en una composicién que incluye uno 0 mas excipientes farmacéuticamente
aceptables) de acuerdo con la presente divulgacién, p. €j., en relaciéon con cualquier realizacién descrita en el
presente documento. Se pueden incluir linfocitos citotéxicos en el kit. Es posible que se incluya en el kit una
proteina de unién a PD-L1. En algunas realizaciones, se incluyen en el kit linfocitos citotéxicos en combinacién
con una proteina de unién a PD-L1. Es posible que en el kit haya linfocitos citotéxicos modificados
genéticamente. Los linfocitos citotéxicos pueden ser linfocitos citotéxicos modificados genéticamente. Los
linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En
algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotéxicos se modifican genéticamente con un vector viral. En
algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en lentivirus. En algunas realizaciones, el vector viral
es pLV4301G PDLV scFV 38A1 (SEQ ID NO: 37; Figura 11A, Figura 16A). En algunas realizaciones, el vector
viral es pLV4301G PDLV scFV 19H9 (SEQ ID NO: 38; Figura 11B, Figura 16B). En algunas realizaciones, el
vector viral es un vector viral basado en pLEV. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
gammaretroviral. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en pMSCIV. En algunas
realizaciones, el vector viral codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector basado en
lentivirus que codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral basado en pLEV que
codifica 19H9. En algunas realizaciones, el vector viral codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral
es un vector basado en lentivirus que codifica 38A1. En algunas realizaciones, el vector viral es un vector viral
basado en pLEV que codifica 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotoxicos se modifican
genéticamente para expresar y secretar 19H9. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos citotdxicos se
modifican genéticamente para expresar y secretar 38A1. En algunas realizaciones, los TIL y/o los linfocitos
citotéxicos se modifican genéticamente para expresar y secretar una proteina de unién a PD-L1. En algunas
realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 comprende una porcién de unién a antigeno. En algunas
realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en células Jurkat en
comparacion con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad de unién
mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1
exhibe una capacidad de unién mayor o aumentada en el melanoma en comparacién con 19H9. En algunas
realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando el porcentaje de células positivas
para PD-L1 detectadas en un ensayo de citometria de flujo utilizando una proteina de unién a PD-L1 marcada
con o detectable por una etiqueta fluorescente, y (ii) comparando el nimero de células positivas para PD-L1
obtenidas con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o comparandolas con 19H9, en donde
un aumento en el porcentaje de células positivas para PD-L1 detectadas por citometria de flujo en comparacién
con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo
del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la capacidad de unién aumentada se mide (i) determinando la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de células positivas para PD-L1 en un ensayo de citometria de flujo
que se han marcado con una proteina de unién a PD-L1 marcada con o detectable por una etiqueta fluorescente
y (ii) comparando la MFI| obtenida con la proteina de unién a PD-L1 con un anticuerpo de control o
comparandola con 19H9, en donde un aumento en la MFI de la poblacién celular total por citometria de flujo
con la proteina de unién a PD-L1 en comparacién con un anticuerpo de control o 19H9 indica un aumento en
la capacidad de unién (véase, por ejemplo, el ensayo del Ejemplo 3). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 exhibe una funcién bioldgica mayor o aumentada en las células Jurkat en comparacién con
19H9. En algunas realizaciones, la proteina 38A1 exhibe una funcién biolégica mayor o aumentada en las
células Jurkat en comparacién con 19H9. En algunas realizaciones, la funcidn bioldgica incluye el bloqueo de
la interaccion de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la funcidn biolégica incluye la inhibicién de la via de
sefializacién de PD-1 y PD-L1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 exhibe una capacidad
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de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con 38A1. En algunas realizaciones, la
proteina 19H9 exhibe una capacidad de secrecién mayor o aumentada en células Jurkat en comparacién con
38A1. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO:
1y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En el presente documento se divulga que la proteina
de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ ID NO: 2 (CDR-L1), SEQ ID NO: 3 (CDR-
L2) y SEQ ID NO: 4 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende CDR de la SEQ ID NO: 6 (CDR-H1), SEQ
ID NO: 7 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 8 (CDR-H3). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un
anticuerpo o fragmento del mismo que comprende una cadena pesada y una cadena ligera, en donde dicha
cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9y dicha cadena pesada comprende la SEQ ID NO: 13. En el presente
documento se divulga que la proteina de unién a PD-L1 es un anticuerpo o fragmento del mismo que
comprende una cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende CDR de la SEQ
ID NO: 10 (CDR-L1), SEQ ID NO: 11 (CDR-L2) y SEQ ID NO: 12 (CDR-L3) y dicha cadena pesada comprende
CDR que comprenden la SEQ ID NO: 14 (CDR-H1), SEQ ID NO: 15 (CDR-H2) y SEQ ID NO: 16 (CDR-H3).
En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una
cadena ligera y una cadena pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 1 y dicha cadena
pesada comprende la SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 17. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-
L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1, 19G2, IgG3 0 I1gG4 (es
decir, conjugado con una secuencia de 19G1, 1gG2, 19G3 o 1gG4). En algunas realizaciones, la proteina de
unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de IgG1 (es decir,
conjugado con una secuencia de IgG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de
cadena sencilla (scFv) que comprende la SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la conjugacion es directa.
En algunas realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador. En algunas realizaciones, la
proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que comprende una cadena ligera y una cadena
pesada, en donde dicha cadena ligera comprende la SEQ ID NO: 9 y dicha cadena pesada comprende la SEQ
ID NO: 13. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv) que
comprende la SEQ ID NO: 19. En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena
sencilla (scFv) que comprende ademés una secuencia de 1gG1, 19G2, 19G3 o IgG4 (es decir., conjugado con
una secuencia de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv
de cadena sencilla (scFv) que comprende ademas una secuencia de 1gG1 (es decir., conjugado con una
secuencia de |gG1). En algunas realizaciones, la proteina de unién a PD-L1 es un Fv de cadena sencilla (scFv)
que comprende la SEQ ID NO: 20. En algunas realizaciones, la conjugacién es directa. En algunas
realizaciones, la conjugacién se realiza a través de un enlazador.

En algunos casos, un kit de acuerdo con la presente invencién incluye material didactico adecuado, p. €j., para
practicar métodos como los descritos en el presente documento, p. ej., en relacién con cualquier realizacién
descrita en el presente documento.

Ejemplos

Como se puede apreciar a partir de la divulgacién proporcionada anteriormente, la presente divulgacién tiene
una amplia variedad de aplicaciones. En consecuencia, los siguientes ejemplos se presentan con el fin de
proporcionar a los expertos en la materia una descripcién y divulgacion completa de cdmo realizar y utilizar la
presente invencion, y no pretenden limitar el alcance de lo que los inventores consideran su invencién ni
pretenden representar que los experimentos a continuaciéon son todos o los Unicos experimentos realizados.
Los expertos en la materia reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que podrian
cambiarse o modificarse para producir resultados esencialmente similares. Se han realizado esfuerzos para
garantizar la precisién con respecto a los nimeros utilizados (p. ej., cantidades, temperatura, etc.) pero deben
tenerse en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales. A menos que se indique lo contrario, las
partes son partes en peso, el peso molecular es el peso molecular promedio en peso, la temperatura esta en
grados Celsius y la presién es igual o cercana a la atmosférica. Se pueden utilizar abreviaturas estandar, p. ¢j.,
pb, par(es) de base(s); kb, kilobase(s); pl, picolitro(s); s 0 sec, segundo(s); min, minuto(s); h o hr, hora(s); aa,
aminodacido(s); nt, nucleétido(s); y similares.

Ejemplo 1: Proteinas de unién a PD-L1 con una porcién de unién al antigeno

Se generaron anticuerpos recombinantes especificos para PD-L1 (scFV anti-PD-L1 fusionado al dominio Fc
humano de IgG humana). Utilizando una biblioteca de presentacién de fagos scFV (Viva Biotechnologies), se
aislaron varios scFV especificos para PD-L1. Dos scFV se unieron a PD-L1 nativo y se denominaron 38A1y
19H9. 38A1-scFV, 19H9-scFV y FMC683-scFV (control negativo de scFV anti-CD19) se fusionaron al dominio
Fc de la IgG1 humana (38A1-scFV-Fc, 19H9-scFV-Fc y FMC63-scFV-Fc). Estos se construyeron en plasmidos
lentivirales y retrovirales utilizando la recombinacién del fago lambda multisitio "Gateway" (p. ej., véase la Figura
1). Cada secuencia de scFV fue flanqueada por los sitios de recombinacién attL1 y attR5, sintetizados por
Geneart (Life Technologies) y subclonados en pMK. La secuencia de IgG1 Fc fue flanqueada por los sitios de
recombinacién attL5 y attL2, sintetizados por Geneart (Life Technologies) y subclonados en pMK. Cada scFV
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se recombiné con IgG1-Fc en un plasmido lentiviral (pLVU3pIRESeGFP; Figura 2) o un plasmido retroviral
(PMSCVIRESeGFP; Figura 3). Las construcciones recombinadas consisten en una fusién del scFV (38A1,
19H9 o FMC63) fusionado a IgG1-Fc a través de un sitio de recombinacién attB5.

Para determinar la afinidad de los maxicuerpos 38A1-scFV-Fc (SEQ ID NO: 17) y 19H9-scFV-Fc (SEQ ID NO:
19) para PD-L1 (utilizando 12D10-scFV-Fc, un reactivo especifico de proteina asociada a microtubulos, como
control negativo), se realizé un "ELISA basado en células" utilizando 293-PD-L1. Se observé que la afinidad de
38A1-scFV-Fc (EC50 = 0.1248) era 3.2 veces mayor que la de 19H9-scFV-Fc (EC50 = 0.4039; Figura 5).

Las células T Jurkat fueron transducidas con lentivirus que codificaban 38A1-scFV-Fc, 19H9-scFV-Fc o FMC63-
scFV-Fc. Se cocultivaron 293-PD-L1 en una proporcién de 1:1 durante 16 horas con células T Jurkat que
secretaban de manera estable 38A1-scFV-Fc, 19H9-scFV-Fc 0 FMC683-scFV-Fc. Descubrimos que 38A1-scFV-
Fec, 19H9-scFV-Fc pero no FMCE83-scFV-Fc se unieron a 293-PD-L1. En comparacién con 19H9-scFV-Fc,
observamos una unién mejorada superior a 1.5 veces de 38A1-scFV-Fc a 293-PD-L1 (Figura 5). Este resultado
fue consistente con una mayor afinidad de 38A1-scFV-Fc en comparacién con 19H9-scFV-Fc¢ para PD-L1.

Las lineas TIL M1034 y M1015 fueron transducidas con lentivirus que codificaban 38A1-scFV-Fc, 19H9-scFV-
Fc o FMC63-scFV-Fc. Después de clasificar para el correportero eGFP y expandir in vitro, se recolectaron
sobrenadantes de TIL que secretaban FMC63-scFV-Fc y 38A1-scFV-Fc, se concentraron diez veces y se
usaron para tefiir 293-PD-L1. En comparaciéon con el maxicuerpo de control negativo (FMC63-scFV-Fc),
observamos un aumento de més de 50 veces en la unién de 38A1-scFV-Fc a 293-PD-L1 (Figura 6).

A continuaciéon, se evalué la capacidad de 38A1-scFV-Fc y 19H9-scFV-Fc para liberar la inhibicién de la
actividad de las células T bloqueada por PD-L1. Para ello, se afladieron 12D10-scFV-Fc (control negativo
especifico de proteina asociada a microtibulos), 19H9-scFV-Fc y 38A1-scFV-Fc a un cocultivo de células T
Jurkat que producen luciferasa de luciérnaga cuando se activan y células CHO disefiadas para activar las
células T, pero también inhibir dicha activacién a través de la sobreexpresién de PD-L1 como se describid
anteriormente. La adicién de 38A1-scFV-Fc y 19H9-scFV-Fc, pero no de 12D10-scFV-Fc al co-cultivo de
Jurkat/CHO condujo a una mayor actividad bioluminiscente. En ambos casos, la “desinhibicién” de PD-L1
dependié de la dosis. La capacidad de 38A1-scFV-Fc para inducir actividad bioluminiscente fue 3.6 veces
mayor que la de 19H9-scFV-Fc, lo que coincide con la diferencia de 3.2 veces observada en la afinidad por PD-
L1 (Figura 7).

Ejemplo 2: Produccidn de TIL que expresan el scFv PD-L1
Produccién viral
Etapas del método:

1) Sembrar 5 X 108 células Phoenix en una placa de cultivo de tejido de 10 mm que contiene 5 mL de medio
de cultivo celular

2) Transfectar las células con 10 pg de pLEV (vector lentiviral) que contiene scFV anti-PD-1y 6 ug de pvVSV-G
usando lipofectamina.

3) Después de 60 horas, recoger el sobrenadante vy filtrar con un filtro 70 pM en un tubo de 15 mL.
Transduccion de células T
Etapas del método:

1) Activar 1 X 108 TIL con anti-CD3 a concentracién de 300 ng/mL en 2 mL de medio de cultivo TIL en placa de
12 pocillos.

2) Después de 48 horas, dividir los TIL en dos pocillos y agregar 1 mL de sobrenadante (de la etapa 3 de la
produccién viral) en cada pocillo junto con polibreno a una concentracién de 8 pg/mL.

3) Centrifugar las células durante 30 minutos a 800 X ga 32 C.

4) Retirar el medio que contiene el virus y resuspender el sedimento celular con 2 mL de medio de cultivo
completo fresco e incubar las células durante 24 horas.

5) Propagar las células utilizando el protocolo de expansién rapida (REP).
Ejemplo 3: Caracterizaciéon de 19H9 y 38A1
19H9 exhibe mayor capacidad de secrecién

Meta: Comparar la capacidad de secrecion de las células Jurkat que sobreexpresan el clon de ScFV anti-PD-
L1 19H9 frente a 38A1.
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En general, 19H9 muestra una mayor capacidad de secreciéon. En este trabajo se proporciona una comparacién
de la capacidad de secrecién de las células Jurkat que sobreexpresan el clon ScFV anti-PD-L1 19H9 frente al
38A1 en la Figura 12. El sobrenadante de las células Jurkat que sobreexpresan el clon ScFV anti-PD-L1 19H9
y 38A1 se recolectd y se concentrd para el ensayo ELISA de 1gG para determinar la concentracién de ScFV
anti-PD-L1. Se encontré que el clon de las células Jurkat 19H9 tenia mayor capacidad de secrecién en
comparacién con 38A1 (9.82 frente a 6.75 pg/células).

38A1 exhibe mayor capacidad de unién en células Jurkat que sobreexpresan PD-L1
Meta: Examinar la afinidad de unién del clon ScFV anti-PD-L1 19H9 y 38A1 utilizando células EL4 PD-L1.

En general, 38A1 exhibe una mayor capacidad de unién en las células Jurkat que sobreexpresan PD-L1. Se
examind la afinidad de unién del clon ScFV anti-PD-L1 19H9 y 38A1 utilizando células EL4 PD-L1 (Figura 13).
Las EL4 PD-L1 se incubaron con el clon ScFV anti-PD-L1 19H9 o 38A1 a concentraciones de 1, 3, 10, 30, 100
y 300 ng/mL, y se tifieron con Amcyan y FITC antihumano de cabra. Las células se lavaron con tampdn FAC y
se analizaron mediante citometria de flujo. El clon 38A1 exhibié una mayor capacidad de unién en las células
Jurkat que sobreexpresaban PD-L1 tanto en el porcentaje de células positivas para PD-L1 (Figura 13A) y la
media de intensidad de fluorescencia (MFI) (Figura 13B).

38A1 exhibe mayor capacidad de unién en células tumorales de melanoma
Meta: Para validar la unién de ScFV anti-PD-L1 en células tumorales.

En general, 38A1 exhibe una mayor capacidad de unién en las células tumorales de melanoma. En este trabajo
se proporciona una comparacién de la afinidad de unién del clon ScFV anti-PD-L1 19H9 y 38A1 utilizando
células EL4 PD-L1 en la Figura 14. Las EL4 PD-L1 se incubaron con el clon ScFV anti-PD-L1 19H9 o 38A1 a
concentraciones de 1, 3, 10, 30, 100 y 300 ng/mL, y se tileron con Amcyan y FITC antihumano de cabra. Las
células se lavaron con tampén FAC y se analizaron mediante citometria de flujo. El clon 38A1 exhibié una
mayor capacidad de unién en las células Jurkat que sobreexpresaban PD-L1 tanto en el porcentaje de células
positivas para PD-L1 (Figura 14A) como en la media de intensidad de fluorescencia (MFI) (Figura 14B). Para
validar la unién de ScFV anti-PD-L1 en células tumorales, se trataron tres células tumorales de melanoma con
IFN-gamma (100 ng/mL) para mejorar la expresién de PD-L1. Después de tres dias, las células se recolectaron
con tampdn de disociacion celular, se incubaron con el clon ScFV anti-PD-L1 19H9 o 38A1 a una concentracién
de 100 ng/mL y se tifleron con FITC antihumano de cabra. Las células se lavaron con tampdn FAC y se
analizaron mediante citometria de flujo. Descubrimos que el clon 38A1 exhibié una mayor afinidad de unién
tanto en el porcentaje de células positivas para PD-L1 como en MFI. En general, el clon 38A1 tiene una mayor
afinidad de unién, pero una capacidad de secrecion ligeramente menor en comparacidn con el clon 19H9.

38A1 exhibe una mayor funcién bioldgica
Meta: Para caracterizar mas a fondo la funcién bioldgica de dos clones de ScFV anti-PD-L1 (19H9 y 38A1).

En general, 38A1 exhibe una mayor funcién biolégica que 19H9. Para determinar més a fondo la funcién
biolégica de dos clones de ScFV anti-PD-L1 (19H9 y 38A1), se realizé un ensayo de bloqueo de PD-L1, que
se puede utilizar para determinar la potencia del anticuerpo anti-PD-1 o PD-L1 que bloquea la interaccién de
PD-1y PD-L1 (Figura 15). El ensayo consta de dos lineas celulares modificadas genéticamente: célula efectora
PD-1 (células T Jurkat que expresan de forma estable PD-1 humana y luciferasa inducida por NFAT) y células
PD-L1 aAPC/CHO-K1 que expresan de forma estable PD-L1 humana con una proteina de superficie celular
que activa TCR afines. Cuando se cocultivaron dos tipos de células, la interaccién de PD-1 y PD-L1 inhibié la
seflalizacién de TCR y disminuyé la actividad de la luciferasa. La adicién de un anticuerpo bloqueador anti-PD-
1 o PD-L1 ayudé a liberar la sefial inhibidora, lo que resulté en una mejor sefializacion de TCR vy actividad de
luciferasa mediada por NFAT. Se encontrd que la sefial de luciferasa (RLU) era mayor cuando se bloqueaba
con anti-PD-L1 en comparacién con anti-PD-1, lo que sugiere que bloquear PD-L1 parecia ser mas efectivo
que PD-1 en este contexto (Figura 15A). Como era de esperar, el clon de ScFV anti-PD-L1 38A1, que
previamente habia demostrado tener una mayor afinidad de unién, proporcioné una mayor funcién bioldgica
debido al gran aumento de la sefial de luciferasa tanto en configuraciones de ScFV purificado (P) como no
purificado (NP) (Figura 15B).
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REIVINDICACIONES

1. Una poblacién de linfocitos citotoxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto, en donde la
poblacién de linfocitos citotoxicos es una poblacién de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) y obtenible a partir
de un método que comprende:

modificar genéticamente un linfocito citotéxico previamente aislado de un tumor del sujeto introduciendo en el
linfocito citotéxico un acido nucleico que codifica una proteina que se une especificamente a PD-L1, en donde
el linfocito citotéxico modificado genéticamente expresa y secreta la proteina que se une especificamente a
PD-L1;

expandir el linfocito citotéxico modificado genéticamente para generar la poblacién de linfocitos citotéxicos
modificados genéticamente en donde los linfocitos citotéxicos modificados genéticamente son una poblacién
de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) modificados genéticamente; en donde la poblacién de linfocitos
citotéxicos modificados genéticamente es para administracién al sujeto para tratar el tumor, en donde la
secuencia de 4cido nucleico codifica una proteina que se une especificamente a PD-L1 y en donde dicha
proteina que se une especificamente a PD-L1 se selecciona de una de las siguientes proteinas:

a) una proteina en donde el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ
ID NO: 1, y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 5; y

b) una proteina en donde el primer polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 9, y el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 13

en donde la proteina se selecciona de un anticuerpo, un maxicuerpo y un anticuerpo de cadena sencilla (scFv),
en donde el anticuerpo de cadena sencilla comprende el primer y segundo polipéptidos de (a) fusionados entre
si directamente o a través de un enlazador o el primer y segundo polipéptidos de (b) fusionados entre si
directamente o a través de un enlazador, y en donde el maxicuerpo comprende un scFv fusionado directamente
o a través de un enlazador a un dominio Fc.

2. La poblacién de linfocitos citotdxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
la reivindicacién 1, en donde el linfocito citotéxico modificado genéticamente expresa de forma constitutiva la
proteina que se une especificamente a PD-L1 o en donde el linfocito citotoxico modificado genéticamente
expresa de forma inducible la proteina que se une especificamente a PD-L1.

3. La poblacién de linfocitos citotéxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el &cido nucleico se integra en el genoma del linfocito
citotdxico.

4. La poblacién de linfocitos citotdxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, en donde la proteina es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo de cadena
sencilla (scFv), en donde el anticuerpo de cadena sencilla comprende el primer y el segundo polipéptidos
fusionados entre si directamente o a través de un enlazador.

5. La poblacién de linfocitos citotéxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
la reivindicacién 4, en donde el scFv comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO:
17 ola SEQ ID NO: 19.

6. La poblacién de linfocitos citotdxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la proteina es un maxicuerpo que comprende un dominio Fc
de inmunoglobulina fusionado directamente o a través de un enlazador a la porcién de unién al antigeno y
ademas en donde el dominio Fc de inmunoglobulina es un dominio Fc de IgG1 o un dominio Fc de 1gG4.

7. La poblacién de linfocitos citotéxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
la reivindicacién 6, en donde la proteina comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 18 o la SEQ ID NO: 20.

8. La poblacién de linfocitos citotéxicos para su uso en el tratamiento de un tumor en un sujeto de acuerdo con
cualquier reivindicacién anterior, que es para su uso en el tratamiento de un tumor sélido en un sujeto.
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Figura 1
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Figura 2
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Figira 3
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Figura §
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Figura 6

y// ojsin)

N

-

.-"‘:\\\”,.,,- X ) X

.,§\'53f:' b

108



ES 3 000 676 T3

Figura 7
Anticusrpo 38A1

Cadera Lges
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P
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Lo .xl) s
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Anticuarpo 1848

Cadens Ligaa
NEMLTOPHSYSESLGKTVTISCTGSSESIARKEVOWYOQRPGSSPTTVIYENNORFSGVSDRESS
SIGSSENSASLTISGLKTEDEADYYCQSYDSSNVVFGGG TKVTVL

O TD NG 9
S X NG E;

CDRLICDE~LL ). SGSIARKY
ENN

CIRZ {ODR~L2}
CDRI{CDR-LIY: QOVDISNYY

Ladena Pesada
QVQLOESGGGLVEPGGSLRLSCAASGETESSYSMNWVROAPGKGLEWVSGINTAGDTHYPESVKG
RETISRONARNSUNEOMNSLRAEDTAVYYCYRERVEREYSGYDAFDIWGOBTIVIVSA
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Figura 7 {cont.)

E;amg:ia nie un scF\r 38M

) ID NG 17}
a wdf\"a pesady de 38AT (SEQ D NG & ex sopuita por
sfazador hegriaisubraya Jm que as sagudo por i cadens

fnera de 384T (SEQID NG 1)
Elample de una profeing con un soFV 3841 fusionade 2 un dowinio Fo {igh1)
MGSTARALLLAVERGVS ALV VESGOGEVQPGGSERISCAASGETESNYAMS WVRQAPGKGLE
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WOOGT TV TVSAGGGESGEOGSGEGESGARSY VI TORPSVSVAPGOTARITCGGNNIGRKIVHIWYQ
QRPGQAPYIVIYYDTDRPAGIPERFSGSNSCNMATL FISTVGAGDEADYYCQVWOTGSDHVYVFGG
GIRLTVIGPRANFVYKSGPRPKSCOKTHTCPPCEFAPELLGOPSVELFPRPEPKDTLVHSRIPEVIC
VYVDVSHEDPEVKENWYVDOVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVITVEHODWINGKEYKCKVSNE
ALPAPIEKTISKAKGOPREPOVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGRYPSIHAVEWESNGOPENNY
KTTPPVLDSDGSFELYSKL TVDKSRWQQGNVESESYMHEALHNHYTOKSLSLSPGK

FORG LD NGy 1)
{ERQ RN ¥

L3 proleing de fa SEQHD NQ: AT (alicalsubrayada) o8 seguida por
un dominio Fo de igG1 (negrilalsubrayadal.
ﬁ;em;}m de un stF&f ‘!E}Hﬁ

"La cadens pe sada de 10HY (SEQ D NG 13} ¢35 seguida porun
srigzader (negRasubn ayade}, Qe €5 dequido por ia cadena
fgera do 1RMBSEQ D NG 6,

Ejemplo de una proteing con un soFV 19HS fusionade a un donsinio Fo (g8t

MESTALALLLAVLQGYSAQVL QESGGELVKPGGSLRLSCAASGRTI SSYSMNWVRQAPGKELE
WVSGINTAGDTHYPESVKGRETISRONARNSINLOMINSLRALDTAVYYCVRERVEREYSGYDALD
NGOG TIVIVSAGGOGSGOGLSCEGGSCAPNIMLTOPHIVSESLGRIVTISCTG SSOIIARKEVD
WY QORPGSSPT TV ENNORPSG Y SDRES GG SSSNSASLTISGLIKTEDEADYYCASYDISNVY
FOOGIKY T VIGPRANFVYRSGPRPKSCOKTHTCPPCPAPELLGGRSVELEPPKPKDTLIMISRIPE
H \Y NAKTKPR N I Y
APIES A P P, N F W

NRYKTTPEVIDSDGSFELYSKETVEIGSRWQQGNVESCSVMBEALHNHYTQRSLSISPGYK

(ZEQ LD ONG: 203
La g)rstﬁ na des s SEQ HINQ 3‘3 {idtnafsubravadal en seguida por
un dominio Fo de fgQ {regritadsutrayada),
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10A

pLV430G {Vector Lentiviral) {(SEQ 1D NQO:35)
cgataaccctaattegatageatatgetteecgtigpgtaacatatgetattgaattaggettagtctggatagtatatactactaccegggaa
gcatatgctaccegtitagegticaccggtgatgccggccacgatgegtccggegtagaggatctaatgtgagitagctcactcatiaggcace
ccaggctitacactttatgettcoggetegtatgttgtgtzgaatigtgagcggataacaatttcacacaggaaacagetatgaccatgatiac
geeaagegegeaatiaaccctcactaaagggaacaaaagetggagetgeaagcttaatgtagtctiatgcaatactetigtagtctigeaaca
tgetaacgatgagttagcaacatgectiacangeagagaaaaageacegigeatgeegatiggigeaagtaagetgptacgategtgectia
ttaggaaggcaacagacgggtetgacatggatiggacgaaccactgaatigecgcatigeagagatattgtatitaagtgectagetegatac
ataaacgggtctetctgettagaccagatctgagecigggagctatctggetaactagggaacceactgctiaagectcaataaagetigectt
gagtacttcaagtagtptgtgcocgtotgitptgtgactatggtaactagagatcccteagaccet tttagtcagtgtggaaaatatctageagt
ggegeeegaacagggactigasagegaaagegaaaccagaggagctetetegacgcaggactegacttgalgaagegegcacggcaaga
ggcgaggeeeggegactggtgagtacgccaaaaatittgactageggaggctagasggagagagatgeggtsegagagesteagtattaag
cggeggagaattagategegatgegasaaaattcggttaaggrcagggggaaaganaaaatataaattaasacatatagtatgggcaage
agggagetagaacgattegeagttaatontggectgtiagaaacatcagaaggctgtagacaaatactgggacagatacaaccatecctica
gacaggatcagaagaacttagatcattatatastacagtagcaaccctetatigtgigcatcasaggatagagataasagacaccaaggaa
gctttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagaccaccgeacageaageggregctgatcttcagacctggaggaggagata
tgagggacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaaaaatigaaceattaggagtageacceaccaaggcaaagagaagag
tggtgcagagagaanaaagagcagigegaataggagctiigticctigggtictigggagcagraggaageactatggeegcagegicaat
gacgetgacggtacaggocagacaattatigtctggtataptgrageageagaacaatitgctgagggctattgaggcgeaacageatetgtt
gcaacteacagictggggcatcaageagetccaggeaagaatectggetgiggasagatacctaaaggatcaacagcicetggggatitgg
gettgcictggaaaacteattigeaccactgetgtgecttggaatgctagtiggagtaataaatetctggaacagatitggaatecacacgacet
ggatggagiggpacagagaaatiaacaatiacacaagctiaatacacioctiaatigaagaatcgragaaccageaagaaaagaatgaac
aagaattatiggaattagatasatgggeaagtttgtgsaattggtttaacataacaaatiggctgtggtatataaaattaticataatgatagt
aggaggcttpgtagetttasgaatagtitttgoigtactitclatagtgaatagagtiaggcagggataticaccattategtttcagacecace
teccaacceegaggpgaccegacaggeccgaaggaatagaagaagaagptiggagagagagacagagacagatecaticgattagtgaac
ggatctcgacggtateggtittaaaagaaaaggegggpatigggasgtacagigcaggggaaagaataglagacataatageaacagacat
acaaactasagaattacasaaacaasttacaaaaattcaanattitatcgattiiatitagtctocagaaaaageggggaatganagacece
acctgtaggtitggcaagetagettaagtaacgocatttigenaggeatgganaatacataactgagaatagagaagticagatcaaggtia
gEaacagagagacageagaatalgggecasacaggatatelgtggtaageagttectgceccggeteagggecaagaacagatggteece
agatgeggtoccgecctcageagtitclagagaaccatcagatgtitecagggteccccanggacctgaaatgacectptgecttatitgaact
aaccaatcagttegetictegetictgttogegegetictgeteccegageteaataaaagageecacaaccectcacteggegegeeagtect
cegatagactgegtegecegggtaccgatatcacaagtttglacanaaaageigaacgagaaacgtaaaatgatataaatatcaatatatla
agttagatttigcataaaaaacagactacataatactgtaasacacaacatatecagt cactatggepgeegeatiagecaccccaggctita
cactttatgeticeggctogtataatgtgtggattttgagttaggatecgtegagatiticaggagetaaggaagetaaaatggagaaaaaaat
cactggatataccaccgttgatatatcecaatggeatcgtaaagaacattttgaggeatttcagtcagtigetcaatgtacctataaccagacc
gitcagcigeatattacggcctifttasagaccgtnaagaaaastasgeacaagtitiateeggectitaticacatictigeecgectgatgas
tgeteatecggaatteegtatggcaatgaaagacggtgagetggtgatatgggatagtgttcacectigttacacegttttccatgageaaact
gaaacgttttcategetctggagtgastaccacgacgatticeggeagttictacacatatattcgcaagatgtggegigtiacgetgaaaace
tggcctatitcocctanaggpittattgagaat atgtttttegtetcagecaatecrtggetgagtticaccagtttigatttasacgiggecaatat
ggacaacticticgecoocgtittcaccatgggeaaatatiatacgeaaggegacaagatgatgatgecgetggegattcaggticateatgec
gtitgtgatggettceatgteggcagaatgcttaatgaatiacaacaglactgegatgagiggeagggesgegegtasacgegtggatecgg
cttactanaagcecagataacogtatgegtattigegegcigatititgoggtataagaatatatactgatatglatacccgaagtatgicaaaa
agagetatgctatgaageagegtatiacagtgacagtigacagcgacagctatcagtigetcaaggeatatatgatgtcaatatctecggtet
gotaagcacaaccatgcagaatgaagecegtegtetgegtgccgaacgetggaaageggaaaatcaggaagggatggctgaggiegeceg
gtttattgaaatgaacggctotiitgctgacgagaacagggeciggtganatgcagtitaaggtttacacctalaanagagagageegttate
gtetgttigtggatgtacagagtgatattattgacacgeecgggegacggatggigatececctggecagtgeacgtetgetgicagataaagt
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Figura 10A (cont.}

ctecegtgaactttacceggtpgtecatatcggagatgaaagetlgregeatgatgaccaccgatatggecagtgtgecggtcteegttategg
ggaagaagtggctgatcteagecaccgegaaaatgacatcaaaaacgecatiaacctgatgtictggggaatataaatgteaggeteectta
tacacagecagictgraggtegaccatagigactggatatgtigtgttttacagtattatgtagtctgtittttatgcaaaatctastitaatatat
tgatatttatatcatittacgtttctogiicagetttetigtacaaagiggtgaticgagtiaatisagctagectagtgecatttgttcagtggtic
gtagggctttcccccactptiiggetttcagtiatatgsatgatgtggtatigggggrcaagtctgtacageatetigagt cectitttaccgetpt
taccaatttictttigtetitgggtatacatttagaccctaacaaaacaaagagatggggtacicictaaatittatgggltatglicatiggatat
tatgggtectigecacaagaacacatcatacaaaaaatcaaagaatgtitiagaaaacticctattaacaggectatigatiggaaagtatgt
caacgaattgigggtettttggatittactgecccttttacacaatgtggttatoctgegttgatgectitgtatgeatgtattcaatctaageagg
ctttcactitetcgecaacttacaaggectttctgigtaaacaatacctgaacctitaccecgtitgeccggeaacggecaggtetgtgecaagty
ttigctgacgcaaccceacigpetggggetiggteatggaccateagegeatgegtggaacctiticggctectetgeegatecatactgegg
aactectageegetigttttgotegeageaggtctggageaaacattategggactgataactetgtgtectateccgeaaatatacategttt
ccatggelgetaggetgtactgecaactggatectgegegggacgtectitgtitacgicoegteggogetgaatectgeggacgaceeticteg
gggtegetigggactetetegtocectictecgtotgoegticogaccgaceacggggegeacctctetitacgeggactcecegtetgtgectic
teatctgecggacegigtgcacticgettcacctetgracgtegeatggagaccaccgigaacgeecaccaaatattgeccaaggtcttacata
agaggpactctiggactcicagcaatgtcaacgaccgacctigaggcatacticasagactgtitgtitasagactgggaggagtigegegag
gagattaggtiaaaggtctiigtactaggagectgtaggcataaattggtctgegraccageaccatggcgeaatcactagagegggstacct
ttaagaccaatgacttacaaggeagetgtagatcttagecacttitiaaaagaaaaggggegactggaaggactaaticacteccaacgaag
acaagatctgetitttgettgtactgegtetctetggtisgaceagatctgagectgggagetaicigectaactagggaacecactgettaage
ctcaataaagotigecttgagtgettcaagtagtgtgigeccgtetgtigtatgactetggtaactagagateccteagaccettttagtcagtgt
ggaaaatctctageagtagtagttcatgtcatettattattcagtatitataactigeaaagaaatgaatatcagagagtigagaggaactigit
tatigcagctiataatggtiacaastaaageaatageateacaaatitcacaaataaageatiitittcactgeatictagtigtggtiigteeaa
actcatcaatgtatctlateatgtetggetetagetateecgeccetaactecgeccatecegeccctaactecgeccagiteegeecaticteeg
coecatggetgactaattitititatitatgeagaggecgaggerggateccttgagtggetiteatectggageagactttgeagtctgigeact
gcaacacaacattgectitatgigtaactctiggctgaagctettacaccaatgetggggpacatgtaccteccagegecrcaggaagactac
gggaggctacaccaacgtcaatcagaggggectgtgtagctaccgataageggaccetcaagagggeattageaatagtgtitataaggec
cectigttaatictigaagacgaaagggectegtgatacgectatitttataggttaaigteatgataataatggtitctiagacgtcaggtgge
actitteggggaaatgtgcgeggaaccectatttgtitattttictaaatacattcaaatatgtatecgeteatgagacaataacceigataaat
gettcaataatatigaaaaaggaagaglatgagtaticaacatttecgtgtegeccttattcoctititigeggeatitigectiectgtittgete
acccagaaacgctggigaaagtaaaagatgotgaagatcapgtiggstgcacgagtgsgtiacatcgaactggatetcaacageggtaagat
cctigagagtittcgecoogaagaacgttttccaatgatgageacttttaaagtictgetatgtggegegatatiatecegtgtigacgeeggee
aagagcaactcggtegeegeatacactatictcagaatgactiggtigagtacteaccagtcacagasaageatctiacggatggeatgaca
gtaagagaattatecagigctgocataaccatgagigataacactgrggeeaacttactictgacaacgatcggapgaccgaaggagctaa
cegettttitgeacaacatgggggatcatgtaactegectigategtigggaaccggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgac
accacgatgectgeageaatggeaacaacgttgegeaaactatiaactggegaactacttactetageticecggeaacaattaatagactgg
atggaggeggataaagtigeaggaccacttetgegeteggoocticeggetggetggtitatigetgataaatetggageeggtgagegtegg
tctegeggtateattpeageactgggaccagatggtaageoctcecgtatogtagttatctacacgacggggagtcaggcaactaiggatgaa
cgaaatagacapategetgagataggtgectcactgattaageatiggtaactgicagaccaagtttacteatatatactitagattgatitaa
aacticatittaatttaaaaggatctaggipaagatcctitigataatclcatgaccaaaatccctaacgtgagtittcgticcactgagest
cagacceegtagaaaagateaaaggatctictigagatectttttitetgegegtaatctgetgettgeaaacaaaaaaaccacegetaceag
cggtggtitgtttgccggatcaagagctaccaactictttiiccgaagglaactggetteageagagegeagataccaaatactgtectictagt
gtageegtagtlaggecacoacticaagaactotgtageacegectacatacatogetetgetaatectgttaccagtpgotgelgeeagtgee
gataagtcgigtcttacepgettggactcaagacgatagttaccggataaggegeageggiopgecigaacgggegettegtpeacacagee
cageltggagcgaacgacctacaccgaacigagatacctacagegigageatigagaaagegecacgaticccgaagrgagaaaggesga
caggratccgglaageggcagggtcggaacaggagagegcacgagggagcticcagggegaaacgectggtatetitatagtectgtoggg
tthegecacctotgactigagegtegatittigtegatactegtcaggegagegeagectatggaasaacgecageaacgeggectitttacggt
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Figura 10A {cont.}

teetggrettttgetggectititgasgetgteccigatgptegteatctaccgoctgpacapeatgeectgraacgggacatucegatgeng
ceggaagegagaagaateataatggagaaggocatecagectcgegteg
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Figura 10B

pCIGO-VSY.G {VSVG) {SEQ ID NO:36)

glepacggatcgggagateaaticeggracctgtectacgagtigeatgatasagaagacagtcataagtgeggegacgatagteatgecec
gegeccaccgeaaggagetgactgggttgaaggetcicaagggeateggtegatgcaggaaaaggacaageagegaaaattcacgoeeec
ttgggaggtggeggeatatgeaaageatageacteccactctactactggptateatatgetgactgtatatgcatgaggatageatatgeta
cecggatacagattaggatageatatactacceagatatagattaggatageatatgelacecagatatagattaggatagectatgetaccee
agatataaatiaggatagcatatactacccagatatagattaggatagcatatgctacccagatatagattaggatagectatgetacecaga
tatagattaggatageatatgetacccagatatagattaggatageatatgctatecagatatitgggtagtatatgctacccagatataaatt
aggatagcatatactaccetaatctetattaggatageatatgetacecggatacagattaggatageatatactacccagatatagattagg
atagcatatgctacccagatatagattaggatagectatgetacceagatataaattaggatageatatactacccagatatagattaggata
geatatgetacccagatatagattaggatagectatgctacccagatatagattaggatageatatgetatccagatattigggtagtatatge
tacccatggcaacattageecacegtgetetcagegacctegtgaatatgaggaccaacaaccetgtgettggegetcaggegeaagtgtgty
taatttgtectccagategeagraategegecoctatetiggoecgeecacctacttatgeaggtattceceggegtpceattagigattttetge
geaagtggittgacegeagtggttageggegttacaatcagecaagttattacacecttattttacagtceaaaacegeagggeggestatsg
gggctgacgegtgcecceactecacaatitcaaaaaaaagagtggecactigtetitgtitatgggeeccattggegtggagececgtitaatt
ttegeggptettagagacaaceagtggagtecgetgetgteggegtecactetetttecocttgttacaaatagagigtaacaacatggttcac
ctgtcttggteectgectgggacacatcttantaaccecagtateatattgeactaggattatgtgttgeceatagecataaattcgtgtgagat
ggacatccaglctitacggetigtccecaccecatggattictatigtiaaagataticagaatgttteattectacactagtatttatigeccaa
ggeptttgtgagegtiatatiggigtcatagcacaatgccaccactgaacceeccgiccaaatttiattctgggggegtcaccigaaaccttgtt
ttegageacctcacatacacettactgticacaacteageagttatictatiagetanacgaaggagaatgaagaageaggegaagattcag
gagagttcactgeecgetectigatcticagecactgeectigtgactaaaatggttcactacectegiggaatectgaceceatgtaaataaa
accgtgacagetcatggggigagagatategetgttcettaggaceottttactaacectaaticgatageatatgettcecgtigggtaacata
tpctattgaattagggttagictggatagtatatactactacccgggaagcatatgetaccegtttagggttaacaaggeggectiataaacac
tattgetaatgeectettgagggtecgettateggtagetacacaggeecctetgattgacgtiggtgtagecteeegtagtettectggaceect
geeaggtacatgtececcageattgetgtaagageticagecaagagttacacatasaggcaatgtigtgtigcagtccacagactgcaaag
tetgetccaggatgaaagecactcaagggatettcaatatiggecattagecatatiattcatiggttatatageataaatcaatatiggetatt
ggeeattgoatacgtigtatctatateataatatgtacatitatattggeteatgtecaatatgacegecatgtiggcatigattatigactagtta
ttaatagtaatcaattacggggtcatiagticatageccatatatggagticegegttacataacttacggtaaatggeccgectggetgaceg
cecaacgaceccegeecattgacgteaataatgacgtatgticccatagtaacgecaatagggactttccatigacgtcaatgggtggagtatt
tacggtaaactgoccacttggeagtacateaagtagtatcatatgecaagtecgeceactattgacgtcaatgacggtaaatggeeegectgge
attatgeccagtacatgaccttacgggactttectactiggeagtacatetacgtatiagteategetattaccatggtgatgeggtttiggeagt
acaccaatgggegtggatagegetttgacteacggggatitecaagictecaccocatigacgtcaatgggagtigtitiggeaccaaaatea
acgggactitccaaaatgtegtaataaccecgeencgtigacgraaatggpcpgtagecgigtacegtgggagetctatataagcagagete
gittagtgaaccgtcagatcactagaagetitatigeggtagtttatcacagtiaaattgctaacgeagteagtgetictgacacaacagteteg
aacttaagctgeagaagtiggtegtgaggcactgggeaggtaagtatcaaggttacaagacaggtitaaggagaccaatagaaactgggct
tgtcgagacagagaagactctigegtttctgataggacctatiggtetiactgacatccactitgectitetetccacaggigtccacteccagt
tcaattacagcetcttaaggctagagltacttaatacgacteactataggctageggtaccgageteggatceactagiaacggecgecagtgtg
ctggaaticaacagagategatetgtticcttgacactatgaagtgcctttigtacttagectitttattcatiggggtgaattgeaagttcaccat
agtitticcacacaaccaaagaggaaactggaaaaatgticctictaattaccatiatigeccgtcaagetcagatttaaatiggeataatgac
ttaataggeacagceatacaagtcaaaatgeccaagagicacaaggctaticaageagacggtiggatgtgtcatgettccaaatgggteac
tacttgtgatitcegetggtatggaccgaagtatataacacagtccatecgatecticactecatetgtagaacaatgraaggaaageatigaa
caaacgaaacaaggaactiggetgaatecaggeticectectcaaagttgtpgatatgcaactgtgacggatgecgaageagtgatigteea
ggtgactectcaccatptgetggtipatgaatacacaggagaatggettgattcacagttcatcaacggaaaatgeageaattacatatgeee
cactgtccataactctacaacctggeattctgactataaggtcaaagggctatgtgatictaaccteatttecatggacatcaccticticteag
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Figura 10B {cont.)}

aggacggagagetatcatecctgggaaaggagggcacagggticagaagtaactactttgettatgaaactggaggraaggectgeaaaat
geaatactgoaageattggggagtcagacteccatcaggtgtetgpticgagatggetgataaggatetettigetgeagecagattecciga
atgeccagaagggteaagtatetetgeteeatetcagacctcagtggatgtaagtctaaticaggacgiigagaggatettggattaticcctet
gecaagaaacctggageaaaatcagagegegtcticeaatetetecagiggatetcagetatetigetectaaaaacceaggaaceggtectg
ctitcaccataatcaatggtaccctaaaatactitgagaccagatacateagagtegatattgetgctecaatectctcaagaatggteggaat
gatcagtggaactaccacagaaagggaactgiggpatgactgpgcaccatatgaagacgtggaaatiggacceaatggagttctgaggace
agttcaggatataagtttcctitatacatgatiggacatggtatgtiggactecgatcttcatettagetcaaaggctcaggtgticgaacatect
cacattcaagacgeigettegeaacticctgatgatgagagittattitttggigatactgggetatccanaaatccaategagettgtagaagg
tiggticagtagtiggaaaagetctattgectettttttotttatcatagggttaatcattggactaticttggtictccgagtiggtatecatetttg
cattaaattaaagcacaccaagaaaagacagatttatacagacatagagatgaaccgactiggaaagtaactcaaatectgeacaacagat
tettcatgtitggaccaaatcaacttgtgataccatgrticaaagaggectcaatiatattigagtititaatititatggaattcigcagatateea
teacactggeggeegetegageatgeatetagagggecectatictatagigtcacctaaatgetagagetegetgateagectegactgtgect
tetagtigecagecatetgitgtitgecectececegtgecticetgacectggaaggtgecacteecactgtectitectaataaaatgaggaa
attgcategeattgtctgagtaggtgteatictaticlggeggetgaggteggacaggacageaaggggeaggatigggaagacaatageag
geatgetgggeatagcgetgpgctctatggetictgaggeggaaagaaccagetgeattaatgaateggecaacgegeggeggagageegstt
tgegtattgggegetctteegettcctegetcactgactegetgegeteggtegtieggctgeggegagegatatcageteactcaaaggoggta
atacggttatccacagaateaggggataacgeaggaaagaacatglgagcaaaaggecageaaaaggcraggaacegiaasaaggeege
gttgctggegtttitecataggeteegeeceectigacgagcatcacaaaaatcgacgetcaagtcagaggtggegaaacecgacaggactat
aaagataccaggcegtttcecectggaageteectegtgegetetoctgttcegaceetgecgettaccggatacetgtecgectticteccttegg
gaagcgtagegetticteaatgctcacgctigtaggtatcticagttcgatgtaggtegticgctecaagetgggctgtatgcacgaacceccegtt
capeccgacepetgegecttatecgptaactategictigagiccaacceggtaagacacgactiategecactggeageagecactggtaac
aggattagcagagegagetatgtaggcggtactacagagtictigaagtggtegectaactacggetacactagaaggacaglatitggtat
ctgcgctctgctgaagecagttacctteggasanagagtiggtagetcttgatecggcaaacaaaccaccgetggtageggtagtitttitptet
gcaageageagatiacgogeagaaaaaaaggatctcaagaagatectttgatcttictacgggsictgacgctcagiggaacgaaaacica
cgttaagggatitiggteatgagattatcaaaaaggaicticacctagatectittaaattaaaaatgaagtittanatcaatctaaagtatata
tgagtasactiggtctgacagttaccaatgettaatcagtgaggcacetatetcagegatetgtctatitopttcatecatagtigectgactece
cgtegtgtagataactacgatacggeagegcttaceatetggececagtpctgeaatgataccgegagacccacgctcaccggetecagattt
atcagcaataaaccagecageeggaagggecgagegcagaagtggtectgeaactttatecgectecatecagtctattaatigttgecegg
aagctagagtaagtagttcgecagttaatagittgegeaacgtigttgecattgetacaggcatogtggtgteacgetegtegtttgatatgget
tcattcageteeggticceaacgatcaaggegagttacatgateccceatgtigtgcaaaaaageggttagetectteggtectcogategtigt
cagaagtaagttggecgcagtgttateactcatggtiatggeageactgeataattctettactgteatgeeatecgtaagatgetitictgtga
ctggtgagtactcaaccaagtcatictgagaatagtgtatgeggegaccgagttgetettgeceggegteaatacgggataatacegegecac
atagcagaactttasaagtgctcatcatiggaaaacgtictteggggegaaaactctcaaggatcttaccgetgttgagatecagticgatgta
acccactegtgracceaactgatcticageatetittactttcaccageptttctgpetgagcaanaacaggaaggcasaatgecgcaaaaaa
gggaataagggcgacacggaaatgttgaatacteatactettectitttcaatatiatigaageatttatcagggttattgicteatgageggat
acatatttgaatgtatttagaaaaatasacaaataggggttccgegeacatitccecgaaaagtgecacctgac
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Figura 11A

PLVA301G38A1 fianbien denaranags 000 pLV4301G POLY scFV 38A1) {SEQ 1D NO:37)

cgataaccctaattcgatageatatgeticecgtipggtaacatatgetattgaattagggttagictggatagtatatactactaccegggas
gcatatgetaccegtitaggettcaceggtgatgecggecacgatgegtecggegtagaggatctaatgtpgagtiagctcacteattaggeace
ccaggctttacacttiatgettcepgetegtatgttgtigtggaatigtgagegeataacaatttcacacagganacagctatgaccatgattac
geraagegegeaattaacecteactaaagggaacaaaagetggagetgeaagettaatgtagtctiatgecaatactetigtagtettgcaaca
tggtaacgatgagttagcaacatgecttacaaggagagaaaaageaccgtgeatgeegatiggtggaagtaaggigetacgategigectta
ttaggaaggcaacagacgggtctgacatggatiggacgaaccactgaatigecgeatigeagagatattgiatitaagigectagetegatac
ataaacggatctctcigettagaccagatctgageatgggagetetciggctaactagggaacccactgettaagectcaataaagettgectt
gagtgcttcaagtagtgtgtgecegictgtigtgtgactctggtaactagagateecteagacectittagteagtgtggaaaatetctageast
ggegeccgaacagggactigaaagegaaagggaaaccagaggagetctctegacgeaggacicggettgetgaagcgegeacggeaaga
ggcgagggacggegactggtgagtacgocaaaaatitigactagegpaggctagaaggagagagatgggtaegagagegtcagtattaag
cggeggagaatiagategegatgggaaaaaaticggtiaaggecagggggaaagaaaaaatataaattanaacatatagtatgggcaage
agggagctagaacgaticgeagttaateetggectgttagaaacatcagaaggetgtagacaaatactgggacagetacaaceatecctica
gacaggatcagaagaactiagatcattatataatacagtageaaccectctatigtgtgeatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaa
gctttagacaagatagaggaagagcaaaacaaangtaagaccaccgeacageaageggeegetgatettcagacctggaggaggagata
tgagggacaattggagaagtgaattatataaatatasagtagtaaaaatigaaccattaggagtageacccaccaaggeaaagagaagag
tggtgcagagagaaaaaagageagtgegaataggagetitgticcttgppticttggaageageaggaageactatgggegeagegtcaat
gacgetgacggtacaggecagacaattattgtetggtatagtgeageageagaacaatttgetgagggctattgaggegeaacageatetgtt
geaactcacagtctggggcatcaageagetecaggeaagaatectggetgtagaaagatacctaaaggateaacagetectggggatiigg
gatigctctggaaaacteatttgcaceactgetgtgecttggaatgetagtiggagtaataaatctctggaacagatttggaatcacacgacect
ggatggagtgegacagagaaattaacaattacacaagettaatacactecttaattgaagaategeaaaaccageaagaaaagaatgaac
aagaattattggaattagataaatgggeaagtitptggaattggttiaacataacaaatiggetgtgatatataaaattaticataatgatagt
aggaggctiggtaggtttaagaatagttitigetgtactitctatagigaatagagttaggcagggataticaccattategtttcagacccace
tocccaaccocgaggggaccegacaggecegaaggaatagaagaagaagetgpagagagagacagagacagatecattcgattagtgaac
ggatcicgacggtateggititanaagaaaaggggegatiggegagtacagigcagggraaagaatagtagacataatageaacagacat
acaaactaaagaattacaaaaacaaatiacasaaaticaaaatiitategatittatitagictccagaaaaaggggggaatgaaagaceec
acctgtaggtttggeaagetagettaagtaacgecattttgeaaggeatsgaaaatacataactgagaatagagaagttcagateaaggtta
ggaacagagagacagcagaatatgggccaaacaggatatetgtggtaagcagticotgocceggctcagggccaagaacagatgglecee
agatgeggteccgeceicageagtitctagagaaccatcagatgtitccagggtpecccaaggaccigaaatgacceeigtpectiatitgaact
aaccaatcagttegettctegettetpttegegegettctgeteccegagetcaatasaagageecacaaccecteacteggegegecagtact
cegatagactgegtegecegaptacegatateaceaactitigtacaaaaaagctgaacgatategecaccatgggcageacageeattetgg
ceetgetgetggeagtgetgeagggegtgtcagetGaagtgcagetggtggaatetggeggegractggtgcagectggeggatetctgaga
citgagetgtgeegecageggettcaceticagcaactacgecatgagetgagtgogocaggeecetggaaaaggectggaatgggtgtecac
catcageggctctggeggaaccacctactacgecgatagegtgaagggccgpticaccatctecegggacaacageaagaacacectgtac
ctgcagatgaacagectgegggiggaagatacegecgigtactactgegecaaggactggticagaageageagecccgacgecttegaca
tctggggecagggaacaacegtgacegtgictgetggeggaggeggateaggegarggaggateagggggaggeggaageggageacctt
cttacgtgetgacceageeccctagegtgtcagtggctectggacagaccgecagaatcacctgtggeggeaacaacateggecggaagate
gtgcactggtatcageagaggoccggacaggetecegtgetegtgatetactacgacaccgacagacctgecggeateccegagagattcag
cggeagcaacageggcaacatggecacectgaceatcageacagtggsageoggegacgaggecgactactactgteaagtgigggacac
cggeagegatcacgtggtpttiggaggcggeaccaagetgacagtgetggeeccgegggecaacttigtatacasaagttgcagegagage
aagtacggeecteectgececectigeectgeccecgagttectgggeggacceagegtgticetgtteccecccaageccaaggacacectga
tgatcageeggacccecgaggtgaccigtatggtestegacgigteccaggaggaccecgaggtecagiteaactggtacgtggacggegiy
gaggtgcacaacgecaagaccaagecccgggaggagcagticaatageacctaccgggtpetgteegtgetgacegtgatgeaccaggact
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Figura 11A {cont.}

ggctgaacgecaaggaatacaagtgtaaggtgtccaacaagegectgeccageagealcgagaaaaccatcagaageecaageeecag
cctegggagecccaggigtacacectgecccctagecaagaggagatgaccaagaatcaggtgtecctgacctgectggtgaaggecticta
ceecagegacategeegiggagtgagagageaacggeeageccgagaacaactacaagaccacceccectgtgetggacagegacggeag
cticticcigtacageaggetgacegiggacaagageeggtggeaggagggcaacgtetitagetgetecgigatgeacgaggocctgeaca
accactacacccagaagagectgtcectgagectggecaagatgticagatettgigatatttacatctgggcacecttggecggaatetgegt
ggcectictgetgtectigateateacteteatetgetacggctecaccageggetceggeaageceggetotggegagggtecaccagegge
gactacaaggacgacgatgacaagtaataggatategaticageittctigtacaaagtigggattcgagttaattaagttaacgaattecee
cecteteecteeccoccecctaacgtiactggeegaagecgetiggaataaggeegatgtgogtitpictatatgttatittecaccatatigeeg
tetittggoaatgtpaggecccggaaacctggeoctgtetictigacgageaticctaggggtctitecectetegecaaaggaatgeaaggtet
giigaatgtegigaaggaageagttectetggaageticttgaagacaaacaacgtctgtagegaccotttgeaggrageggaacceoeead
ctggegacaggtgectetgeggecaaaagecacgtigtataagatacacetgeaaaggeggeacaaccecagtgecacgtigtgagttggata
gitgtggaaagagicaaatggctetectcaagegtaticaacaageggetgaaggatgeccagaaggtaceccattgtatgggatetgatety
gggecteggtgcacatgetitacatgigtttagtcegaggttaasaaaacgtctaggeccecegaaccacggggacgtgatiticctitgaaaaac
acgatpataatatggecacaaccatgggagecggaagegecgeagactecectegaggcaccatggligageaagpgegaggagatgttca
ceggpgtaptgeccatectgptegagetggacggegacgtaaacggecacaagticagegtgtecgacpagpgegagggegatgecaccta
cggeaagetgaccctgaagticatetgeaccaceggeaagetgeccgtgecctggeccacectegtgaccacectgacctacggegtgeagts
cticageegotaccoegaccacatgaageageacgacticttcaagiccgecatgeccgaaggcetacgiccaggagegeaccateticticaa
ggacgacggeaactacaagacecgegecgaggtgaagttegagggegacaccetggigaaccgeategagetgaagggeategacticasa
ggaggacggeaacatectggggeacaageiggagtacaactacaacagocacaacgictatateatggecgacaageagaagaacggeat
caaggtgaacttcaagatecgecacaacategaggacggeagegtgeagetegeegaceactaccageagaacacceceateggegacgg
ccecgtgetgetgeecgacaaccactacctgageacccagtecgeoctgageaaagaccecaacgagaagegegateacatggtectgetag
agttegtgaccgeegecgggateactcteggeatggacgageigtacaagtaacgegtceegggtctagagetageggtacceatgeattacgt
agtcgacgacttaatiaagetagectagtgccatiigiteagtggticgtagggetitcccecactgtitggelttcagttatatggatgatgteg
tattgggegecaagtetgtacageatettgagtecetttttacegetgttaccaattttettttgictttggptatacatitaaaccctaacaaaac
aaagagatggegttactctctaaattttatgggttatgteattggatgttatpggtecttgecacaagaacacatcatacaaaaaatcaaaga
atgtittagaaaacticctattaacaggectatigatiggaaagtatgtcaacgaattglggatetittgagtittgetgeccetittacacaatpt
gettatcotgegtigatgectitgtatgeatgtaticaatetaageaggettteacttictegecaactiacaaggectitctgtgtaaacaatace
tgaaccittacceegtigeceggeaacggecaggictgtgeoaagtgtttgetgacgeaacceccactggetggggetiggtcatgggecatea
gegeatgegtggaacctitteggctectetgecgatecatactgeggaactectageegetigtitigetegeageaggtciggageaaacatta
tegggactgataactetgtigtcctateccgeaaatatacategtttecatggctactaggetgtgcigecaaciggatectgegegegacgice
tttgtitacgteccgteggegetgaatectgeggacgacectictegggategettgggactetetegteccettetecgtetgeegttcegaceg
accacggggegeacctetetttacgeggactececgictgtgecticteatetgecggacegtgtgeacticgettcaccictgeacgicgeatg
gagaccaccgigaacgeccaccaaatattgeccaaggictiacataagaggactctiggactetcageaatgicaacgaccgacetigaggc
atacttcaaagactgtttgittaaagactgggaggagtigggggapgagattaggttaaaggtctitgtactaggaggetgtaggeataaatt
ggtetgegeaccageaccatggegcaateactagageggegtacctttaagaccaatgacttacaaggeagetgtagatettagecactittt
3aaagaaaaggegegactggaagggctaaticactcccaacgaagacaagatetgetittigettgtaciggetetetctgpttagaccagat
ctgagectgggagetctctggetaactagggaacecactgcttaagectcaataaagetigectigagtgeticaagtagtgtgtgceegtelg
ttgtgteacictggtaactagagalccctcagacccttttagtcagtgtpgaaaatatctagragtagtagiicatgtcatcttattattcagtat
ttataacttgcanagaaatgaatatcagagagtgagaggaacttgtitatigeagcttataatggttacaaataaagraatageatcacaaat
ttcacaaataaagcatititttcactgeattctagttgiggtitgtecasacteateaatgtatettatcatgtetggetetagetateccgecect
aactecgeecateccgeccctaacteegeccagticegeccaticteegecccatggctgactaattttititatttatgcagaggeegaggeeg
gatccetigagtggctiteatectggageagactttgeagtetgtggactgcaacacaacattgectitatgtgtaactettggetgaagetetta
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Figura 11A {cont.}

caccaatgetgggagacatgtaccteccaggggeccaggaagactacggragactacaccaacgtcaatcagaggggectgtgtagetace
gataagceggacccteaagagggeattageaatagtptttataaggececetigttaatictigaagacgaaagggectegtgatacgectatt
tttataggtiaatgicatgataataatggtitettagacgtcaggtgpeactittcggggaaatgtgcgeggaaccectatttgtitatitttctaa
atacattcaaatatgtateegeteatgagacaataaccetgataaatgettcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtaticaacatttc

cgtgtegeectiatteecttitttgeggeatitigeeticctgittttpeticacccagaaargetpgtgaaagtaasagatgetgaagatcagtty

ggtycacgagtgggttacatcgaactggatcteaacageggtaagatectigagagitttogeccegaagaacgttttccaatgatgageact
titaaagtictgctatgtggegegptatiatecegtptigacgecgggcaagagcaacteggtegecgeatacactatictcagaatgactigg
ttgagtactcaccagtcacagaaaageatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgeagtgetgccataaccatgagtgataacact
geggreaacttacticigacaacgatcggaggaccganggagctancrgatititigeacaacatggggpstratgtasctegecttgategt
tgggaaceggagetgaatgaagecataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgeageaatggeaacaacgtigegeaaactatta

actggegaactacttactctagettoccggraacaatiaatagactggatggaggeggataaagtigeaggaccactictgegeteggeectt
cegpetggetggtttattgetgatanatetggagecggtgagegtepggictegoggtatcattgrageactggggecagatggtaageectee

cgtategtagttatctacacgacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagategetgagataggtgecteactgattaagea
ttggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactitagatipatttaaaacticattttiaatttaaaaggatctaggtgaagatectitiigat
aatctcatgaccaaaateccttaacgtgagtittegticcactgagegtcagaccocgtaganaagatcaaaggatceticttgagatecttitit
teigegegtaatctgaigettgeaaacasanaaaccaccgetaccageggtggtttgtttgecggatcaagagetaccaactetitttccgaag
glaactggettcageagagogeagataccaaatactgtectictagtgtagecgtagttaggecaccacttcaagaactetgtageacegeet

acatacctegetetgetaatectgttaccagtggetgetgecagtggegataagtegigtettacegggtiggacteaagacgatagtiacegg
ataaggcgeagegeicggectgaacgggrgeticgtgracacageccagetiggagegaacgacctacacegaactgagatacciacage

glgageattgaganagegecacgeticeegaagggagaaaggeggacaggtatecggtaageggeaggetcggaacaggagagegeacy
agggagceticcaggggganacgectggtatctitatagtectgtegggtitogecacctctgactigagegtegatttttgtgatgetogtcagg
ggpgeggagectatggaaaaacgeeageaacgeggectitttacggttcetggecttttgetggectttttgaagetgtecctgatggtegicat
ctacctgectggacageatggectgeaacgegggeateecgatgecgeeggaagogagaagaatcataatggggaaggecatocagecteg
cgteg
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Figura 11B

PLY4301G19HI {tanbitn denominade como plV43016 PDLY scFY 19HS) {SEQ 1D NO:38)

cgataaccctaaticgatageatatgeticcegtigggtaacatatgetatigaattagggtiagtctggatagtatatactactacecgggaa
geatatgetaccegtitagggticaccgptgatgecggccacgatpeptecggegtagaggatetaatgtgagttageteactcattaggeace
ccaggetittacactttatgeticeggetegtatgtigtstggaatigtgageggataacaatttcacacaggaaacagetatgaccatgattac
gecaagegegeaattaacccteactaaagggaacaaaagetggagetgeaagettaatgtagtctiatgeaatactcttgtagtctigeaaca
tgetaacgatgagttagcaacatgectiacaaggagagaaaaageaccgigeatgecgatiggtggaagtaageigetacgategtgectia
ttaggaaggcaacagacggstctgacatggattggacgaaccactgaatigecgeatigeagagatatigtatttaagtgectagetegatac
ataaacgggtctetctggtagaccagatetgagectgggagctctetggctaactagggaacceactgettaagectcaataaagettgectt
gagtgrticaagtagtatgtgoecgtetgtigtgtgactetggtaactagagateccteagacoctittagtcagigtgganaatetctageagt
ggegeccgaacagggacttgaaagegaaagggasaccagaggagetctetegacgcaggacteggettgctgaagesegcacgecaaga
ggcgaggggeggegactiggtgagtacgccaaaaatitigactageggaggctagaaggagagagatgggigegagagegtcagtattaag
cpgaggagaattagatcgegatggaaanaaaticggttanggecagaggeaaagaaaaaatataaattaaaacatatagtatggeraage
agggagctagaacgattegeagttaatectggectgttagaaacatcagaaggetgtagacaaatactgggacagetacaaccateccttea
gacaggatcagaagaactiagatcattatataatacagtageaacceictattgtatgeatcaaaggatagagataaaagacaccaaggaa
gctttagacaagatagaggaagagcaaaacaaaagtaagaccaccgeacagraageggeegctgatettcagacctggaggaggagata
tgagggacaattggagaagtgaattatataaatataaagtagtaasaattgaaccattaggagtageacccaccaaggeaaagagaagag
tggtgcagagagaaaaaagageagiggpaataggagctttgttcctigggticttgggagcageaggaageactatgggegeagegteaat
gacgetgacggiacaggecagacaattattgictggtatagtgcageageagaacaattigeigagggctatigaggegeaacageatetgtt
geaacteacagictgagacatcaageagetccaggeaagaatccigectptggaasagatacctaaaggatcaacagetectggggatitgg
ggttgetctggaaaactcatttgeaccactgetgtgectiggaatgetagttggagtaataaatetctggaacagatitggaatcacacgacct
geatggagtgggacagagaaattaacaatiacacaagcttaatacacticcttaatigaagaategcasaaccagcaagaaaagaatgaac
aagaattatiggaatiagataaatgggcaagtttigiggaatiggtitaacataacaaatiggctgtggtatataaaattaticatastgatagt
aggaggcliggtagetttasgaatagtttttgetgtactitctatagigaatagagiiaggeagggatattcaccatiategtticagacccace
teecaacecegaggggacccgacaggoccgaaggaatagaagaagaaggteggagagagagacagagacagatecaticgattagtgaac
ggatctegacggtatoggtittaaaagaaaaggegsgatiggegegtacagtgcaggggaaagaatagtagacataatageaacagacat
acaaactaaagaattacsaaaacaasttacaasaaattcanaatittategattttatitagtcicragaaaaaggggggaatgaaagaccee
acctgtaggtitageaagetagettaagtaacgecattttgcaagacatggaaaatacataactgagaatagagaagttcagatcaaggtta
ggaacagagagacageagaatatgggcraaacaggatatetgtggtaagcagttectgecceggetcagggecaagaacagatggioece
agatgeggtercgeectcageagttictagagaaccatcagatgtitccagggtgccccaaggaccigaaatgacectgtgectiatttgaact
aaccaatcagticgetictegettctgticgegegetictgeiccecgagetcaataaaagageccacaaccectcacteggegegecagtoct
ccgatagactgegtegeecgggtaccgatatcaccaactttgtacaaaaaagetgaacgatategecaccatgggcageacagecattetgs
cectgetgctggeagtgetgeagegegtatcagetGaagigeagatggtggaatetggegeeggactggtgcagectggeggatetetgaga
ctgagetgtgecgecagegectteaccticageaactacgecatgagetgagtacgecaggeccciggaaaaggectagaaiggptetacae
catcageggetctggoagaaccacctactacgeegatagegtgaagggecggticaccatetcecgggacaacagcaagaacacceetgtac
ctgcagatgaacagectgegggtggaagataccgecgtgtactactgegceaaggactggticagaageageagececgacgecticgaca
tctgegpecagggaacaaccgtgacegigtctgctpgcggagecpgatcaggcgacrgaggatcaggegeagacggaageggagcacett
cltacgtgctgacceageceectagegtatcagtggetectggacagacegecagaateaccigtggeggcaacaacateggecggaagate
glgcactggtateageagaggeccggacaggetecrgtgctcgtgatetactacgacaccgacagacctgeeggeateeccgagagattcag
cgeragcaacageggcaacatggecaceetgaccatcageacagtgggageeggcgacgaggecgactactacigteaagtatggpacac
cggeagegatcacgtggtatiigeaggeggraccaagetgacagigetgggecegegggecaactitgtatacaaaagttgeagegagage
aaglacggeecteectgececectigeectgececegagticetgggeggacceagegigiioctgiicccocceaageccaaggacaceciga
tgatcagecgpacccccgagptgacctgiptgptaptegacgtgicccagpaggaccccgaggtccagticaaciggtacgtggacgpegtyg
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Figura 118 {cont.)

gaggigcacaacgecaagaccaagececgagaggageagticaatageacctaccggeiggtgtecgtgatgaccgigeigeaccaggact
ggetgaacggcaaggaatacaagligtaaggtgtcraacaagggoctgeccageageategagaaaaccatcagraaggecaagggecag
cctegggagececaggtgtacacectgecocctagecaagaggagatgaccaagaatcaggtgtecctgacctgectggtgaagggeticta
ceccagegacategecgtggagtgggagagcaacggecagecegagaacaactacaagaccaceccecetgtgetggacagegacggeag
cttcttccigtacageaggetgacegtggacaagagocggtggcaggagggcaacgtetttagetgetecgtgatgeacgaggeecigeaca
accactacacccagaagagecetgteectgagectgggeaagatgticagatettgtgatatitacatetgggcacectiggecggaatctgegt
ggeecttctgetgtectigateatcacteteatetgetacggctecaccagegpetecggeaageceggetotggegagggetecaceagegge
gactacaaggacgacgatgacaagtaataggatateggticagettictigtacaaapttgegaticgagtiaattaagtiaacgaaticcec
cectetecctececceccectaacgttactggecgaagecgctiggaataaggeeggiatgcgtitgtetatatgttattticcaccatatigecg
tetittggeaatgtgagggeecggaaacctggoecigtctictigacgageattoctaggggtectticoectctegecaaaggaatgeaaggtct
gttgaatgteptgaaggaageagticcteiggaagcticttgaagacasacaacgtetgtagegaccotitgeaggeageggaacereecac
ctggepgacaggtgectetgeggecaaaagecacgigtataagatacacctgeaaaggeggeacaaccecagtgecacgttgigapttggata
gtigtggaaagagicaaatggetetecteaagegtaticaacasggggctgaaggatgeccagaaggtaceccatigtatgggatetgatetg
gegectegetgeacatgetttacatgtgtttagtegaggttaaaaaacgtetaggeccceegaaccacggggacgtggtittectttgaaaaac
acgatgataatatggccacaaccatpggagacagaageggcgeagectecectegaggaccatgetgageaagggegageagetgtica
ceggggtegtecccateciggtegagetggacggegacgtaaacggecacaagticagegtgiceggegagggegagagegatgccaccta
cggcaagetgacectgaagttcatetgeaceaccggeaagetgecegtgecctggeecaccetegigaccacectgacctacggegtgeagty
cttecagecgcetaceccgaccacatgaageageacgactictteaagtecgecatgeecgaaggetacgtecaggagegraccateticticaa
ggacgacggeaactacaagacccgegeegagetgaagiicgagggegacaceetggtgaaccgeategagetgaagggeategacttcaa
ggaggacggcaacatectggggeacaagetggagtacaactacaacagecacaacgictatateatggecgacaagcagaagaacggeat
caaggtgaacticaagatecgecacaacategaggacggeagegtgoagetegeegaccactaccageagaacaccoecateggegacgg
ccecgtgetgetgeccgacaaccactacctgagracceagtecgerctgageaaagaceccaacgagaagegegateacatggtectgeigg
agttegtgaccgregeegggatcactcteggeatgpacgagetgtacaagtaacgegteccgpgtctagagctageggtaceatgeattacgt
agtcgacgacttaattaagetagectagtgecatttgicagtggttcgtagggeiitcceecactgtttgactitcagttatatggatgatelgy
tattgggegceaagictgtacageatcttgagtcectitttaccgetgttaceaatittettttgtetitgggtatacatitaaaccctaacaaaac
anagagatggegtiacteictaaatttiatgpgttatgtcatiggatgtiatgggtectigecacaagaacacatcatacaaaaaatcaaaga
atgtiitagaaaacticctattaacaggectattgatigganagtatgtcaacgaatiptgggtcttttpgpttttactgecectiitacacaatgt
gpttatectgegttgatgecttigtatgeatgtaticaatctaageaggetitcactitctegecaactiacaaggecttictgtgtasacaatace
tgaacctitaccoegitgeecggeaacggccaggictgtgecaagtgtitgetgacgeaacececactggetggggcttggtcatgggecatea
gegeatgeglggaacctiticggetectetgocgatecatactgeggaactectagecgctipttttgetegeageaggictggageaaacatia
tcgggactgataactetgtigtectateccgeaaatatacategtttccatggetgetaggetgtgctgecaactggatectgegegggacgtee
tttgtttacgtcccgteggegcigaatectgeggacgacceticteggggtegetigggactetetcgtececticteegtetgeegticegaces
accacggggegcaccictetttacgeggacteccegictgtgecttcteatetgecggaccgtgtgeacttegettcaccictgeacgtegeatg
gagaccacegtgaacgeccaccaaatattgeccaaggtcttacataagaggactctiggactcteageaatgteaacgacegacctigagge
atacttcasagactgtttgtttaaagactgggaggagtiggeggaggagatiaggttaaaggtettigtactaggaggetgtaggeataaatt
ggtetgegeaccageaccatggegeaateactagageggegtacctttaagaccaatgacttacaaggeagctgtagatcttagecacttttt
anaagaanagggegeactggaagggctaaticactcccaacgaagacaagatetgetitttgetigtactgegtctcictggttagaccagat
ctgagcecigggagetctetggotaactagggaacceactgettaageeteaataaagetigecttgagigettcaagtagigtgtgecegtetg
ttgtgteactctggtaactagagateceteagacectittagtcagtgtgraaaatctctageagtagtagttcatgicatettattatteagtat
ttataacttgcaaagaaatgaatatcagagagtgagaggaacttgittatipcagcttataatggttacaaataaageaatageatcacaaat
ticacaaataaapgcattttiticactgeattctagttglpgtiigtccaaactcatcaatgtatctiateatgictggetctagetatecegecect
aactcegeecatecegecectaactecgeecagttecgeccaticteegecceatggetgactaatittitttatttatgeagaggecgaggeeg
gatcecttgagtpgetttcatectggageagactiigeagictgtggacigeaacacaacatigectttatptgtaacteitggetgaagcictta
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Figura 118 {cont.)

caccaatgetgggggacatgtaccteccaggggeccaggaagactacgggaggetacaccaacgicaateagaggggectgtgtagetace
gataageggaccetcangagggcattageaatagtatttataaggeeccetigttaatictigaagacgaaagggectegtgatacgectatt

tttataggttaatgicatgataataatggtitcttagacpteaggtggeactitteggggaaatgtgegeggaaccectatttgtttattitictaa
atacaticaaatatgtatecgetcatgagacaataacectgataaatgeticaataatatigaasaaaggaagagtatgagtatteaacattte

cgtgtegrectiaticectittttgeggeattttgecttcetgtitttgetcacecagaaacgetgptgaaagtaaaagatgctgaagatcagttg

ggtgcacgagtgggitacategaactggatetcaacagoggtaagatectigagagiittegeccegaagaacgttitceaatgatgageact
tttaaagtictgctatgtggegeggtattateecgtgtigacgeegggcaagageaacteggiegecgeatacactatictcagaatgacttgg

ttgagtactcaccagtcacagaaaageatcttacggatggeatgacagtaagagaattatgeagtgetgeecataaccatgagtgataacact
geggocaactiactictgacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgctittittgeacaacatgggggatcatgtaactegectigategt
tgggaaccggageigaatgaagrcataccaaacgacgagegtgacaccacgatgectgeageaatggeaacaacgtigegcaaactatta

actggegaactacttactctagetteceggeaacaatiaatagactggatggaggeggataaagtigeaggaccactictgegeteggecett
ceggetgectgptitattgetgataaatetggagecgptgagegtgggtetegeggtateatigeageactggggecagatggtaageectec

cgtategtagttatetacacgacggggagtcaggeaactatggatgaacgaaatagacagategctgagatagetgecteactgatiaagea
ttggtaactgteagaccaagtttactcatatatacttiagatigatttaaaacticattittaatitaaaaggatctaggtgaagatecttttigat
aatctcatgaccaaaatcectiaacgtgagttticgticcactgagegtcagaccceglagaanagatcaaaggatctictigagatectittt
tctgegegtaatetgetgetigeaaacaaaaaaaccaccgetaccageggtgptttptttgceggatcaagagetaccaacictitttcegaag
gtaactggcttcagcagagegeagataccasatacigtectictagtgtagecgtagttaggecaccacticaagaactcigtageacegect

acatacctegetctgetaatectgitaccagtggetgetaccagiggogataagtegtgteitaccgggttggactcaagacgatagttacegg

ataaggegeagegptegegoigaacggegagticgtgeacacageccagettggagegaacgacctacacegaactgagatacetacage

gtgageatigagaaagegecacgeticcegaagggagasaggeggacaggtatecggtaagoggcagggteggaacaggagagegeacy
agpgagcliccaggeggaaacgoctggtatctitatagtectgteggpittegecacctctgactigagegtegatitttptgatgetegteags

gggecggagectatggaaaaacgecageaacgeggectttttacggttectggectitigetggectititgaagetgteeetgatggtegteat
ctacctgectggacageatggeotgoaacgegggeatecegatgecgecggaagegagaagaatcataatggggaaggecatceageeteg
cgteg
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Figura 12
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Figura 138
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Figura 14A
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Figura 148
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Figura 164
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Figure 168
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Figura 17 (cont.)
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