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DESCRIPCION
Proceso para generar composiciones terapéuticas de células modificadas
Campo

La presente divulgacion proporciona métodos para la modificacién genética de linfocitos T, especificamente linfocitos
T CD4+ y opcionalmente linfocitos T CD8+, para usar en terapias con linfocitos T. Los métodos proporcionados
incluyen una o mas etapas para incubar las células en condiciones de estimulacién, introducir un polipéptido
recombinante en las células mediante transduccién o transfeccién, y cultivar las células en condiciones que promuevan
la proliferacién y/o expansién. La incubacion y/o el cultivo se realizan en presencia de IL-2, IL-7 e IL-15. En algunos
aspectos, los métodos proporcionados son medios eficaces, fiables para producir linfocitos T modificados
genéticamente con un alto grado de éxito.

Antecedentes

Existen varios métodos de terapia celular para tratar enfermedades y afecciones. Entre los métodos de terapia celular
se encuentran los que implican células inmunitarias, tales como linfocitos T, modificados genéticamente con un
receptor recombinante, tal como un receptor de antigeno quimérico. Es necesario mejorar los métodos de fabricacion
y/o modificacién genética de estas terapias celulares, incluyendo proporcionar un proceso mas eficiente y/o un
producto de composicién de células mejorado. Se proporcionan métodos que satisfacen tales necesidades.

El documento WO 2016/090369 A1 describe linfocitos T modificados con un receptor de antigeno quimérico dirigido a
Cs1.

Gargett and Brown (2015) Cytotherapy, vol. 17, n.° 4, paginas 487 - 495, describe cédmo diferentes citocinas y
condiciones de estimulacién influyen en la expansién y el fenotipo inmunitario de linfocitos T con receptor de antigeno
quimérico de tercera generacidn especifico del antigeno tumoral GD2.

El documento WO 2017/156479 A1 describe los receptores de antigeno quiméricos ROR1.
El documento WO 2018/191723 A1 describe métodos para evaluar la glicosilacién de la superficie celular.
Sumario

La presente invencién se define en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. La presente invencién proporciona un
método para producir una composicién de células modificadas genéticamente, comprendiendo el método:

(a) incubar, en condiciones de estimulaciéon, una composiciéon de entrada que comprende linfocitos T enriquecidos
con linfocitos T humanos primarios CD4+, comprendiendo dichas condiciones de estimulacion la presencia de:

(i) un reactivo estimulador, en donde el reactivo estimulador comprende un agente primario que se une
especificamente a un miembro de un complejo TCR, y comprende ademas un agente secundario que se une
especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T; y

(i) citocinas que comprenden IL-2, IL-7 e IL-15 humanas recombinantes, y

(iii) uno o mas antioxidantes;

generando asi una composicidén estimulada;

en donde la composicién de entrada comprende mas de o méas de aproximadamente el 70 %, mas de o mas de
aproximadamente el 75 %, méas de o0 mas de aproximadamente el 80 %, mas de 0 més de aproximadamente el 85
%, mas de o méas de aproximadamente el 90 %, mas de 0 mas de aproximadamente el 95 % o mas de o més de
aproximadamente el 98 % de linfocitos T humanos primarios CD4+; y/o la composicién de entrada consiste
esencialmente en linfocitos T humanos primarios CD4+;

(b) introducir un receptor recombinante en la composicién estimulada, generando asi una composicién modificada
genéticamente que comprende linfocitos T modificados genéticamente; y

(c) cultivar la composicién modificada genéticamente en condiciones que promuevan la proliferacién o la expansion
de las células modificadas genéticamente, produciendo asi una composicién de salida que comprende los linfocitos
T modificados genéticamente, y en donde:

el cultivo se realiza en presencia de citocinas que comprenden IL-2, IL-7 e IL15 humanas recombinantes;

el cultivo se realiza en presencia de un tensioactivo;

al menos una parte del cultivo se realiza con perfusion; y

el cultivo se realiza al menos hasta que la composicién de salida comprende un nimero umbral de linfocitos T.

En algunas realizaciones, i) la concentracién de IL-2 recombinante en la incubacién de la etapa (a) es de 10 Ul/ml a
200 Ul/ml, o de aproximadamente 10 Ul/ml a aproximadamente 200 Ul/ml; y/o ii) en donde la concentracion de IL-7
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en la incubacidn de la etapa (a) es de 100 Ul/ml a 1000 Ul/ml o de aproximadamente 100 Ul/ml a aproximadamente
1000 Ul/ml y/o la concentracién de IL-15 en la incubacién de la etapa (a) es de 1 Ul/ml a 50 Ul/ml o de
aproximadamente 1 Ul/ml a aproximadamente 50 Ul/ml.

En algunas realizaciones, el agente primario que se une especificamente a un miembro de un complejo TCR se une
especificamente a CD3; opcionalmente en donde: i) el agente secundario que se une especificamente a una molécula
coestimuladora de linfocitos T se une especificamente a una molécula coestimuladora seleccionada de CD28,
CD137(4-1-BB), OX40 o ICOS; y/o ii) los agentes primarios y/o secundarios comprenden un anticuerpo, opcionalmente
en donde: el reactivo estimulador comprende la incubacién con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, o
un fragmento de unién a antigeno de los mismos.

En algunas realizaciones, el agente primario y/o el agente secundario estan presentes en la superficie de un soporte
sélido; opcionalmente, en donde el soporte sélido es 0 comprende una perla; opcionalmente en donde ademas: i) la
proporcion entre perlas y células es menos de 0 menos de aproximadamente 3:1; y/o ii) la proporcidn entre perlas y
células es de 2:1 a 0,5:1, o de aproximadamente 2:1 a aproximadamente 0,5:1; y/o iii) la proporcién entre perlas y
células es de 1:1 aproximadamente.

En algunas realizaciones, i) el uno o mas antioxidantes comprenden un antioxidante que contiene azufre; y/o ii) el uno
0 mas antioxidantes comprenden un precursor del glutatién; y/o iii) el uno o mas antioxidantes comprenden N-acetil
cisteina (NAC), opcionalmente en donde: la NAC esta en una concentracién de 0,2 mg/ml a 2,0 mg/ml, o de
aproximadamente 0,2 mg/ml a aproximadamente 2,0 mg/ml.

En algunas realizaciones, la introduccién comprende transducir células de la composicién estimulada con un vector
virico que comprende un polinucleétido que codifica el receptor recombinante; opcionalmente en donde: i) el vector
virico es un vector retrovirico; y/o ii) el vector virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico; y/o iii) la
introduccién se lleva a cabo en presencia de un adyuvante de la transduccién; opcionalmente, en donde el adyuvante
de la transduccién es o comprende: a) sulfato de protamina, opcionalmente de 1 pg/ml a 50 pg/ml o de
aproximadamente 1 pg/ml a aproximadamente 50 ug/ml de sulfato de protamina; b) un adyuvante de la transduccién
derivado de la fibronectina; y/o c¢) RetroNectin.

En algunas realizaciones, el reactivo estimulador se elimina de la composicién modificada genéticamente antes del
cultivo; opcionalmente en donde: i) el reactivo estimulador se elimina en un plazo igual o inferior a 7 dias después del
inicio de la incubacién; y/o ii) el reactivo estimulador se elimina de 3 a 6 dias o de aproximadamente 3 a
aproximadamente 6 dias después del inicio de la incubacién; y/o iii) el reactivo estimulador se elimina a o
aproximadamente los 4 dias después del inicio de la incubacién; y/o iv) la eliminacién de las perlas comprende la
exposicidn de las células de la composicidén modificada genéticamente a un campo magnético.

En algunas realizaciones, la concentracién de IL-2 en el cultivo de la etapa (c) es de 50 Ul/ml a 500 Ul/ml o de
aproximadamente 50 Ul/ml a aproximadamente 500 Ul/ml; y/o en donde la concentracién de IL-7 en el cultivo de la
etapa (c) es de 500 Ul/ml a 2000 Ul/ml o de aproximadamente 500 Ul/ml a aproximadamente 2000 Ul/ml; y/o la
concentracién de IL-15 en el cultivo de la etapa (c) es de 5 Ul/ml a 50 Ul/ml o de aproximadamente 5 Ul/ml a
aproximadamente 50 Ul/ml.

En algunas realizaciones, i) al menos una parte del cultivo en la etapa (c) se realiza con mezcla continua; y/o ii) el
cultivo en la etapa (c) se lleva a cabo en presencia de un tensioactivo que comprende un poloxamero, opcionalmente,
en donde el poloxamero esté presente en una concentracidén de 0,5 pl/ml a 5 pl/ml o de aproximadamente 0,5 pl/ml a
aproximadamente 5 pl/ml; opcionalmente, el poloxamero es el Poloxamero 188.

En algunas realizaciones, i) el cultivo en la etapa (c) se continla durante al menos un dia después de alcanzar el
ndmero umbral de linfocitos T, y/o ii) el nimero umbral de linfocitos T es al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos
4 veces, al menos 5 veces 0 mas mayor que el nimero de la composicién de células modificadas genéticamente antes
del cultivo; y/o iii) el cultivo en la etapa (c) se realiza durante 2 dias a 10 dias inclusive.

En algunas realizaciones, después del cultivo de la etapa (c), el método comprende ademés la recogida de células de
la composicién de salida; opcionalmente en donde: i) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida
de células de la composicién de salida es de 7 dias a 15 dias o de aproximadamente 7 dias a aproximadamente 15
dias; y/o ii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la composicién de salida
es de 9 dias a 13 dias o de aproximadamente 9 dias a aproximadamente 13 dias; y/o iii) el tiempo transcurrido entre
el inicio de la incubacién y la recogida de células de la composicién de salida es de 8 dias a 13 dias o de
aproximadamente 8 dias a aproximadamente 13 dias.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas la formulacién de células de la composicién de salida para
su crioconservacién y/o administracién a un sujeto, opcionalmente en presencia de un excipiente farmacéuticamente
aceptable; opcionalmente en donde: las células de la composicion de salida se formulan en presencia de un
crioprotector; opcionalmente, el crioprotector comprende DMSO.
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En algunas realizaciones, el método comprende ademas aislar los linfocitos CD4+ de una muestra biolégica antes de
la incubacién; opcionalmente en donde: i) el aislamiento comprende, seleccionar células en funcién de la expresion
superficial de CD4, opcionalmente mediante seleccién positiva o negativa; y/o ii) el aislamiento comprende llevar a
cabo una seleccion basada en la inmunoafinidad.

En algunas realizaciones, i) la muestra biolégica comprende linfocitos T primarios obtenidos de un sujeto;
opcionalmente en donde el sujeto es un sujeto humano; o ii) la muestra biolégica es o comprende una muestra de
sangre total, una muestra de capa leucocitaria, una muestra de células mononucleares de sangre periférica (CMSP),
una muestra de linfocitos T sin fraccionar, una muestra de linfocitos, una muestra de glébulos blancos, un producto de
aféresis o un producto de leucocitaféresis.

En algunas realizaciones, el receptor recombinante es capaz de unirse a un antigeno diana asociado a, especifico de
y/o expresado en una célula o tejido de una enfermedad, de un trastorno o de una afeccién; opcionalmente en donde:
i) la enfermedad, trastorno o afeccién es una enfermedad o trastorno infeccioso, una enfermedad autoinmunitaria, una
enfermedad inflamatoria, un tumor o un cancer; y/o ii) el antigeno diana es un antigeno tumoral; y/o iii) el antigeno
diana se selecciona de 5T4, 8H9, avb6 integrina, B7-H6, antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), CA9, un
antigeno de cancer testicular, anhidrasa carbénica 9 (CAIX), CCL-1, CD19, CD20, CD22, CEA, antigeno de superficie
de la hepatitis B, CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123, CD138, CD171, antigeno
carcinoembrionario (CEA), CE7, una ciclina, ciclina A2, c-Met, antigeno doble, EGFR, glucoproteina 2 epitelial (EPG-
2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), EPHa2, ephrinB2, erb-B2, erb-B3, erb-B4, dimeros erbB, EGFR vllI, receptor
de estrégenos, AchR fetal, receptor alfa de folato, proteina fijadora de folato (FBP), FCRLS5, FCRHS, receptor de
acetilcolina fetal, G250/CAIX, GD2, GD3, gp100, receptor 5D acoplado a proteina G (GPCR5D), Her2/neu (receptor
tirosina quinasa erbB2), HMW-MAA, IL-22R-alfa, receptor IL-13 alfa 2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercidn
de la quinasa (kdr), cadena ligera kappa, Lewis Y, molécula de adhesién de células L1 (L1-CAM), antigeno asociado
a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-A8, MART-1, mesotelina, CMV murina, mucina 1 (MUC1), MUC186,
NCAM, NKG2D, ligandos de NKG2D, NY-ESO-1, GD2 O-acetilado (OGD2), antigeno oncofetal, antigeno
preferentemente expresado del melanoma (PRAME), PSCA, receptor de progesterona, survivina, ROR1, TAG72,
tEGFR, receptores de VEGF, VEGF-R2, proteina del tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégenos
y un antigeno asociado a una etiqueta universal.

En algunas realizaciones, i) el receptor recombinante es o0 comprende un receptor de antigeno no TCR funcional o un
TCR o fragmento de unidén a antigeno de los mismos; y/o ii) el receptor recombinante es un receptor de antigeno
quimérico (CAR); y/o iii) el receptor recombinante es un CAR anti-CD19.

En algunas realizaciones, el método se realiza en menos de 21 dias, ambos inclusive.

En algunas realizaciones, la composicién de entrada es una primera composicién de entrada que comprende linfocitos
T enriquecidos con linfocitos T humanos primarios CD4+, y la composicién estimulada es una primera composicién
estimulada, en donde el método comprende, ademas: (d) incubar por separado, en condiciones de estimulacién, una
segunda composicién de entrada que comprende linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos primarios CD8+,
en donde: la segunda composiciéon de entrada comprende mas de aproximadamente el 70 %, mas de o mas de
aproximadamente el 75 %, méas de o méas de aproximadamente el 80 %, més de o0 més de aproximadamente el 85 %,
méas de o mas de aproximadamente el 90 %, mas de o mas de aproximadamente el 95 % o mas de o mas de
aproximadamente el 98 % de linfocitos T humanos primarios CD8+; y/o la segunda composicién de entrada consiste
esencialmente en linfocitos T humanos primarios CD8+; y los linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos
primarios CD8+ se aislan de la misma muestra biolégica que los linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos
primarios CD4+; y las condiciones de estimulacién comprenden la presencia de (i) un reactivo estimulador que
comprende un agente primario que se une especificamente a un miembro de un complejo TCR y que comprende
ademas un agente secundario que se une especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T y (ii) una o
méas citocinas, generando asi una segunda composicién estimulada; y (e) introducir un receptor recombinante en la
segunda composiciéon estimulada, generando asi una segunda composicion modificada genéticamente que
comprende linfocitos T modificados genéticamente; y (f) cultivar la segunda composicién modificada genéticamente
en condiciones que promuevan la proliferacién o la expansién de las células modificadas genéticamente, produciendo
asi una segunda composicién de salida que comprende los linfocitos T modificados genéticamente.

En algunas realizaciones, las una o mas citocinas utilizadas para las condiciones de estimulacién de la segunda
composicién de entrada se seleccionan de IL-2 recombinante e IL-15 recombinante, opcionalmente en donde: i) la
concentracion de |L-2 recombinante es de 10 Ul/ml a 200 Ul/ml; y/o ii) la concentracién de IL-15 recombinante es de
1 Ul/ml a 25 Ul/ml.

En algunas realizaciones, introducir un receptor recombinante en la segunda composicién estimulada comprende
transducir células de la segunda composicién estimulada con un vector virico que comprende un polinucleétido que
codifica el receptor recombinante, opcionalmente en donde: i) el vector virico es un vector retrovirico; y/o ii) el vector
virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico; y/o iii) la introduccidn se lleva a cabo en presencia de un
adyuvante de la transduccién.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 361 T3

En algunas realizaciones, el cultivo de la segunda composicién modificada genéticamente se realiza al menos hasta
que la segunda composicién de salida incluye un nimero umbral de linfocitos T, opcionalmente en donde: i) el cultivo
de la segunda composicién modificada genéticamente se continta durante al menos un dia después de alcanzar el
namero umbral de linfocitos T; y/o ii) el nUmero umbral es al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al
menos 5 veces 0 mas mayor que el nimero de la segunda composicién de células modificadas genéticamente antes
de cultivar la segunda composicién modificada genéticamente.

En algunas realizaciones, después de cultivar la segunda composicion modificada genéticamente, el método
comprende ademas la recogida de células de la segunda composicién de salida; opcionalmente en donde: i) el tiempo
transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la segunda composicién de salida es de 7 dias
a 15 dias o de aproximadamente 7 dias a aproximadamente 15 dias; y/o ii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la
incubacion y la recogida de células de la segunda composicidn de salida es de 9 dias a 13 dias o de aproximadamente
9 dias a aproximadamente 13 dias; y/o iii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células
de la segunda composicién de salida es de 8 dias a 13 dias 0 de aproximadamente 8 dias a aproximadamente 13
dias.

En algunas realizaciones, el método comprende ademas formular células de la segunda composicidén de salida para
su crioconservacién y/o administracién a un sujeto, opcionalmente en presencia de un excipiente farmacéuticamente
aceptable; opcionalmente, en donde las células de la segunda composicién de salida se formulan en presencia de un
crioprotector; opcionalmente, el crioprotector comprende DMSO.

En algunas realizaciones, el receptor recombinante que se introduce en la segunda composicién estimulada es el
mismo receptor recombinante, opcionalmente el CAR, opcionalmente el CAR anti-CD19, que se introduce en la
primera composicidén estimulada.

En algunas realizaciones, la segunda composiciéon de salida que comprende el nimero umbral o nimero mayor de
células se produce entre mas de o0 més de aproximadamente el 85 %, mas de o mas de aproximadamente el 90 % o
més de o0 més de aproximadamente el 95 % de las iteraciones del método.

En algunas realizaciones, el método se realiza en menos de 21 dias, ambos inclusive.

En algunas realizaciones, la concentracién de IL-2 recombinante es de 10 Ul/ml a 200 Ul/ml o de aproximadamente
10 a aproximadamente 200 Ul/ml. En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento,
la concentracion de IL-7 es de 100 Ul/ml a 1000 Ul/ml o de aproximadamente 100 Ul/ml a aproximadamente 1000
Ul/ml y/o la concentracién de IL-15 es de 1 Ul/ml a 50 Ul/ml o de aproximadamente 1 Ul/ml a aproximadamente 50
Ul/ml.

En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, el reactivo estimulador incluye
un agente primario que se une especificamente a CD3. En algunas realizaciones, el reactivo estimulador incluye
ademés un agente secundario que se une especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T, en donde
la molécula coestimuladora se selecciona entre CD28, CD137(4-1-BB), OX40 o ICOS. En algunas realizaciones de
los métodos proporcionados en el presente documento, los agentes primarios y/o secundarios incluyen un anticuerpo,
opcionalmente, en donde el reactivo estimulador incluye la incubacién con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo
anti-CD28, o un fragmento de unién a antigeno de los mismos. En algunas realizaciones, el agente primario y/o el
agente secundario estan presentes en la superficie de un soporte sélido.

En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, el soporte sélido es o incluye una
perla. En algunas realizaciones, la perla tiene un didmetro superior a o superior a aproximadamente 3,5 um pero no
més de aproximadamente 9 pm o no mas de aproximadamente 8 um o no mas de aproximadamente 7 um o no mas
de aproximadamente 6 pm o no méas de aproximadamente 5 pm. En algunas realizaciones, la perla tiene un diametro
de o aproximadamente 4,5 pm. En algunas realizaciones, la perla es inerte. En algunas realizaciones, la perla es o
incluye una superficie de poliestireno. En algunas realizaciones, la perla es magnética o superparamagnética. En
algunas realizaciones, la proporcién entre perlas y células es inferior a 3:1 o inferior a aproximadamente 3:1. En
algunas realizaciones, la proporcidn entre perlas y células es de 2:1 a 0,51 o de aproximadamente 2:1 a
aproximadamente 0,5:1. En algunas realizaciones, la proporcidn entre perlas y células es de o aproximadamente 1:1.

En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, el uno o mas antioxidantes
incluyen un antioxidante que contiene azufre. En algunas realizaciones, el uno o mas antioxidantes incluyen un
precursor del glutatién. En algunas realizaciones, el uno o mas antioxidantes incluyen N-acetil cisteina (NAC),
opcionalmente, con una concentracion de NAC de 0,2 mg/ml a 2,0 mg/ml o de aproximadamente 0,2 mg/ml a
aproximadamente 2,0 mg/ml.

En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, la introduccién incluye transducir
células de la composicién estimulada con un vector virico que contiene un polinucledtido que codifica el receptor
recombinante. En algunas realizaciones, el vector virico es un vector retrovirico. En algunas realizaciones, el vector
virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico. En algunas realizaciones de los métodos proporcionados
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en el presente documento, la introduccidn se lleva a cabo en presencia de un adyuvante de la transduccién. En algunas
realizaciones, el adyuvante de la transduccién es o comprende sulfato de protamina, opcionalmente de 1 ug/ml a 50
Hg/ml o de aproximadamente 1 pg/ml a aproximadamente 50 pg/ml de sulfato de protamina; un adyuvante de la
transduccién derivado de la fibronectina; y/o RetroNectin. En otras realizaciones de los métodos proporcionados en el
presente documento, la introduccién incluye transfectar las células de la composicién estimulada con un vector que
contiene un polinucleétido que codifica el receptor recombinante. En algunas realizaciones, el vector es un transposén,
opcionalmente un transposén Bella Durmiente (SB) o un transposén PiggyBac.

En algunas realizaciones, el reactivo estimulador se elimina de la composicién modificada genéticamente antes del
cultivo.

En algunas realizaciones, el agente estimulador se elimina en un plazo igual o inferior a 7 dias después del inicio de
la incubacién. En algunas realizaciones, el reactivo estimulador se elimina de 3 a 6 dias o0 de aproximadamente 3 a
aproximadamente 6 dias después del inicio de la incubacidén. En algunas realizaciones, el reactivo estimulador se
elimina a o aproximadamente los 4 dias después del inicio de la incubacién. En algunas realizaciones, la eliminacién
de las perlas incluye la exposicién de las células de la composicién modificada genéticamente a un campo magnético.

En algunas realizaciones, la proliferacidén o la expansién tiene como resultado un aumento de, aproximadamente, o al
menos 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 0 superior a 5 veces el nimero de linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente con un receptor recombinante.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, la composicién de
células modificadas genéticamente incluye mas de aproximadamente el 70 %, més de o més de aproximadamente el
75 %, mas de o0 mas de aproximadamente el 80 %, més de o mas de aproximadamente el 85 %, més de 0 méas de
aproximadamente el 90 %, mas de o0 més de aproximadamente el 95 % o més de o0 mas de aproximadamente el 98
% de linfocitos T humanos primarios CD4+ o linfocitos CD4+ que expresan el receptor recombinante; y/o la
composicién de células modificadas genéticamente consiste esencialmente en linfocitos T humanos primarios CD4+.
En algunas realizaciones de los métodos proporcionados en el presente documento, la concentracién de IL-2
recombinante es de 50 Ul/ml a 500 Ul/ml o de aproximadamente 50 Ul/ml a aproximadamente 500 Ul/ml. En algunas
realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, la concentracién de IL-7 es de
500 Ul/ml a 2000 Ul/ml o de aproximadamente 500 Ul/ml a aproximadamente 2000 Ul/ml y/o la concentracién de IL-
15 es de 5 Ul/ml a 50 Ul/ml o de aproximadamente 5 Ul/ml a aproximadamente 50 Ul/ml.

En algunas realizaciones, al menos una parte del cultivo se realiza con mezcla continua.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el tensioactivo
incluye un poloxamero, opcionalmente, en donde el poloxamero esta presente en una concentracién de 0,5 pl/ml a
5 pl/ml o de aproximadamente 0,5 pl/ml a aproximadamente 5 pl/ml. En algunas realizaciones, el poloxdmero es el
poloxamero 188.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, la composicién de
células modificadas genéticamente no incluye un reactivo estimulador y/o el reactivo estimulador se ha eliminado
sustancialmente de la composicién antes del cultivo, conteniendo dicho reactivo estimulador un reactivo capaz de
activar uno o mas dominios de sefializacién intracelular de uno o mas componentes de un complejo TCR y/o uno o
mas dominios de sefializacion intracelular de una o mas moléculas coestimuladoras.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el cultivo se realiza
al menos hasta que la composicién de salida incluye un nimero umbral de linfocitos T. En algunas realizaciones, el
cultivo se continlia durante al menos un dia después de que se alcance el numero umbral de linfocitos T. En algunas
realizaciones, el nimero umbral es al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces 0 mas
superior al nimero de la composicién de células modificadas genéticamente antes del cultivo. En algunas realizaciones
de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el cultivo se realiza durante 2 dias a 10 dias
inclusive, y/o el cultivo se realiza durante al menos 10 dias. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos
proporcionados en el presente documento, después del cultivo, recogida de las células colectoras de la composicion
de salida. En algunas realizaciones, el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de
la composicién de salida es de 7 dias a 15 dias o de aproximadamente 7 dias a aproximadamente 15 dias. En algunas
realizaciones, el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la composicién de
salida es de 9 dias a 13 dias o de aproximadamente 9 dias a aproximadamente 13 dias. En algunas realizaciones, el
tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la composicién de salida es de 8 dias a
13 dias o de aproximadamente 8 dias a aproximadamente 13 dias.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el método implica
ademas formular células de la composicién de salida para su crioconservacién y/o administracién a un sujeto,
opcionalmente en presencia de un excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, las células de
la composiciéon de salida se formulan en presencia de un crioprotector. En algunas realizaciones, el crioprotector
incluye DMSO. En algunas realizaciones, las células de la composicién de salida se formulan en un recipiente,
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opcionalmente un vial o una bolsa.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el método implica
ademas aislar los linfocitos T CD4+ y/o CD8+ de una muestra biolégica antes de la incubacién. En algunas
realizaciones, el aislamiento incluye la seleccién de células en funcién de la expresién superficial de CD4 y/o CDS8,
opcionalmente mediante seleccién positiva 0 negativa. En algunas realizaciones, el aislamiento incluye llevar a cabo
la seleccién por inmunoafinidad. En algunas realizaciones, la muestra biol6gica incluye linfocitos T primarios obtenidos
de un sujeto. En algunas realizaciones, el sujeto es un sujeto humano. En algunas realizaciones, la muestra biol6gica
es o incluye una muestra de sangre total, una muestra de capa leucocitaria, una muestra de células mononucleares
de sangre periférica (CMSP), una muestra de linfocitos T sin fraccionar, una muestra de linfocitos, una muestra de
glébulos blancos, un producto de aféresis o un producto de leucocitaféresis.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el receptor
recombinante es capaz de unirse a un antigeno diana asociado a, especifico de y/o expresado en una célula o tejido
de una enfermedad, de un trastorno o de una afeccién. En algunas realizaciones, la enfermedad, trastorno o afeccién
es una enfermedad o trastorno infeccioso, una enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, un tumor o
un cancer. En algunas realizaciones, el antigeno diana es un antigeno tumoral. En algunas realizaciones, el antigeno
diana se selecciona de 5T4, 8H9, avb6 integrina, B7-H6, antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), CA9, un
antigeno de cancer testicular, anhidrasa carbénica 9 (CAIX), CCL-1, CD19, CD20, CD22, CEA, antigeno de superficie
de la hepatitis B, CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123, CD138, CD171, antigeno
carcinoembrionario (CEA), CE7, una ciclina, ciclina A2, c-Met, antigeno doble, EGFR, glucoproteina 2 epitelial (EPG-
2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), EPHa2, ephrinB2, erb-B2, erb-B3, erb-B4, dimeros erbB, EGFR vllI, receptor
de estrégenos, AchR fetal, receptor alfa de folato, proteina fijadora de folato (FBP), FCRLS5, FCRHS, receptor de
acetilcolina fetal, G250/CAIX, GD2, GD3, gp100, receptor 5D acoplado a proteina G (GPCR5D), Her2/neu (receptor
tirosina quinasa erbB2), HMW-MAA, IL-22R-alfa, receptor IL-13 alfa 2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién
de la quinasa (kdr), cadena ligera kappa, Lewis Y, molécula de adhesién de células L1 (L1-CAM), antigeno asociado
a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-A8, MART-1, mesotelina, CMV murina, mucina 1 (MUC1), MUC186,
NCAM, NKG2D, ligandos de NKG2D, NY-ESO-1, GD2 O-acetilado (OGD2), antigeno oncofetal, antigeno
preferentemente expresado del melanoma (PRAME), PSCA, receptor de progesterona, survivina, ROR1, TAG72,
tEGFR, receptores de VEGF, VEGF-R2, proteina del tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégenos
y un antigeno asociado a una etiqueta universal.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el receptor
recombinante es o incluye un receptor de antigeno no TCR funcional o un TCR o fragmento de unién a antigeno de
los mismos. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el
receptor recombinante es un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunas realizaciones de cualquiera de los
métodos proporcionados en el presente documento, el receptor recombinante es un CAR anti-CD19. En algunas
realizaciones, el receptor de antigeno quimérico incluye un dominio extracelular que contiene un dominio de unién a
antigeno. En algunas realizaciones, el dominio de unién a antigeno es o incluye un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo del mismo, que es opcionalmente un fragmento de cadena sencilla. En algunas realizaciones, el fragmento
incluye regiones variables de anticuerpos unidas por un enlazador flexible. En algunas realizaciones, el fragmento
incluye un scFv.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el receptor de
antigeno quimérico incluye ademas un espaciador y/o una regién bisagra. En algunas realizaciones, el receptor de
antigeno quimérico incluye una regién de sefalizacién intracelular. En algunas realizaciones, la region de sefializacién
intracelular incluye un dominio de sefalizacién intracelular. En algunas realizaciones, el dominio de sefializacioén
intracelular es o incluye un dominio de sefializacién primario, un dominio de sefializacién capaz de inducir una sefial
de activacién primaria en un linfocito T, un dominio de sefalizacion de un componente del receptor de linfocitos T
(TCR), y/o un dominio de sefializacién que contiene un motivo de activacién del inmunorreceptor basado en tirosina
(ITAM). En algunas realizaciones, el dominio de sefializacién intracelular es o incluye un dominio de sefalizacién
intracelular de una cadena CD3, opcionalmente una cadena CD3-zeta (CD3(), o una porciéon de sefializacién de la
misma.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, el receptor de
antigeno quimérico incluye ademas un dominio transmembrana dispuesto entre el dominio extracelular y la regién de
sefializacién intracelular. En algunas realizaciones, la regién de sefializacién intracelular incluye ademés una regién
de seflalizacidén coestimuladora. En algunas realizaciones, la regién de sefalizacidén coestimuladora incluye un dominio
de sefalizacidn intracelular de una molécula coestimuladora de linfocitos T o una porcidén de sefializacidén de la misma.
En algunas realizaciones, la regién de sefializacién coestimuladora incluye un dominio de sefializacién intracelular de
un CD28, un 4-1BB o un ICOS o una porcidén de sefializacion de los mismos. En algunas realizaciones, la regién de
sefializacién coestimuladora se encuentra entre el dominio transmembrana y la regién de sefializacién intracelular.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos proporcionados en el presente documento, la composicién de
salida que contiene el nUmero umbral 0 nimero mayor de células se produce entre més de o méas de aproximadamente
el 85 % més de 0 méas de aproximadamente el 90 % o méas de o0 mas de aproximadamente el 95 % de las iteraciones
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del método. En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el método se
realiza en menos de 21 dias, ambos inclusive.

En algunas realizaciones, la composicidén incluye ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas
realizaciones, la composicién incluye un crioprotector, opcionalmente DMSO.

En algunas realizaciones, la composicibn de salida es una composicién de linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente.

En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos descritos en el presente documento, el método se realiza en
menos de 21 dias, ambos inclusive.

Breve descripcién de los dibujos

La Figura 1 muestra un grafico que muestra los recuentos celulares totales de las composiciones de linfocitos
CD4+ (simbolos en negro) y CD8+ (simbolos en blanco) obtenidos de la misma muestra de leucocitaféresis
medidos en diferentes puntos temporales durante la estimulacién, transduccién y expansién de las células durante
los procesos alternativos (triangulos) e ilustrativos (circulos) para generar células que expresan el receptor de
antigeno quimérico (CAR) anti-CD19 descrito en el Ejemplo 1. La linea horizontal discontinua indica el umbral de
recuento de células necesario para cumplir los criterios de cosecha.

Las Figuras 2A-2D muestran el recuento de células viables (RCV; x 10° células/ml) y la viabilidad celular (%),
evaluados mediante monitorizacién continua por DHM diferencial (linea "continua") o muestreo manual ("manual”,
puntos, en linfocitos CD4+ del Donante 1 del Experimento 1 (Figura 2A), Experimento 1 Donante 2 (Figura 2B) o
Experimento 2 Donante 3 (Figura 2C), o linfocitos CD8+ del Experimento 2 Donante 3 (Figura 2D). Los paneles
superiores muestran las mediciones de cada uno, los paneles inferiores muestran el analisis de regresién lineal y
el R? y la pendiente (s), para comparar la monitorizacién continua y el muestreo manual.

La Figura 3 representa el recuento de células viables (RCV; x 108 células/ml) y la viabilidad celular (%), evaluados
mediante monitorizacidén continua por DHM diferencial, en un proceso de expansién automatizado en comparacién
con un proceso de expansién manual.

Descripcion detallada

En algunos de los casos divulgados en el presente documento se describen realizaciones de la invencién. Las
referencias en el presente documento a métodos de tratamiento que utilizan productos se refieren a dichos productos
para su uso en dichos métodos de tratamiento. En el presente documento se divulgan métodos para generar o producir
composiciones de células modificadas genéticamente, tales como linfocitos T CD4+ y/o CD8+ modificados
genéticamente, que expresan un receptor recombinante. En casos particulares, los métodos se utilizan con relacién a
un proceso que incluye la incubacién de células en condiciones de estimulacion; células modificadas genéticamente,
p. €j., introduciendo un polinucleétido que codifica un receptor recombinante, y/o cultivando las células modificadas
genéticamente en condiciones que promuevan la proliferacién y/o expansién celular. En algunos casos, las células
son una composicién de células enriquecidas en linfocitos T CD4+ (en lo sucesivo también denominada composicién
de linfocitos T CD4+ enriquecidos). En algunos casos, las células son una composiciéon de células enriquecidas en
linfocitos T CD8+ (en lo sucesivo también denominada composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos). En algunos
casos, los métodos se llevan a cabo para generar o producir dos o distintas composiciones de linfocitos T modificados
genéticamente, en los que cada uno de ellos estd modificado genéticamente con el mismo receptor recombinante
procedente de células de la misma muestra biolégica (p. ej., del mismo sujeto), tal como incubando por separado,
modificacién genética y cultivo de composiciones separadas de linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+.

Existen diferentes procesos para generar poblaciones de linfocitos T modificados genéticamente, incluso para generar
linfocitos T modificados genéticamente que expresen un receptor de antigeno quimérico. Sin embargo, en algunos
casos, algunos de estos procesos pueden requerir mucho o relativamente mucho tiempo para generar las células
modificadas genéticamente. En algunos casos, algunos de los procesos existentes pueden variar en cuanto al tiempo
requerido para generar linfocitos T modificados genéticamente a partir de muestras obtenidas de diferentes sujetos.
Por ejemplo, en algunos casos, el mismo proceso puede requerir 5, 6, 7 0 mas dias para generar células modificadas
genéticamente para un sujeto que para otro sujeto. En determinados casos, algunos de los procesos pueden variar
en su capacidad para generar con éxito células modificadas genéticamente adecuadas para la terapia a partir de
diferentes sujetos. En casos particulares, la variabilidad y/o la falta de previsibilidad de algunos procesos pueden
plantear problemas a los médicos, por ejemplo, como la dificultad para determinar si una terapia celular puede
producirse para un sujeto dado, o por ejemplo, dificultad para planificar o coordinar la administracién de una terapia
celular cuando se desconoce el momento de su disponibilidad.

Los casos divulgados abordan una o mas de estas cuestiones. En casos particulares, los métodos divulgados generan
linfocitos T modificados genéticamente adecuadas para la terapia, p. €., terapia de células autélogas, en poco o
relativamente poco tiempo en comparacién con algunos procesos existentes. Por otro lado, en algunos casos, los
métodos divulgados dan como resultado un producto mas constante y menos variable, en términos del tiempo
requerido para producir células modificadas genéticamente a partir de muestras recogidas entre diferentes sujetos. En
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casos particulares, los métodos divulgados son capaces de generar con éxito linfocitos T modificados genéticamente
adecuados para la terapia celular a partir de una elevada proporcién de sujetos. Por lo tanto, en determinados casos,
los métodos descritos en el presente documento proporcionan un medio relativamente répido y eficaz para generar
linfocitos T modificados genéticamente para terapias. Estos rasgos distintivos pueden permitir que mas sujetos
potenciales sean tratados con terapias de linfocitos T, tales como las terapias con linfocitos T autélogos, y puede
mejorar algunas de las dificultades asociadas a la planificacién y coordinacién de la terapia celular para un sujeto.

En algunos casos, los procesos divulgados acortan la duracién de la expansién y/o son capaces de generar producto
dentro de una ventana de duracién mas estrecha en comparacién con otros productos, en una gama mas amplia de
muestras de partida (incluidas aquellas en las que, de otro modo, no se alcanzarian los umbrales de cosecha) y, en
algunos casos, puede reducir los fallos debidos a una mala expansién celular.

En determinados casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a un proceso de generacidén de linfocitos T
CD4+ modificados genéticamente que expresan un receptor recombinante, p. ej., un receptor de antigeno quimérico.
En casos particulares, los linfocitos T CD4+ se incuban y/o cultivan en presencia de IL-2 recombinante. Generalmente,
los procesos alternativos para generar linfocitos T CD4+ modificados genéticamente no implican nirequieren la adicién
de IL-2 recombinante con linfocitos T CD4+ porque, en algunos casos, se entiende por lo general que los linfocitos T
CD4+ cultivados producen y/o secretan IL-2. Sin embargo, sin desear quedar ligados a teoria alguna, algunos casos
contemplan que los linfocitos T CD4+ derivados de algunos pacientes, tales como sujetos enfermos y/o sujetos cuyos
linfocitos T contienen uno o mas rasgos distintivos asociados a células no sanas, no producen ni secretan IL-2 en
cantidades suficientes. En determinados casos, dichos linfocitos T CD4+ no creceran, proliferaran y/o expandiran sin
suplementacién de IL-2 recombinante. Por lo tanto, en determinados casos, mediante la inclusién de IL-2 recombinante
en el proceso de cultivo y modificacion genética de linfocitos T CD4+, los métodos divulgados amplian el conjunto de
sujetos que pueden proporcionar linfocitos T CD4+ que pueden ser modificados genéticamente y, por tanto, amplian
el conjunto de sujetos que pueden ser tratados con una terapia celular autbdloga que contenga linfocitos T CD4+
modificados genéticamente.

En determinados casos, las células se incuban en condiciones de estimulacién con un reactivo estimulador, p. ej., una
perla conjugada con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, antes de la modificacién genética, p. ej., transduccién o
transfeccién, de las células. En algunos casos, el reactivo estimulador se separa o se elimina de las células antes del
inicio de la etapa de cultivo y en un plazo de 7 dias o antes, p. €j., a 0 a aproximadamente los 4 0 5 dias, después del
inicio 0 comienzo de la incubacién. Casos particulares contemplan que cuando el reactivo estimulador es eliminado o
separado de las células en un momento anterior del proceso, entonces las células tienen una supervivencia mejorada
y experimentaran una proliferacién y/o expansién méas robusta durante la etapa de cultivo que las células que se
cultivan en procesos alternativos que o bien no separan o eliminan el reactivo estimulador o lo hacen en un momento
posterior durante el proceso. En dichos casos, las células cultivadas alcanzan un recuento celular objetivo o umbral,
densidad, y/o expansién mas rapida que las células que se cultivan en los procesos alternativos. Por lo tanto, en
algunos casos, la eliminacién o separacién del reactivo estimulador de las células en un plazo de 7 dias o antes desde
el inicio o comienzo de la incubacién permite que el proceso de generacién o produccién de células modificadas
genéticamente se complete en un periodo de tiempo més corto que los procesos alternativos.

En algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento se utilizan con relacién a un proceso que genera
linfocitos T modificados genéticamente en un corto periodo de tiempo. En determinados casos, la corta duracién del
proceso puede aumentar la tasa, casos y/o probabilidad de generar una composicién de linfocitos T modificados
genéticamente que pueda administrarse a un sujeto para terapia celular. En algunos casos, los protocolos de
fabricaciéon de composiciones de células terapéuticas pueden requerir que las composiciones de células se produzcan
y liberen para perfusion, p. ej., verificadas y/o determinadas como adecuadas para su administracién a un sujeto,
dentro de un cierto periodo de tiempo. En algunos casos, se podria esperar que la corta duracién del proceso divulgado
redujera o eliminara los fallos del proceso que se producirian por composiciones de células que no consiguen
expandirse en el tiempo requerido.

En casos particulares, los métodos divulgados en el presente documento se utilizan con relacién al cultivo de células
modificadas genéticamente en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansién. En algunos casos, el cultivo
se realiza en un entorno que permite la mezcla y/o perfusiéon constante de las células cultivadas, tal como en un
biorreactor o asociad a él. En algunos casos, la al menos una parte del cultivo se realiza con una mezcla constante y
con una perfusién lenta y constante para sustituir los medios utilizados por medios frescos. En determinados casos,
las células se cultivan inicialmente en condiciones estaticas, p. ej., sin perfusién ni mezcla, y luego se cultivan con
mezcla y perfusion constantes cuando las células cultivadas alcanzan un recuento o densidad celular
predeterminados, y/o una vez que las células se han cultivado inicialmente durante un periodo de tiempo
predeterminado. En algunos de dichos casos, las células cultivadas alcanzan un recuento celular objetivo o umbral,
densidad, y/o expansién mas rapida que las células que se cultivan en los procesos alternativos. Por lo tanto, en
algunos casos, el cultivo con mezcla y/o perfusién constantes permite completar el proceso de generacién o
produccién de células modificadas genéticamente en un periodo de tiempo mas corto que un proceso alternativo en
donde las células se cultivan en condiciones estéticas.

En casos particulares, los métodos divulgados se utilizan con relacion a un proceso para producir o generar
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eficientemente células modificadas genéticamente que son adecuadas para su uso en una terapia celular. En
determinados casos, el tiempo, condiciones y reactivos utilizados en cada etapa del proceso mejoran la eficacia de
cada etapa posterior y/o del proceso global. Por ejemplo, en algunos casos, las células pueden incubarse con un
reactivo, p. ej., un reactivo estimulador o un adyuvante de la transduccién, en concentraciones suficientemente
elevadas para lograr el efecto deseado, p. €j., estimulacién de las células 0 mejora de la eficacia de la transduccién,
pero a concentraciones lo suficientemente bajas como para evitar que se ralentice el crecimiento o se reduzca la
supervivencia en las fases posteriores del procesado. De forma adicional, en algunos casos, las etapas del proceso
se programan para que comiencen o finalicen en momentos especificos con el fin de mejorar la eficacia de las etapas
posteriores y/o de todo el proceso. Por ejemplo, en algunos casos, las etapas para la incubacion y la modificacion
genética (p. ej., transduccién o transfeccién de las células) se completan antes en el proceso que en métodos
alternativos, que, en determinados casos, mejora la supervivencia y/o la salud, y/o la velocidad de proliferacién y
expansion de las células durante la etapa de cultivo posterior. Por lo tanto, en un caso, el momento, condiciones y
reactivos especificos de cada etapa influye en las células mas alla de la etapa individual y, en determinados casos,
influyen en el rendimiento de todo el proceso.

En algunos casos, los métodos se utilizan con relacién a un proceso que genera o produce células modificadas
genéticamente que son adecuadas para la terapia celular de una manera que puede ser mas réapida y eficiente que
los procesos alternativos. En determinados casos, los métodos divulgados en el presente documento tienen una alta
tasa de éxito para generar o producir composiciones de células modificadas genéticamente a partir de una poblacién
méas amplia de sujetos que lo que puede ser posible a partir de procesos alternativos. En determinados casos, las
células modificadas genéticamente producidas o generadas por los métodos divulgados pueden tener una mayor
salud, viabilidad, activacién, y pueden tener una mayor expresién del receptor recombinante que las células producidas
por métodos alternativos. Por lo tanto, en algunos casos, la rapidez y eficacia de los métodos divulgados para generar
células modificadas genéticamente para terapia celular permiten planificar y coordinar més facilmente los tratamientos
de terapia celular, tales como la terapia autéloga, a una poblacidén de sujetos mas amplia de lo que seria posible con
algunos métodos alternativos.

A menos que se defina de otro modo, se pretende que todos los términos de la técnica, las notaciones y otros términos
o terminologia técnica y cientifica utilizados en el presente documento tengan el mismo significado que el que entiende
comunmente un experto habitual en la materia a la que pertenece la materia objeto reivindicada. En algunos casos,
los términos con significados cominmente comprendidos se definen en el presente documento con fines de claridad
y/o para tener una referencia inmediata, y la inclusién de dichas definiciones en el presente documento no se ha de
considerar necesariamente como representativa de una diferencia sustancial frente a lo que se comprende en la
materia.

Si una definicién expuesta en el presente documento es contraria, o de otro modo incoherente, con una definicién
expuesta en las patentes, solicitudes, solicitudes publicadas y otras publicaciones a las que se hace referencia en el
presente documento, la definicién expuesta en el presente documento prevalece sobre la definicién a la que se hace
referencia.

Los encabezados de seccién utilizados en el presente documento son sélo con fines organizativos y no han de
interpretarse como una limitacién de la materia objeto descrita.

I. PROCESO DE GENERACION DE CELULAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

En el presente documento se describen métodos para generar una composicién de salida de células modificadas
genéticamente, tales como linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y/o linfocitos T CD8+ modificados
genéticamente, que expresan una proteina recombinante, p. ej., un receptor recombinante tal como un receptor de
linfocitos T (TCR) o un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, los métodos divulgados en el
presente documento se utilizan con relacién a la fabricacién, generacidén o produccidén de una terapia celular, y pueden
utilizarse con relacién a etapas de procesamiento adicionales, tales como etapas para el aislamiento, separacién,
seleccidn, activacién o estimulacién, transduccién, lavado, suspensién, dilucién, concentracién y/o formulacién de las
células. En algunos casos, los métodos de generacién o produccién de células modificadas genéticamente, p. €],
linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y/o linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, incluyen uno o més
de aislar células de un sujeto, preparar, procesar, incubar en condiciones de estimulacidn, y/o modificacién genética
(p. €j., transduccién) de las células. En algunos casos, el método incluye etapas de procesamiento realizadas en un
orden en el cual: las células de entrada, p. ej., las células primarias, se aislan primero, tal como por seleccién o
separacién, de una muestra biolégica; las células de entrada se incuban en condiciones de estimulacién, con particulas
vectoriales, p. ej., particulas de vector virico, para introducir un polinucleétido recombinante en las células, p. €j.,
mediante transduccién o transfeccidn; cultivar las células modificadas genéticamente, p. ej., células transducidas, tal
como para expandir las células; y recoger, cosechar y/o llenar un recipiente con la totalidad o una parte de las células
para formular las células en una composicién de salida. En algunos casos, las células de la composicién de salida
generada se reintroducen en el mismo sujeto, antes o después de la crioconservacién. En algunos casos, las
composiciones de salida de las células modificadas genéticamente son adecuadas para su uso en una terapia, p. €j.,
una terapia de células autélogas.
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En casos particulares, los métodos divulgados se utilizan con relacidén a la generaciéon de composiciones de salida de
células que expresan un receptor recombinante a partir de una composicién de células inicial o de entrada. En algunos
casos, la composicién de células es una composicién de linfocitos T enriquecidos, de linfocitos T CD4+ enriquecidos
y/o de linfocitos T CD8+ enriquecidos (en lo sucesivo también denominadas composiciones de linfocitos T
enriquecidos, composiciones de linfocitos T CD4+ enriquecidos y composiciones de linfocitos T CD8+ enriquecidos,
respectivamente). En algunos casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a uno o mas de: activar o
estimular una composicién de células enriquecida con linfocitos T, modificar genéticamente una composicién de
linfocitos T enriquecidos, p. €j., introducir un polinucleétido que codifique una proteina recombinante mediante
transduccién o transfeccion; y/o cultivar la composicién modificada genéticamente de linfocitos T enriquecidos, p. €j.,
en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansién. En determinados casos, los métodos también pueden
utilizarse con relacién al aislamiento o la seleccién de células a partir de una muestra biol6gica para generar una
composicion de linfocitos T enriquecidos de entrada, tal como de una muestra biolégica tomada, recogida y/u obtenida
de un sujeto. En casos particulares, los métodos divulgados pueden utilizarse con relacidén a la cosecha, recogida y/o
formulacién de composiciones de linfocitos T enriquecidos después de que las células hayan sido incubadas,
activadas, estimuladas, modificas genéticamente, transducidas, transfectadas y/o cultivadas.

En algunos casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién al aislamiento, separacién, seleccién, activaciéon o
estimulacién, transduccién, lavado, suspensién, dilucién, concentracién y/o formulacién de una Unica composicidén de
linfocitos T enriquecidos. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicidén de células
que incluye linfocitos T CD4+ enriquecidos. En determinados casos, la composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos
contiene al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, o0 99,9 % de linfocitos T CD4+. En
casos particulares, la composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos contiene un 100 % de linfocitos T CD4+ o
contiene aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composiciéon de linfocitos T
enriquecidos incluye o contiene menos del 20 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %,
o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta
de linfocitos T CD8+. En algunos casos, las poblaciones de células consisten esencialmente en linfocitos T CD4+.

En algunos casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a la generacién de dos 0 méas composiciones de
linfocitos T enriquecidos de salida separadas. En algunos casos, los métodos divulgados se realizan por separado en
dos o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos separadas, p. €j.,, una 0 méas composiciones de linfocitos T
CD4+ enriquecidos separadas y una o mas composiciones de linfocitos T CD8+ enriquecidos separadas. En
determinados casos, los métodos pueden utilizarse con relacién a la activacién y/o estimulaciéon por separado de dos
0 méas composiciones de linfocitos T enriquecidos; disefiando por separado dos 0 mas composiciones de linfocitos T
enriquecidos; y/o cultivar por separado dos o més composiciones de linfocitos T enriquecidos. En determinados casos,
los métodos también pueden utilizarse con relacién al aislamiento o la seleccién de diferentes células de una muestra
biolbgica para generar una composicidn de linfocitos T enriquecidos de entrada separada, tal como composiciones de
linfocitos T CD4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos. En casos particulares, los métodos divulgados pueden
utilizarse con relacién a la cosecha por separado, recogida y/o formulacién de composiciones de linfocitos T
enriquecidos separadas después de que los linfocitos T hayan sido incubados, activados, estimulados, modificados
genéticamente, transducidos, transfectados y/o cultivados.

En determinados casos, los métodos pueden utilizarse con relacién a la incubaciéon por separado de al menos una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos separada y al menos una composicién de linfocitos T CD8+
enriquecidos separada; activacidn y/o estimulacién por separado de la al menos una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos separada y la al menos una composicidén de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada tras la incubacién;
separacién mediante modificacién genética, transduccidn y/o transfeccidén de la al menos una composicién de linfocitos
T CD4+ enriquecidos separada y la al menos una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada tras la
activacion y/o estimulacion; cultivo por separado de la al menos una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos
separada y la al menos una composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada después de la modificacién
genética, transduccién y/o transfeccién; la cosecha y/o recogida por separado de la al menos una composiciéon de
linfocitos T CD4+ enriquecidos separada y la al menos una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada
tras el cultivo; la formulacién por separado de la al menos una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos separada
y la al menos una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada tras la cosecha y/o recogida; y/o la
administracién por separado de las composiciones formuladas a un sujeto que las necesite.

En algunos casos, las dos 0 mas composiciones de linfocitos T enriquecidos separadas incluyen una composicién de
linfocitos T CD4+ enriquecidos. En determinados casos, las dos 0 mas composiciones separadas incluyen linfocitos T
CD8+. En algunos casos, las dos 0 mas composiciones separadas incluyen una composiciéon de linfocitos T CD4+
enriquecidos y una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos. En casos particulares, se originé una composicién
de linfocitos T CD4+ enriquecidos separada y una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada, p. €j.,
inicialmente aisladas, seleccionadas y/o enriquecidas, a partir de la misma muestra biolégica, tal como la misma
muestra biolégica obtenida, recogida y/o tomada de un Unico sujeto. En algunos casos, la misma muestra bioldgica se
somete primero a una seleccién de linfocitos T CD4+, donde se retienen tanto las fracciones negativas como las
positivas, y la fracciéon negativa se somete ademés a seleccién de linfocitos T CD8+. En otros casos, la misma muestra
biolégica se somete primero a una seleccién de linfocitos T CD8+, donde se retienen tanto las fracciones negativas
como las positivas, y la fraccién negativa se somete ademas a seleccién de linfocitos T CD4+.
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En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos.
En determinados casos, la composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos contiene al menos 60 %, 65 %, 70 %, 75
%, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 %, 99 %, 0 99,9 % de linfocitos T CD8+, o contiene o contiene aproximadamente 100
% de linfocitos T CD8+. En determinados casos, la composicidn de linfocitos T CD8+ enriquecidos incluye o contiene
menos del 20 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos
T CDA4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+. En algunos
casos, las poblaciones de células consisten esencialmente en linfocitos T CD8+.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos modificados genéticamente, se incuba, activa, estimula, modifica genéticamente, transduce, transfecta
y/o cultiva con y/o en presencia de IL-2 recombinante. En casos particulares, los métodos se utilizan con relacion a la
incubacién de una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos de entrada en condiciones de estimulacién con y/o
en presencia de IL-2 recombinante. En algunos casos, los métodos se utilizan con relacién al cultivo de una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos modificada genéticamente en condiciones que promueven la
proliferacion y/o expansién con y/o en presencia de IL-2 recombinante.

En algunos casos, incubar las composiciones de linfocitos T enriquecidos de entrada en condiciones de estimulacion
es o incluye incubar las células con un reactivo estimulador, p. ej., un reactivo estimulador descrito en la Seccién |-B-
1. En determinados casos, el reactivo estimulador se elimina o separa de las células antes de una etapa de cultivo.
En determinados casos, el reactivo estimulador se elimina o se separa de las células después de la modificacion
genética, p. ej., transfeccidn o transduccién. En algunos casos, el reactivo estimulador se elimina de las células en un
tiempo determinado desde el comienzo o el inicio de la incubacién con el reactivo estimulador, p. ej., en un plazo de 7
dias 0 menos desde el comienzo o el inicio de la incubacién. En casos particulares, la incubacién en condiciones de
estimulacién se realiza en presencia de uno o mas antioxidantes, p. ej., un antioxidante que contenga azufre y/o un
precursor del glutatién.

En casos particulares, las composiciones de linfocitos T enriquecidos, p. ej.,, composiciones de linfocitos T
enriquecidos estimuladas, en presencia de un policatién, por ejemplo, para mejorar la eficacia de la transfeccién o la
transduccién. En determinados casos, el polication estd presente en una cantidad y/o concentracién baja y/o
relativamente baja.

En determinados casos, al menos una parte de la etapa de cultivo se realiza con mezcla y/o perfusién constantes,
p. €j., con un biorreactor en un sistema cerrado. En determinados casos, la mezcla y/o perfusién incorpora una
sustitucion constante y/o gradual de medios o soluciones celulares usados o viejos por medios o soluciones frescos.
En casos particulares, las células se cultivan en presencia de un tensioactivo y/o un agente que reduce o impide el
cizallamiento celular, tal como el cizallamiento durante el mezclado y/o la perfusién constantes.

En algunos casos, los métodos divulgados se llevan a cabo de tal manera que una, mas, o todas las etapas de la
preparacion de células para uso clinico, p. ej., en terapia celular adoptiva, se llevan a cabo sin exponer las células a
condiciones no estériles. En algunos casos de dicho proceso, las células se aislan, se separan o seleccionan, se
transducen, lavan, opcionalmente se activan o estimulan y se formulan, todo dentro de un sistema cerrado. En algunos
casos, una o mas de las etapas se llevan a cabo fuera del sistema o dispositivo cerrado. En algunos de dichos casos,
las composiciones de células enriquecidas se transfieren aparte del sistema o dispositivo cerrado en condiciones
estériles, tal como, mediante transferencia estéril a un sistema cerrado separado.

En casos particulares, las composiciones de linfocitos T enriquecidos, formuladas para crioproteccién, criocongelado,
y/o almacenadas por debajo de 0 °C, por debajo de -20 °C, o0 a o por debajo de -70 °C 0 -80 °C antes de, durante, o
después de cualquier fase o etapa del proceso se pueden recoger para generar composiciones de linfocitos T
enriquecidos de salida que expresen receptores recombinantes. En algunos casos, las células pueden almacenarse
durante un periodo de tiempo inferiora 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o0 10 dias, o durante un periodo de tiempo inferiora 1, 2,
3,4, 5, 6,7 u 8 semanas, o durante un periodo de tiempo de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 semanas, o durante mas
de 8 semanas. Después del almacenamiento, las composiciones de linfocitos T enriquecidos pueden descongelarse
y el procesamiento puede reanudarse desde el mismo punto del proceso. En algunos casos, las composiciones de
linfocitos T enriquecidos de entrada se criocongelan y conservan antes de su procesamiento posterior, p. ej,,
incubacion en condiciones de estimulacién. En casos particulares, las composiciones cultivadas y/o formuladas de
linfocitos T enriquecidos se criocongelan y conservan antes de ser administradas al sujeto, p. ej., como terapia celular
autéloga.

En determinados casos, las composiciones de células de linfocitos T enriquecidos separadas se combinan en una
Unica composicion. Por ejemplo, en algunos casos, una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos se combina
con una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos en una Unica composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+
enriquecidos. En determinados casos, las distintas composiciones originadas fueron, p. €j., inicialmente aisladas,
seleccionadas y/o enriquecidas, a partir de la misma muestra bioldgica, tal como la misma muestra bioldgica obtenida,
recogida y/o tomada de un Unico sujeto. En algunos casos, las composiciones separadas se procesan por separado
en una o mas etapas o fases de un proceso para generar composiciones de salida, p. ej., un proceso con relacién a
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los métodos divulgados. En algunos casos, las composiciones separadas pueden combinarse en una Unica
composicién antes de, durante o después de cualquier etapa o fase del proceso de generacién de composiciones de
salida. Asi, en algunos casos, las composiciones de entrada separadas, estimuladas, modificas genéticamente,
cultivadas, formuladas y/o cosechadas de linfocitos T enriquecidos de la misma muestra biolégica se combinan en una
Unica composicién y, en determinados casos, se procesan posteriormente como una Unica composiciéon. En
determinados casos, las composiciones de células enriquecidas de salida separadas se combinan en una Unica
composicién de salida antes de administrar las células a un sujeto.

En determinados casos, en cualquier fase o etapa del proceso, se puede muestrear o recoger una porciéon de las
células, p. ej., puede extraerse de la composicién de linfocitos T enriquecidos mientras la composicién permanece en
el sistema cerrado, tal como durante el aislamiento, incubacién, modificacién genética, cultivo y/o formulacién. En
determinados casos, dichas células pueden ser analizadas para determinar marcadores, rasgos distintivos o
caracteristicas que incluyen, pero sin limitacién, viabilidad, apoptosis, activacién, estimulacién, crecimiento y/o
agotamiento, En algunos casos, las células se muestrean o recogen mediante un proceso automatizado mientras que
la composicién de linfocitos T enriquecidos permanece en el sistema cerrado. En algunos casos, el analisis de las
células muestreadas o recogidas esta automatizado. En casos particulares, el anélisis se realiza en un sistema cerrado
en condiciones estériles.

En algunos casos, las células o composiciones de células producidas y/o procesadas mediante los métodos descritos
pueden compararse con células o composiciones de células procesadas o producidas mediante un proceso ilustrativo
y/o alternativo. En algunos casos, el proceso alternativo y/o ilustrativo puede diferir en uno o méas casos especificos,
pero, por lo deméas, contiene similares o los mismos rasgos distintivos, casos, etapas, fases, reactivos y/o condiciones
del caso similares o iguales al caso de los métodos divulgados que se comparan. Por ejemplo, cuando los métodos
divulgados se utilizan con relacién a la incubacién de células en presencia de un reactivo, dichas células pueden
compararse con células no incubadas con el reactivo en un proceso ilustrativo y/o alternativo. En algunos casos, salvo
que se indique lo contrario, los métodos divulgados y el proceso ilustrativo y/o alternativo habrian sido por lo demés
similares a y/o idénticos, tal como, a etapas similares o idénticas para aislar, seleccionar, enriquecer, activar, estimular,
modificacién genética, transfectar, transducir, cultivar y/o formular. En algunos casos, salvo que se indique lo contrario,
los métodos divulgados y el proceso alternativo aislan, seleccionan y/o enriquecen células del mismo tipo o de tipos
similares de muestras biolégicas y/o procesan células y/o células de entrada del mismo tipo celular.

También se divulgan células y composiciones preparadas mediante los métodos, incluyendo composiciones y
formulaciones farmacéuticas y kits, sistemas y dispositivos para realizar los métodos. También se divulgan métodos
para el uso de las células y composiciones preparadas mediante los métodos, incluyendo métodos terapéuticos, tales
como métodos para terapia celular adoptiva y composiciones farmacéuticas para la administracién a sujetos.

A. Muestras y preparaciones celulares

En casos particulares, los métodos divulgados se utilizan con relacién al aislamiento, seleccidén y/o enriquecimiento de
células de una muestra bioldgica para generar una o mas composiciones de células enriquecidas de entrada, p. €],
linfocitos T. En algunos casos, los métodos divulgados incluyen el aislamiento de células o composiciones de las
mismas a partir de muestras biolégicas, tales como las obtenidas o derivadas de un sujeto, tal como uno que tiene
una enfermedad o afeccién particular o que necesita una terapia celular o al que se le administrara una terapia celular.
En algunos casos, el sujeto es un ser humano, tal como un sujeto que es un paciente que necesita una intervencion
terapéutica particular, tal como la terapia celular adoptiva para la que se aislan, se procesan y/o se disefian
genéticamente. En consecuencia, las células en algunos casos son células primarias, p. ej., células humanas
primarias. Las muestras incluyen tejido, liquido y otras muestras tomadas directamente del sujeto. La muestra biolégica
puede ser una muestra obtenida directamente de una fuente biolégica 0 una muestra que se procesa. Las muestras
biolégicas incluyen, pero no se limitan a, liquidos corporales, tales como sangre, plasma, suero, liquido
cefalorraquideo, liquido sinovial, orina y sudor, muestras de tejidos y 6rganos, incluidas las muestras procesadas
obtenidas de los mismos.

En algunos casos, la muestra es sangre o una muestra derivada de sangre, o es o deriva de un producto de aféresis
o leucocitaféresis. Las muestras de ejemplo incluyen sangre completa, células mononucleares de sangre periférica
(CMSP), leucocitos, médula ésea, timo, biopsia de tejido, tumor, leucemia, linfoma, ganglio linfatico, tejido linfoide
asociado al intestino, tejido linfoide asociado a mucosas, bazo, otros tejidos linfoides, higado, pulmén, estémago,
intestino, colon, rifién, pancreas, mama, hueso, prostata, cuello del Utero, testiculos, ovarios, amigdala u otro érgano
y/o células derivadas de los mismos. Las muestras incluyen, en el contexto de la terapia celular, p. ej., terapia celular
adoptiva, muestras de fuentes autdlogas y al6genas.

En algunos ejemplos, se obtienen células de la sangre en circulacién de un sujeto, p. ej., mediante aféresis o
leucocitaféresis. Las muestras, en algunos casos, contienen linfocitos, incluyendo linfocitos T, monocitos, granulocitos,
linfocitos B, otros glébulos blancos nucleados, glébulos rojos y/o plaquetas, y, en algunos casos, contienen células
distintas de glébulos rojos y plaquetas.

En algunos casos, las células sanguineas recogidas del sujeto se lavan, p. €], para eliminar la fraccién de plasma y
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colocar las células en un tampén o medio adecuado para las etapas de procesamiento posteriores. En algunos casos,
las células se lavan con solucidn salina tamponada con fosfato (PBS). En algunos casos, la solucién de lavado carece
de calcio y/o magnesio y/o muchos o todos los cationes divalentes. En algunos casos, una etapa de lavado se lleva a
cabo en una centrifuga de "flujo continuo" semiautomatica (por ejemplo, el procesador de células Cobe 2991, Baxter)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En algunos casos, una etapa de lavado se logra mediante filtracién
de flujo tangencial (TFF) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En algunos casos, las células se resuspenden
en una diversidad de tampones biocompatibles después del lavado, tal como, por ejemplo, PBS sin Ca**/Mg**. En
determinados casos, los componentes de una muestra de células sanguineas se eliminan y las células se resuspenden
directamente en el medio de cultivo.

En algunos casos, los métodos de preparacidn incluyen etapas para congelar, p. €j., crioconservar, las células, ya sea
antes o después del aislamiento, seleccién y/o enriquecimiento y/o incubacién para transduccién y modificacién
genética, y/o después del cultivo y/o cosecha de las células modificadas genéticamente. En algunos casos, la etapa
de congelacién y descongelacién posterior elimina los granulocitos y, hasta cierto punto, los monocitos en la poblacién
celular. En algunos casos, las células se suspenden en una solucién de congelacién, p. ej., después de una etapa de
lavado para eliminar el plasma y las plaquetas. En algunos casos puede usarse cualquiera de una diversidad de
soluciones y parametros de congelacién. En algunos casos, las células se congelan, p. ej., criocongelan o
crioconservan, en medios y/o solucién con una concentracién final de o aproximadamente el 12,5%, 12,0 %, 11,5 %,
11,0 %, 10,5 %, 10,0 %, 9,5 %, 9,0 %, 8,5 %, 8,0 %, 7,5 %, 7,0 %, 6,5 %, 6,0 %, 5,5 %, 0 5,0 % de DMSO, o entre el
1%yel15%, entreel6 % yel 12 %, entreel5% y el 10 %, o entre el 6 % y el 8 % de DMSO. En casos particulares,
las células se congelan, p. ej., criocongelan o crioconservan, en medios y/o solucién con una concentracién final de o
aproximadamente el 5,0 %, 4,5 %, 4,0 %, 3,5 %, 3,0 %, 2,5 %, 2,0 %, 1,5 %, 1,25 %, 1,0 %, 0,75 %, 0,5 %, 0 0,25 %
de HSA oentre el 0,1 % y-5%, entre el 0,25% yel 4 %, entreel 0,5% yel 2%, oentreel 1 %y el 2 % de HSA. Un
ejemplo implica el uso de PBS que contiene DMSO al 20 % y albimina sérica humana (HSA, por sus siglas en inglés)
al 8 % u otros medios de congelacion de células adecuados. Esto después se diluye a 1:1 con medio de manera que
la concentracidn final de DMSO y HSA sea del 10 % y del 4 %, respectivamente. Después, las células generalmente
se congelan a o aproximadamente -80 °C a una velocidad de 1° por minuto y se conservan en la fase de vapor de un
tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido.

En algunos casos, el aislamiento de las células o poblaciones incluye una o mas etapas de preparacién y/o separacion
de células no basada en afinidad. En algunos ejemplos, las células se lavan, se centrifugan y/o se incuban en presencia
de uno o0 mas reactivos, por ejemplo, para eliminar componentes no deseados, enriquecer en componentes deseados,
lisar o eliminar las células sensibles a reactivos particulares. En algunos ejemplos, las células se separan en funcién
de una o méas propiedades, tales como densidad, propiedades adherentes, tamafio, sensibilidad y/o resistencia a
componentes particulares. En algunos casos, los métodos incluyen métodos de separacién celular basados en la
densidad, tales como la preparacién de gldébulos blancos a partir de sangre periférica mediante la lisis de los glébulos
rojos y la centrifugacion a través de un gradiente de Percoll o Ficoll.

En algunos casos, al menos una parte de la etapa de seleccién incluye la incubacidn de las células con un reactivo de
seleccién. La incubacién con un reactivo o reactivos de seleccién, p. ej., como parte de métodos de selecciéon que
pueden realizarse utilizando uno o mas reactivos de seleccién para la seleccién de uno o mas tipos celulares diferentes
basados en la expresién o presencia en o sobre la célula de una o méas moléculas especificas, tales como marcadores
de superficie, p. ej., proteinas de superficie, marcadores intracelulares o &cido nucleico. En algunos casos, puede
utilizarse cualquier método conocido que utilice un reactivo o reactivos de seleccién para la separacién basada en
dichos marcadores. En algunos casos, el reactivo o reactivos de seleccién dan lugar a una separacién basada en la
afinidad o inmunoafinidad. Por ejemplo, la seleccién en algunos casos incluye la incubacién con un reactivo o reactivos
para la separacién de células y poblaciones celulares basandose en la expresién de las células o el nivel de expresion
de uno 0 mas marcadores, normalmente marcadores de superficie celular, por ejemplo, mediante incubacién con un
anticuerpo o un comparfiero de unién que se une especificamente a dichos marcadores, seguido generalmente de
etapas de lavado y separacioén de las células que se han unido al anticuerpo o al compafiero de unién, de aquellas
células que no se han unido al anticuerpo o al compafiero de unién.

En algunos casos de estos procesos, se mezcla un volumen de células con una cantidad de un reactivo de seleccién
basada en la afinidad deseado. La seleccidén basada en la inmunoafinidad puede llevarse a cabo utilizando cualquier
sistema o método que dé lugar a una interaccidén energética favorable entre las células que se separan y la molécula
que se une especificamente al marcador de la célula, p. €j., el anticuerpo u otro compafiero de unién en la superficie
sélida, p. ej.,, particula. En algunos casos, los métodos se llevan a cabo utilizando particulas tales como perlas, p. €j.,
perlas magnéticas, que estan recubiertas con un agente de seleccién (p. ej., un anticuerpo) especifico del marcador
de las células. Las particulas (p. ej., perlas) pueden incubarse o mezclarse con células en un recipiente, tal como un
tubo o una bolsa, mientras se agita 0 mezcla, con una relaciéon constante de densidad celular-particula (p. ej., perlas)
para ayudar a promover las interacciones energéticamente favorecidas. En otros casos, los métodos incluyen la
seleccién de células en los que toda o una parte de la seleccidn se lleva a cabo en la cavidad interna de una camara
centrifuga, por ejemplo, con rotacién centrifuga. En algunos casos, la incubacién de las células con reactivos de
seleccidn, tales como los reactivos de seleccién basados en la inmunoafinidad, se realiza en una cdmara centrifuga.
En determinados casos, el aislamiento o separacién se realiza usando un sistema, dispositivo o aparato descrito en la
Solicitud Internacional de Patente, Numero de publicacién W0O2009/072003 o US 20110003380 A1. En un ejemplo, el
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sistema es un sistema como el descrito en la publicacién internacional nimero WO2016/073602.

En algunos casos, realizando dichas etapas de seleccién o partes de las mismas (p. €j., incubacién con particulas
recubiertas de anticuerpos, p. ej., perlas magnéticas) en la cavidad de una cdmara centrifuga, el usuario puede
controlar determinados parametros, tales como el volumen de varias soluciones, adicién de solucién durante el
procesado y momento de la misma, que puede aportar ventajas frente a otros métodos disponibles. Por ejemplo, la
capacidad de disminuir el volumen de liquido en la cavidad durante la incubacién puede aumentar la concentracion de
las particulas (p. ej., el reactivo de perlas) utilizadas en la seleccién y, por tanto, el potencial quimico de la solucién,
sin afectar al numero total de células de la cavidad. Esto, a su vez, puede potenciar las interacciones por pares entre
las células que se procesan y las particulas utilizadas para la seleccién. En algunos casos, realizar la etapa de
incubacién en la cdmara, p. €j., cuando se asocian a los sistemas, circuitos y control como se describe en el presente
documento, permite al usuario agitar la solucién en el momento o momentos deseados durante la incubacién, que
también puede mejorar la interaccion.

En algunos casos, al menos una parte de la etapa de seleccién se realiza en una cdmara centrifuga, que incluye la
incubacién de las células con un reactivo de seleccién. En algunos casos de estos procesos, un volumen de células
se mezcla con una cantidad de un reactivo de seleccién basado en la afinidad deseado que es mucho menor que el
que se emplea normalmente al realizar selecciones similares en un tubo o recipiente para la seleccién del mismo
namero de células y/o volumen de células segln las instrucciones del fabricante. En algunos casos, se emplea una
cantidad de reactivo o reactivos de seleccién que no sea més del 5 %, no mas del 10 %, no mas del 15 %, no mas del
20 %, no mas del 25 %, no mas del 50 %, no mas del 60 %, no mas del 70 % o no mas del 80 % de la cantidad del
mismo reactivo o reactivos de seleccién empleados para la seleccién de células en una incubacién basada en tubos
o recipientes para el mismo numero de células y/o el mismo volumen de células segln las instrucciones del fabricante.

En algunos casos, para la seleccién, p. ej., la seleccién de las células basada en la inmunoafinidad, las células se
incuban en la cavidad de la cAmara en una composicién que también contiene el tampén de seleccidn con un reactivo
de seleccién, tal como una molécula que se une especificamente a un marcador de superficie en una célula que se
desea enriquecer y/o agotar, pero no en otras células de la composicion, tal como un anticuerpo, que opcionalmente
se acopla a un andamio tal como un polimero o una superficie, p. ej., perla, p. j., perla magnética, tal como perlas
magnéticas acopladas a anticuerpos monoclonales especificos de CD4 y CD8. En algunos casos, como se describe,
el reactivo de seleccién se afiade a las células en la cavidad de la cAmara en una cantidad que es sustancialmente
inferior a (p. ej., no es superior al 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la cantidad) en
comparacién con la cantidad del reactivo de seleccidén que se utiliza habitualmente o que seria necesaria para lograr
aproximadamente la misma o similar eficacia de seleccion del mismo nimero de células o del mismo volumen de
células cuando la seleccidn se realiza en un tubo con agitacién o rotacién. En algunos casos, la incubacién se realiza
con la adicién de un tampdn de seleccién a las células y al reactivo de seleccién para lograr un volumen objetivo con
incubacién del reactivo de, por ejemplo, 10 ml a 200 ml, tal como al menos o aproximadamente 10 ml, 20 ml, 30 ml,
40 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml, 100 ml, 150 ml 0 200 ml. En algunos casos, el tampdn de seleccién y el
reactivo de seleccidn se mezclan previamente antes de afiadirlos a las células. En algunos casos, el tampdn de
seleccién y el reactivo de seleccién se afiaden por separado a las células. En algunos casos, la incubacidén de seleccién
se lleva a cabo en condiciones periédicas de mezcla suave, que puede ayudar a promover interacciones
energéticamente favorecidas y, por tanto, permitir el uso de menos reactivos de seleccién en general, logrando al
mismo tiempo una alta eficiencia de seleccién.

En algunos casos, la duracién total de la incubacién con el reactivo de selecciéon es de 5 minutos a 6 horas o de
aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 6 horas, tal como de 30 minutos a 3 horas, por ejemplo, al menos o
aproximadamente al menos 30 minutos, 60 minutos, 120 minutos o 180 minutos.

En algunos casos, la incubacién se realiza generalmente en condiciones de mezcla, tal como en presencia de rotacién,
generalmente a una fuerza o velocidad relativamente bajas, tal como una velocidad inferior a la utilizada para granular
las células, tal como de 600 rpm a 1700 rpm o de aproximadamente 600 rpm a aproximadamente 1700 rpm (p. €j., a
o aproximadamente o al menos 600 rpm, 1000 rpm, o 1500 rpm o 1700 rpm), tal como a una FCR en la muestra o en
la pared de la camara u otro recipiente de 80 g a 100 g o de aproximadamente 80 g a aproximadamente 100 g (p. €j.,
a o aproximadamente o al menos 80 g, 85¢g, 90 g, 95 g 0 100 g). En algunos casos, el giro se realiza mediante
intervalos repetidos de un giro a una velocidad tan baja seguido de un periodo de descanso, tal como un giro y/o
descanso durante 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 segundos, tal como un giro de aproximadamente 1 o 2 segundos seguido
de un descanso de aproximadamente 5, 6, 7 u 8 segundos.

En algunos casos, dicho proceso se lleva a cabo dentro del sistema totalmente cerrado del que forma parte la camara.
En algunos casos, este proceso (y en algunos casos también una o més etapas adicionales, tal como una etapa previa
de lavado de una muestra que contenga las células, tal como una muestra de aféresis) se realiza de forma
automatizada, tal que las células, el reactivo y otros componentes se introducen y se extraen de la cdmara en los
momentos adecuados y se efectla la centrifugacion, para completar la fase de lavado y unién en un Unico sistema
cerrado utilizando un programa automatizado.

En algunos casos, tras la incubacién y/o mezcla de las células y el reactivo y/o reactivos de seleccién, las células
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incubadas se someten a una separacién para seleccionar las células en funcién de la presencia o ausencia del reactivo
o reactivos concretos. En algunos casos, la separacidn se realiza en el mismo sistema cerrado en el cual se realizé la
incubacién de las células con el reactivo de seleccion. En algunos casos, tras la incubacién con los reactivos de
seleccién, las células incubadas, incluidas las células a las que se ha unido el reactivo de seleccidn se transfieren a
un sistema de separacién de células basado en la inmunoafinidad. En algunos casos, el sistema de separacién basado
en la inmunoafinidad es o contiene una columna de separacién magnética.

Dichas etapas de separacién pueden basarse en una seleccidén positiva, en la cual las células que han unido los
reactivos, p. ej., anticuerpo o compafiero de unidn, se retienen para su uso posterior, y/o selecciéon negativa, en la cual
las células que no se han unido al reactivo, p. ej., anticuerpo o compafiero de unidn, se retienen. En algunos ejemplos,
ambas fracciones se conservan para su uso posterior. En algunos casos, la seleccién negativa puede ser
particularmente Gtil cuando no hay ningln anticuerpo disponible que identifique especificamente un tipo celular en una
poblaciéon heterogénea, de manera que la separacién se realiza mejor basandose en marcadores expresados por
células distintas de la poblacién deseada.

En algunos casos, las etapas del proceso incluyen ademas la seleccién negativa y/o positiva de las células incubadas,
tal como el uso de un sistema o aparato que pueda realizar una seleccién basada en la afinidad. En algunos casos, el
aislamiento se realiza mediante el enriquecimiento en una poblacién celular particular mediante seleccién positiva, o
el agotamiento de una poblacién celular particular, por seleccién negativa. En algunos casos, la seleccién positiva o
negativa se logra incubando células con uno o mas anticuerpos u otro agente de unién que se une especificamente a
uno o méas marcadores de superficie expresados o expresados (marcador+) a un nivel relativamente mas alto
(marcador®®) en las células seleccionadas positiva o negativamente, respectivamente. Se pueden llevar a cabo
multiples rondas de la misma etapa de seleccién, p. e]., etapa de seleccidn positiva o negativa. En determinados casos,
la fraccién seleccionada positiva 0 negativamente sometida al proceso de seleccién, tal como, repitiendo una etapa
de seleccidn positiva 0 negativa. En algunos casos, la seleccién se repite dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco
veces, seis veces, siete veces, ocho veces, nueve veces o0 mas de nueve veces. En determinados casos, la misma
seleccidn se realiza hasta cinco veces. En determinados casos, la misma etapa de seleccion se realiza tres veces.

No es necesario que la separacién dé como resultado un enriquecimiento del 100 % o la eliminacién de una poblacién
celular particular o células que expresan un marcador particular. Por ejemplo, la seleccién positiva o el enriquecimiento
en células de un tipo particular, tales como las que expresan un marcador, se refiere al aumento del nimero o
porcentaje de dichas células, pero no necesariamente da como resultado una ausencia total de células que no
expresan el marcador. Andlogamente, la seleccién negativa, la eliminacién o el agotamiento de células de un tipo
particular, tales como las que expresan un marcador, se refieren a disminuir el nUmero o porcentaje de dichas células,
pero no necesariamente da como resultado la eliminacién completa de todas esas células.

En algunos ejemplos, se llevan a cabo multiples rondas de etapas de separacién, donde la fraccién seleccionada
positiva o negativamente de una etapa se somete a otra etapa de separacién, tal como una seleccién posterior positiva
0 negativa. En algunos ejemplos, una sola etapa de separacién puede agotar las células que expresan multiples
marcadores de manera simultanea, tal como incubando células con una pluralidad de anticuerpos o compafieros de
unién, cada uno especifico para un marcador dirigido a la seleccién negativa. Andlogamente, pueden seleccionarse
simultdneamente multiples tipos celulares positivamente incubando células con una pluralidad de anticuerpos o
compafieros de unién expresados en los diversos tipos celulares. En determinados casos, una o mas etapas de
separacién se repiten y/o se realizan méas de una vez. En algunos casos, la fraccién seleccionada positiva o
negativamente resultante de una etapa de separacién se somete a la misma etapa de separacién, tal como repitiendo
la etapa de seleccién positiva o negativa. En algunos casos, una sola etapa de separacién se repite y/o se realiza méas
de una vez, por ejemplo, para aumentar el rendimiento de las células seleccionadas positivamente, aumentar la pureza
de las células seleccionadas negativamente, y/o eliminar ain més las células seleccionadas positivamente de la
fraccién seleccionada negativamente. En determinados casos, una o mas etapas de separacion se realizan y/o repiten
dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, seis veces, siete veces, ocho veces, nueve veces, diez veces, o
més de diez veces. En determinados casos, la una o més etapas de seleccién se realizan y/o repiten entre una y diez
veces, entre una y cinco veces, 0 entre tres y cinco veces. En determinados casos, una o més etapas de seleccion se
repiten tres veces.

Por ejemplo, en algunos casos, subpoblaciones especificas de linfocitos T, tal como células positivas o que expresan
altos niveles de uno o mas marcadores de superficie, p. €j., los linfocitos CD28+, CD62L+, CCR7+, CD27+, CD127+,
CD4+, CD8+, CD45RA+ y/o CD45RO+, se aislan mediante técnicas de seleccién positiva o negativa. En algunos
casos, dichas células se seleccionan por incubacién con uno o mas anticuerpos o compafieros de unién que se unen
especificamente a dichos marcadores. En algunos casos, se puede conjugar el anticuerpo o el compafiero de unién,
tal como directa o indirectamente, a un soporte sélido o a una matriz para efectuar la seleccién, tal como una perla
magnética o una perla paramagnética. Por ejemplo, los linfocitos CD3+, CD28+ pueden seleccionarse positivamente
utilizando perlas magnéticas conjugadas CD3/CD28 (p. ej., DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T Cell Expander, y/o
perlas ExpACT® ).

En algunos casos, los linfocitos T se separan de una muestra de CMSP mediante la selecciéon negativa de marcadores
expresados en células que no son linfocitos T, tales como linfocitos B, monocitos u otros glébulos blancos, tales como
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CD14. En algunos casos, se usa una etapa de seleccion de CD4+ o CD8+ para separar linfocitos T CD4+
colaboradores y linfocitos T CD8+ citotéxicos. Tales poblaciones de CD4+ y CD8+ se pueden clasificar a su vez en
subpoblaciones mediante la seleccién positiva o negativa de los marcadores expresados o expresados en un grado
relativamente mayor en una o mas subpoblaciones de linfocitos T indiferenciados, de memoria, y/o efectores.

En algunos casos, los linfocitos T CD8+ se enriquecen aln mas o se reducen las células indiferenciadas, de memoria
central, memoria efectora, y/o células madre de memoria central, tal como mediante seleccién positiva 0 negativa
basandose en antigenos de superficie asociados a la subpoblacién respectiva. En algunos casos, el enriquecimiento
en linfocitos T de memoria central (TCM) se realiza para aumentar la eficacia, tal como para mejorar la supervivencia
a largo plazo, la expansién y/o el injerto después de la administracién, que, en algunos casos, es particularmente
robusta en dichas subpoblaciones. Véase Terakura et al., (2012) Blood.1:72-82; Wang et a/. (2012) J Immunother.
35(9):689-701. En algunos casos, combinar linfocitos TCD8+ y linfocitos T CD4+ enriquecidos en TCM mejora aln
mas su eficacia.

En unos casos, los linfocitos T de memoria estén presentes en los subconjuntos CD62L+ y CD62L- de linfocitos CD8+
de sangre periférica. Las CMSP pueden enriquecerse o agotarse en las fracciones CD62L-CD8+ y/o CD62L+CD8+,
tales como el uso de anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L.

En algunos casos, el enriquecimiento en linfocitos T de memoria central (TCM) se basa en una expresioén de superficie
alta o positiva de CD45R0O, CD62L, CCR7, CD28, CD3 y/o CD 127; en algunos casos, se basa en la seleccién negativa
de células que expresan o expresan altos niveles de CD45RA y/o granzima B. En algunos casos, el aislamiento de
una poblacién de CD8+ enriquecidos en células TCM se lleva a cabo mediante el agotamiento de las células que
expresan CD4, CD14, CD45RA vy la seleccidn positiva o enriquecimiento en células que expresan CD62L. En un caso,
el enriquecimiento en linfocitos T de memoria central (TCM) se lleva a cabo a partir de una fraccién negativa de células
seleccionadas en funcion de la expresién de CD4, que se somete a una seleccidén negativa basada en la expresion de
CD14 y CD45RA, y una seleccién positiva basada en CD62L.

En algunos casos, dichas selecciones se realizan simultdneamente y en otros casos se realizan secuencialmente, en
cualquier orden. En algunos casos, la misma etapa de seleccién basada en la expresion de CD4 utilizada en la
preparacién de la poblacién o subpoblaciéon de linfocitos T CD8+, también se usa para generar la poblacién o
subpoblacién de linfocitos CD4+, de manera que tanto las fracciones positivas como las negativas de la separacién
basada en CD4 se conserven y usen en las etapas posteriores de los métodos, opcionalmente después de una o mas
etapas de seleccidén positiva 0 negativa adicionales. En algunos casos, la seleccién de la poblacién de linfocitos T
CD4+ y la seleccién de la poblacién de linfocitos T CD8+ se realizan simultaneamente. En algunos casos, la seleccién
de la poblacién de linfocitos T CD4+ y la seleccidén de la poblacidn de linfocitos T CD8+ se realizan secuencialmente,
en cualquier orden. En algunos casos, los métodos de seleccién de células pueden incluir los descritos en la solicitud
n.° US20170037369 publicada. En algunos casos, la poblacién de linfocitos T CD4+ seleccionada y la poblacién de
linfocitos T CD8+ seleccionada pueden combinarse después de la seleccién. En algunos casos, la poblacién de
linfocitos T CD4+ seleccionada y la poblacién de linfocitos T CD8+ seleccionada pueden combinarse en una bolsa de
biorreactor como se describe en el presente documento. En algunos casos, la poblaciéon de linfocitos T CD4+
seleccionada y la poblacién de linfocitos T CD8+ seleccionada se procesan por separado, de modo que la poblacién
de linfocitos T CD4+ seleccionada se enriquece en linfocitos T CD4+ y se incuba con un reactivo estimulador (p. €j.,
perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28), se transduce con un vector virico que codifica una proteina recombinante (p.
ej., CAR) y se cultiva en condiciones para expandir los linfocitos T y la poblacién de linfocitos T CD8+ seleccionada se
enriquece en linfocitos T CD8+ y se incuba con un reactivo estimulador (p. ej., perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28),
se transduce con un vector virico que codifica una proteina recombinante (p. ej., CAR), tal como la misma proteina
recombinante que para la modificacién genética de los linfocitos T CD4+ del mismo donante, y cultivados en
condiciones para expandir los linfocitos T, de acuerdo con los métodos divulgados.

En casos particulares, una muestra bioldgica, p. ej., una muestra de CMSP u otros glébulos blancos, se someten a la
seleccidn de linfocitos T CD4+, en donde se conservan las fracciones tanto negativas como positivas. En determinados
casos, los linfocitos T CD8+ se seleccionan de la fracciéon negativa. En algunos casos, una muestra bioldgica se
somete a la seleccion de linfocitos T CD8+, en donde se conservan las fracciones tanto negativas como positivas. En
determinados casos, los linfocitos T CD4+ se seleccionan de la fraccién negativa.

En un ejemplo particular, una muestra de CMSP u otra muestra de glébulos blancos se somete a seleccién de linfocitos
CD4+, en donde se conservan las fracciones tanto negativas como positivas. Después, la fraccién negativa se somete
a una seleccidn negativa basada en la expresiéon de CD14 y CD45RA o CD19, y a una seleccién positiva basada en
un marcador caracteristico de los linfocitos T de memoria central, tal como CD62L o CCR7, donde las selecciones
positivas y negativas se realizan en cualquier orden.

Los linfocitos T CD4+ cooperadores pueden clasificarse en células indiferenciadas, de memoria central y efectoras
mediante la identificacién de poblaciones celulares que tienen antigenos de superficie celular. Los linfocitos CD4+ se
pueden obtener mediante métodos convencionales. En algunos casos, los linfocitos T CD4+ indiferenciados son
linfocitos CD45RO-, CD45RA+, CD62L+ 0 CD4+ T. En algunos casos, los linfocitos T CD4+ de memoria central pueden
ser CD62L+ y CD45RO+. En algunos casos, los linfocitos T CD4+ efectores son CD62L- y CD45RO-.
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En un ejemplo, para el enriquecimiento de linfocitos CD4+ por seleccién negativa, un céctel de anticuerpos
monoclonales normalmente incluye anticuerpos contra CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR y CD8. En algunos
casos, el anticuerpo o compafiero de unién esta unido a un soporte sélido o matriz, tal como una perla magnética o
una perla paramagnética, para permitir la separacién de células para la seleccién positiva y/o negativa. Por ejemplo,
en algunos casos, las células y las poblaciones celulares se separan o aislan usando técnicas de separacién
inmunomagnéticas (0 magnéticas por afinidad) (revisadas en Methods in Molecular Medicine, vol. 58: Metastasis
Research Protocols, Vol. 2: Cell Behavior /n Vitro and In Vivo, p 17-25 Editado por: S. A. Brooks y U. Schumacher ©
Humana Press Inc., Totowa, NJ).

En algunos casos, la muestra incubada o la composicion de células a separar se incuba con un reactivo de seleccién
que contiene material magnetizable o magnéticamente sensible pequefio, tal como particulas o microparticulas
magnéticamente sensibles, tales como perlas paramagnéticas (p. ej., tal como perlas Dynabeads o MACS®). El
material magnéticamente sensible, p. ej., particula, generalmente estéa unido directa o indirectamente a un compafiero
de unién, p. ej., un anticuerpo, que se une especificamente a una molécula, p. ej., un marcador de superficie, presente
en la célula, células, o poblacidén de células que se desea separar, p. ej., que se desea seleccionar negativa o
positivamente.

En algunos casos, la particula o perla magnética comprende un material magnéticamente sensible unido a un
comparfiero de unién especifico, tal como un anticuerpo u otro comparfiero de unién. Se conocen muchos materiales
magnéticamente sensibles para su uso en métodos de separacién magnética, p. ej., los descritos en Molday, Patente
US-4.452.773 y en la memoria descriptiva de la patente europea EP 452342 B. También se pueden utilizar particulas
de tamafio coloidal, tales como las descritas en Owen patente US-4.795.698 y Liberti et al., Patente US-5.200.084.

La incubacién generalmente se realiza en condiciones en las que los anticuerpos o compafieros de unién, o moléculas,
tales como anticuerpos secundarios u otros reactivos, que se unen especificamente a dichos anticuerpos o miembros
de unién, que estan adheridos a la particula o perla magnética, se unen especificamente a las moléculas de la
superficie celular si estan presentes en las células dentro de la muestra.

En determinados casos, las particulas magnéticamente sensibles estan recubiertas de anticuerpos primarios u otros
compafieros de unién, anticuerpos secundarios, lectinas, enzimas o estreptavidina. En determinados casos, las
particulas magnéticas se unen a las células a través de un recubrimiento de anticuerpos primarios especificos para
uno o mas marcadores. En determinados casos, las células, en lugar de las perlas, se marcan con un anticuerpo
primario o un compafiero de unién, y después se afiaden particulas magnéticas recubiertas con un anticuerpo
secundario especifico del tipo celular u otro compafiero de unién (por ejemplo, estreptavidina). En determinados casos,
las particulas magnéticas recubiertas con estreptavidina se usan con relacién a anticuerpos primarios o secundarios
biotinilados.

En algunos casos, la separacién se logra en un procedimiento en el cual la muestra se coloca en un campo magnético,
y aquellas células que tienen particulas magnéticamente sensibles o magnetizables unidas a las mismas serén
atraidas al iman y se separarén de las células sin marcar. Para la seleccién positiva, se retienen las células que son
atraidas por el iman; para la seleccién negativa, se retienen las células que no son atraidas (células sin marcar). En
algunos casos, se realiza una combinacién de seleccidén positiva y negativa durante la misma etapa de seleccién,
donde se retienen las fracciones positivas y negativas y se procesan adicionalmente o se someten a etapas de
separacidn adicionales.

En algunos casos, la seleccion basada en la afinidad se realiza mediante clasificacién de células activadas
magnéticamente (MACS) (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). clasificacién de células activadas magnéticamente (MACS),
p. €j., los sistemas CIliniMACS son capaces de realizar una seleccién de gran pureza de las células que tienen
particulas magnetizadas adheridas. En determinados casos, los MACS funcionan en un modo en donde las especies
diana y no diana se eluyen de manera secuencial después de la aplicaciéon del campo magnético externo. Es decir,
las células unidas a las particulas magnetizadas se mantienen en su lugar mientras se eluyen las especies no unidas.
Posteriormente, después de que se complete esta primera etapa de elucién, las especies que quedaron atrapadas en
el campo magnético y se impidié6 que eluyesen se liberan de alguna manera, de manera que pueden eluirse y
recuperarse. En determinados casos, las células no diana se marcan y la poblacién heterogénea de células se
empobrece en las mismas.

En algunos casos, las particulas magnéticamente sensibles se dejan unidas a las células que se incubaréan, cultivaran
y/o modificaran genéticamente; en algunos casos, las particulas se dejan unidas a las células para la administracién
a un paciente. En algunos casos, las particulas magnetizables o magnéticamente sensibles se eliminan de las células.
Se conocen métodos para eliminar particulas magnetizables de las células e incluyen, p. ej., el uso de anticuerpos no
marcados competidores, particulas magnetizables o anticuerpos conjugados con enlazadores escindibles, etc. En
algunos casos, las particulas magnetizables son biodegradables.

En algunos casos, el aislamiento y/o la seleccién dan como resultado una o mas composiciones de linfocitos T
enriquecidos de entrada, p. ej., linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+. En algunos casos, dos o
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méas composiciones de entrada diferentes se aislan, se seleccionan, se enriquecen u obtienen a partir de una Unica
muestra biolégica. En algunos casos, las composiciones de entrada diferentes se aislan, se seleccionan, se
enriquecen y/u obtienen a partir de muestras bioldgicas recogidas, tomadas y/u obtenidas por separado del mismo
sujeto.

En determinados casos, la una o mas composiciones de entrada es o incluye una composicion de linfocitos T
enriquecidos que incluye al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80
%, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5
%, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD3+. En casos particulares, la composicién
de linfocitos T enriquecidos de entrada consiste esencialmente en linfocitos T CD3+.

En determinados casos, la una 0 mas composiciones de entrada es o incluye una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos que incluye al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80
%, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5
%, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la
composicién de linfocitos T CD4+ de entrada incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del
25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos
del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta de
linfocitos T CD8+. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos consiste esencialmente en linfocitos
T CD4+.

En determinados casos, la una o mas composiciones es o incluye una composicién de linfocitos T CD8+ que es o
incluye al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un
99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+. En determinados casos, la composicidén de linfocitos
T CD8+ contiene menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del
15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+,
y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+. En algunos casos,
la composicién de linfocitos T enriquecidos consiste esencialmente en linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos de entrada se congelan, p. €],
crioconservan y/o criocongelan, después del aislamiento, seleccién y/o enriquecimiento. En algunos casos, la una o
méas composiciones de entrada se congelan, p. ej., crioconservan y/o criocongelan, antes de cualquier etapa de
incubar, activar, estimular, modificacién genética, transducir, transfectar, cultivar, expandirse, cosecha y/o formulacién
de la composicién de las células. En casos particulares, la una o mas composiciones de entrada criocongeladas se
conservan, p. €j., a o aproximadamente a -80 °C, entre 12 horas y 7 dias, entre 24 horas y 120 horas, o entre 2 dias
y 5 dias. En casos particulares, la una o mas composiciones de entrada criocongeladas se conservan a o
aproximadamente a -80 °C, durante un periodo inferior a 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias o 5 dias, 4 dias, 3 dias,
2 dias o 1 dia. En algunos casos, la una o0 mas composiciones de entrada criocongeladas se conservan a o
aproximadamente a -80 °C, durante o durante aproximadamente 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias o 6 dias.

B. Activacion y estimulacién de las células

En algunos casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a la incubacién de células en condiciones de
estimulacién. En algunos casos, las condiciones de estimulacién incluyen condiciones que activan o estimulan, y/o
son capaces de activar o estimular una sefial en la célula, p. €j., un linfocito T CD4+ o linfocito T CD8+, tal como una
sefial generada a partir de un TCR y/o un correceptor. En algunos casos, las condiciones de estimulacién incluyen
una o mas etapas de cultivo, cultivar, incubar, activar, propagar las células con y/o en presencia de un reactivo
estimulador, p. ej., un reactivo que activa o estimula, y/o es capaz de activar o estimular una sefial en la célula. En
algunos casos, el reactivo estimulador estimula y/o activa un TCR y/o un correceptor. En casos particulares, el reactivo
estimulador es un reactivo descrito en la Seccién |-B-1.

En determinados casos, una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos se incuban en condiciones de
estimulacién antes de modificar genéticamente las células, p. €j., transfectar y/o transducir la célula, tal como mediante
una técnica descrita en la Seccion I-C. En casos particulares, una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos
se incuban en condiciones de estimulacién después de que la una o méas composiciones se han aislado, seleccionado,
enriquecido u obtenido a partir de una muestra biolégica. En casos particulares, la una 0 mas composiciones son
composiciones de entrada. En casos particulares, la una o mas composiciones de entrada han sido previamente
criocongeladas y almacenadas, y se descongelan antes de la incubacién.

En determinados casos, la una 0 més composiciones de linfocitos T enriquecidos son o incluyen dos composiciones
separadas, p. ej.,, composiciones de linfocitos T enriquecidos de entrada separadas. En casos particulares, dos
composiciones de linfocitos T enriquecidos separadas, p. ej., dos composiciones de linfocitos T enriquecidos
separadas seleccionadas, aisladas y/o enriquecidas a partir de la misma muestra biolégica, se incuban por separado
en condiciones de estimulaciéon. En determinados casos, las dos composiciones separadas incluyen una composicién
de linfocitos T CD4+ enriquecidos. En casos particulares, las dos composiciones separadas incluyen una composicién
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de linfocitos T CD8+ enriquecidos. En algunos casos, dos composiciones de linfocitos T CD4+ enriquecidos y linfocitos
T CD8+ enriquecidos separadas se incuban por separado en condiciones de estimulacién.

En algunos casos, se incuba una Unica composicidn de linfocitos T enriquecidos en condiciones de estimulacién. En
determinados casos, la composicién Unica es una composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos. En algunos casos,
la composicién Unica es una composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos que se han combinado a partir
de composiciones separadas antes de la incubacion.

En algunos casos, la composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos que se incuba en condiciones de estimulacion
incluye al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un
99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composicidén de linfocitos
T CD4+ enriquecidos que se incuba en condiciones de estimulacién incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos
del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos
del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o estd exenta o
sustancialmente exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la composicidn de linfocitos T CD8+ enriquecidos que se incuba en condiciones de estimulacion
incluye al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un
99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+. En determinados casos, la composicidén de linfocitos
T CD8+ enriquecidos que se incuba en condiciones de estimulacion incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos
del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos
del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o estd exenta o
sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+.

En algunos casos, las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas se combinan en una Unica
composicién y se incuban en condiciones de estimulacién. En determinados casos, las composiciones estimuladas de
linfocitos T CD4+ enriquecidos y CD8+ enriquecidos separadas se combinan en una Unica composicién una vez
realizada y/o finalizada la incubacién. En algunos casos, las composiciones estimuladas de linfocitos T CD4+
estimulados y CD8+ estimulados separadas se procesan por separado una vez realizada y/o finalizada la incubacién,
de modo que la poblacién de linfocitos T CD4+ estimulados (p. ej., incubados con un reactivo estimulador de perlas
magnéticas anti-CD3/anti-CD28) se transduce con un vector virico que codifica una proteina recombinante (p. €j,,
CAR) y se cultiva en condiciones para expandir los linfocitos T y la poblacién de linfocitos T CD8+ estimulados (p. €.,
incubados con un reactivo estimulador de perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28) se transduce con un vector virico
que codifica una proteina recombinante (p. ej., CAR), tal como la misma proteina recombinante que para la
modificacién genética de los linfocitos T CD4+ del mismo donante, y cultivados en condiciones para expandir los
linfocitos T, de acuerdo con los métodos divulgados.

En algunos casos, la incubacién en condiciones de estimulacién puede incluir el cultivo, estimulacién, activacién,
propagacién, incluso mediante incubacién en presencia de condiciones estimuladoras, por ejemplo, condiciones
disefiadas para inducir la proliferacién, expansion, activacién y/o supervivencia de células en la poblacién, para imitar
la exposicién al antigeno y/o para cebar las células para la modificacién genética, tal como para la introduccidén de un
receptor de antigeno recombinante. En casos particulares, las condiciones de estimulacién pueden incluir uno o méas
de medios particulares, temperatura, contenido de oxigeno, contenido de diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. €],
nutrientes, aminoacidos, antibiéticos, iones y/o factores estimulantes, tales como citocinas, quimiocinas, antigenos,
comparfieros de unién, proteinas de fusién, receptores solubles recombinantes y cualquier otro agente disefiado para
activar las células.

En algunos casos, la estimulacidén y/o incubacién en condiciones de estimulacién se lleva a cabo de acuerdo con
técnicas como las descritas en la Patente US-6.040.1 77 de Riddell et al., Klebanoff et a/.(2012) J Immunother. 35(9):
651-660, Terakura et al. (2012) Blood. 1:72-82 y/o Wang et al. (2012) J Immunother. 35(9):689-701.

En algunos casos, las células, p. €j., linfocitos T, composiciones de células y/o poblaciones celulares, tales como
linfocitos T CD4* y CD8" o composiciones, poblaciones o subpoblaciones de las mismas, se expanden afiadiendo a
la composicién de inicio de cultivo células alimentadoras, tales como células mononucleares de sangre periférica
(CMSP) que no se dividen (p. ej., de forma que la poblacién resultante de células contenga al menos aproximadamente
5,10, 20 0 40 0 mas células alimentadoras CMSP por cada linfocito T de la poblacién inicial que se va a expandir); e
incubar el cultivo (p. ej., durante un tiempo suficiente para expandir el nimero de linfocitos T). En algunos casos, las
células alimentadoras que no se dividen pueden comprender células alimentadoras de CMSP irradiadas con rayos
gamma. En algunos casos, las CMSP se irradian con rayos gamma en el intervalo de aproximadamente 3000 a 3600
rads para evitar la divisiéon celular. En algunos casos, las células alimentadoras se afiaden al medio de cultivo antes
de la adicién de las poblaciones de linfocitos T.

En algunos casos, las condiciones de estimulacidén incluyen una temperatura adecuada para el crecimiento de
linfocitos T humanos, por ejemplo, al menos aproximadamente 25 grados Celsius, generalmente al menos
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aproximadamente 30 grados, y generalmente o aproximadamente 37 grados Celsius. En algunos casos, durante el
cultivo se produce un cambio de temperatura, tal como de 37 grados Celsius a 35 grados Celsius. Opcionalmente, la
incubacién puede comprender ademas la adicién de células linfoblastoides (LCL) transformadas con EBV que no se
dividen como células alimentadoras. Las LCL se pueden irradiar con rayos gamma en el intervalo de aproximadamente
6000 a 10.000 rads. Las células alimentadoras LCL en algunos casos se proporcionan en cualquier cantidad
adecuada, tal como una proporcion entre células alimentadoras LCL y linfocitos T iniciales de al menos
aproximadamente 10:1.

En unos casos, las poblaciones de CD4" y CD8* que son especificas de antigeno pueden obtenerse mediante
estimulaciéon de linfocitos T indiferenciados o especificos de antigeno con antigeno. Por ejemplo, se pueden generar
lineas o clones de linfocitos T especificos de antigeno para antigenos de citomegalovirus aislando linfocitos T de
sujetos infectados y estimulando las células in vitro con el mismo antigeno. También pueden usarse linfocitos T
indiferenciados.

En casos particulares, las condiciones de estimulacién incluyen la incubacién y/o cultivo de las células con un reactivo
estimulador. En casos particulares, el reactivo estimulador es un reactivo descrito en la Seccién I-B-1. En determinados
casos, el reactivo estimulador contiene o incluye una perla. Un reactivo estimulador ilustrativo es o incluye perlas
magnéticas anti-CD3/anti-CD28. En determinados casos, el comienzo y/o inicio de la incubacidn, y/o el cultivo de
células en condiciones de estimulaciéon se produce cuando las células entran en contacto con y/o se incuban con el
reactivo estimulador. En casos particulares, las células se incuban antes, durante y/o después de la modificacion
genética de las células, p. ej., introduciendo un polinucleétido recombinante en la célula, tal como mediante
transduccion o transfeccién.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba en una proporcién entre reactivo estimulador
ylo perlas, p. €j., perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28, y células de o aproximadamente 3:1, 2,5:1, 2:1, 1,5:1, 1,25:1,
1,21, 1,11, 1:1, 0,91, 0,81, 0,75:1, 0,67:1, 0,5:1, 0,3:1, 0 0,2:1. En casos particulares, la proporcién entre reactivo
estimulador y/o perlas y las células estd comprendida entre 2,5:1 y 0,2:1, entre 2.1y 0,5:1, entre 1,5:1y 0,75:1, entre
1,251y 0,8:1, entre 1,1:1 y 0,9:1. En casos particulares, la proporcidén entre el reactivo estimulador y las células es de
aproximadamente 1:1 o0 es 1:1.

En casos particulares, la incubacién de las células en una proporcién inferior a 3:1 o inferior a 3 reactivos
estimuladores, p. €j., perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28 por célula, tal como una proporcién de 1:1, reduce la
cantidad de muerte celular que se produce durante la incubacion, p. ej., tal como por muerte celular inducida por
activacion. En algunos casos, las células se incuban con el reactivo estimulador, p. ej., perlas magnéticas anti-
CD3/anti-CD28, en una proporcidn entre perlas y células inferior a 3 (0 3:1 o inferior a 3 perlas por célula). En casos
particulares, la incubacién de las células en una proporcién inferior a 3:1 o inferior a 3 perlas por célula, tal como una
proporcién de 1:1, reduce la cantidad de muerte celular que se produce durante la incubacion, p. ej., tal como por
muerte celular inducida por activacion.

En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador, p. €j., perlas
magnéticas anti-CD3/anti-CD28, en una proporcién inferior a 3:1 de reactivos y/o perlas estimuladores por célula, tal
como una proporcidén de 1:1, y al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos
un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,9 % de los
linfocitos T sobreviven, p. €j., son viables y/o no sufren necrosis, muerte celular programada, o apoptosis, durante o al
menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, o0 mas de 7 dias después de finalizada la incubacién. En
casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador en una proporcién
inferior a 3:1 de reactivos y/o perlas estimuladores por célula, p. €j., una proporciéon de 1:1, y menos del 50 %, menos
del 40 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %,
menos del 1 %, menos del 0,1 % o menos del 0,01 % de las células sufren muerte celular inducida por activacion
durante la incubacion.

En determinados casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador, p. e]., perlas
magnéticas anti-CD3/anti-CD28, en una proporcién inferior a 3:1 de perlas por célula, p. ej., en una proporcién de 1:1,
y las células de la composicién tienen al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al
menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, 0 al menos 100 veces mayor supervivencia
en comparacién con las células sometidas a un proceso ilustrativo y/o alternativo donde la composicién de linfocitos T
enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador en una proporciéon de 3:1 o superior.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos incubada con el reactivo estimulador comprende de 1,0
x 10° células/ml a 1,0 x 10 células/ml o de aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente 1,0 x 108
células/ml, tal como al menos o aproximadamente al menos 1,0 x 10° células/ml, 5 x 10° células/ml, 1 x 108 células/ml,
5 x 10° células/ml, 1 x 107 células/ml, 5 x 107 células/ml o 1 x 108 células/ml. En algunos casos, la composicién de
linfocitos T enriquecidos incubada con el reactivo estimulador comprende aproximadamente 0,5 x 108 células/ml, 1 x
108 células/ml, 1,5 x 108 células/ml, 2 x 10° células/ml, 2,5 x 108 células/ml, 3 x 108 células/ml, 3,5 x 108 células/ml, 4
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x 10° células/ml, 4,5 x 108 células/ml, 5 x 10° células/ml, 5,5 x 108 células/ml, 6 x 10° células/ml, 6,5 x 108 células/ml,
7 x 108 células/ml, 7,5 x 10° células/ml, 8 x 108 células/ml, 8,5 x 10° células/ml, 9 x 108 células/ml, 9,5 x 10° células/ml
0 10 x 108 células/ml, tal como aproximadamente 2,4 x 10° células/ml.

En algunos casos, la composicion de linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador a una temperatura
comprendida de aproximadamente 25 a aproximadamente 38 °C, tal como de aproximadamente 30 a
aproximadamente 37 °C, por ejemplo, a o aproximadamente 37 °C £ 2 °C. En algunos casos, la composicién de
linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador a un nivel de CO, de aproximadamente 2,5 % a
aproximadamente 7,5 %, tal como de aproximadamente 4 % a aproximadamente 6 %, por ejemplo a o
aproximadamente 5 % * 0,5 %. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo
estimulador a una temperatura de o aproximadamente 37 °C y/o a un nivel de CO, de o aproximadamente el 5 %.

En casos particulares, las condiciones de estimulacién incluyen la incubacién y/o cultivo de una composicién de
linfocitos T enriquecidos con y/o en presencia de una o mas citocinas. En casos particulares, la una o mas citocinas
son citocinas recombinantes. En algunos casos, la una o mas citocinas son citocinas recombinantes humanas. En
determinados casos, las una o0 mas citocinas se unen y/o son capaces de unirse a receptores que son expresados por
y/o son enddgenos de los linfocitos T. En casos particulares, la una o mas citocinas son o incluyen un miembro de la
familia de citocinas del haz de 4 hélices alfa. En algunos casos, los miembros de la familia de citocinas del haz de 4
hélices alfa incluyen, pero no se limitan a, interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-7 (IL-7), interleucina-
9 (IL-9), interleucina-12 (IL-12), interleucina-15 (IL-15), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y factor
estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). En algunos casos, la una o mas citocinas es o incluye
IL-15. En casos particulares, la una o mas citocinas es o incluye IL-7. En casos particulares, la una o mas citocinas es
o incluye IL-2. En algunos casos, las condiciones de estimulacién incluyen la incubacién de la composicién de linfocitos
T enriquecidos, tal como linfocitos T CD4+ enriquecidos o linfocitos T CD8+ enriquecidos, en presencia de un reactivo
estimulador, p. ej., perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28, como se ha descrito y en presencia de una o mas citocinas
recombinantes.

En casos particulares, la composicién de los linfocitos T CD4+ enriquecidos se incuban con IL-2, p.ej., IL-2
recombinante. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, casos particulares contemplan que los linfocitos T CD4+ que
se obtienen de algunos sujetos no producen, o no producen suficientemente, IL-2 en cantidades que permitan el
crecimiento, divisién y expansién a lo largo del proceso para generar una composicién de células de salida, p. €j,,
células modificadas genéticamente adecuadas para su uso en terapia celular. En algunos casos, incubar una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos en condiciones de estimulacién en presencia de IL-2 recombinante
aumenta la probabilidad de que los linfocitos T CD4+ de la composicién sigan sobreviviendo, multiplicAndose,
expandiéndose o activandose durante la fase de incubacién y a lo largo de todo el proceso. En algunos casos, incubar
la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos en presencia de IL-2 recombinante aumenta la probabilidad y/o
posibilidad de que se produzca una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida, p. ej., linfocitos T CD4+
modificados genéticamente adecuados para la terapia celular, a partir de la composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos en al menos un 0,5%, al menos un 1 %, al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos
un 5 %, al menos un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 11
%, al menos un 12 %, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 30
%, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90
%, al menos un 95 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces,
al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al menos 100
veces en comparacién con un método alternativo y/o ilustrativo que no incuba la composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos en presencia de IL-2 recombinante.

En determinados casos, la cantidad o concentracion de la una o més citocinas se miden y/o cuantifican con Unidades
Internacionales (Ul). Pueden utilizarse unidades internacionales para cuantificar las vitaminas, hormonas, citocinas,
vacunas, hemoderivados y sustancias biolégicamente activas similares. En algunos casos, las Ul son o incluyen
unidades de medida de la potencia de preparados biolégicos por comparacién con un patrén de referencia
internacional de un peso y potencia especificos, p. €j., Primera norma internacional de la OMS para la IL-2 humana,
86/504. Las Unidades Internacionales son el Unico método reconocido y estandarizado para expresar las unidades de
actividad biol6gica que se publican y se derivan de un esfuerzo de investigacién colaborativa internacional. En casos
particulares, la Ul para la composicién, muestra o fuente de una citocina puede obtenerse mediante pruebas de
comparacién de productos con un producto estandar analogo de la OMS. Por ejemplo, en algunos casos, las Ul/mg
de una composicién, muestra o fuente de IL-2, IL-7, o IL-15 recombinante humana, se compara con el producto IL-2
patrén de la OMS (codigo NIBSC: 86/500), el producto IL-17 patrén de la OMS (cddigo NIBSC: 90/530) y el producto
IL-15 patrén de la OMS (cédigo NIBSC: 95-554), respectivamente.

En algunos casos, la actividad biolégica en Ul/mg equivale a (DEso en ng/ml)™* x108. En casos particulares, la DEsg de
IL-2 o IL-15 humana recombinante es equivalente a la concentracién necesaria para la estimulacién semiméxima de
la proliferacién celular (escisién XTT) con células CTLL-2. En determinados casos, la DEsg de IL-7 humana
recombinante es equivalente a la concentracién necesaria para la estimulacién semimaxima de la proliferacién de
linfocitos de sangre periférica humana activados por PHA. Los detalles relativos a los ensayos y calculos de Ul para
IL-2 se analizan en Wadhwa et al., Journal of Immunological Methods (2013), 379 (1-2): 1-7; y Gearing y Thorpe,
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Journal of Immunological Methods (1988), 114 (1-2): 3-9; los detalles relativos a los ensayos y calculos de Ul para IL-
15 se analizan en Soman et al. Journal of Immunological Methods (2009) 348 (1-2): 83-94.

En casos particulares, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos se incuba en condiciones de estimulacion
en presencia de IL-2 y/o IL-15. En determinados casos, una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos se incuba
en condiciones de estimulacién en presencia de IL-2, IL-7 y/o IL-15. En algunos casos, la IL-2, la IL-7 y/o la IL-15 son
recombinantes. En determinados casos, la IL-2, la IL-7 y/o la IL-15 son humanas. En casos particulares, la una o mas
citocinas son o incluyen IL-2, IL-7 y/o IL-15 recombinante humana. En algunos casos, la incubacién de la composicién
de linfocitos T enriquecidos también incluye la presencia de un reactivo estimulador, p. €j., perlas magnéticas anti-
CD3/anti-CD28.

En algunos casos, las células se incuban con una citocina, p. ej., una citocina humana recombinante, a una
concentracion de entre 1 Ul/mly 1.000 Ul/ml, entre 10 Ul/mly 50 Ul/ml, entre 50 Ul/ml y 100 Ul/ml, entre 100 Ul/ml y
200 Ul/ml, entre 100 Ul/ml y 500 Ul/ml, entre 250 Ul/ml y 500 Ul/ml, o entre 500 Ul/mly 1.000 Ul/ml.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con IL-2, p. €], IL-2 humana recombinante,
a una concentracién comprendida entre 1 Ul/ml y 200 Ul/ml, entre 10 Ul/ml y 200 Ul/ml, entre 10 Ul/mly 100 Ul/ml,
entre 50 Ul/mly 150 Ul/ml, entre 80 Ul/mly 120 Ul/ml, entre 60 Ul/ml y 90 Ul/ml, o entre 70 Ul/mly 90 Ul/ml. En casos
particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con IL-2 recombinante a una concentracién de o
aproximadamente 50 Ul/ml, 55 Ul/ml, 60 Ul/ml, 65 Ul/ml, 70 Ul/ml, 75 Ul/ml, 80 Ul/ml, 85 Ul/ml, 90 Ul/ml, 95 Ul/ml,
100 Ul/ml, 110 Ul/ml, 120 Ul/ml, 130 Ul/ml, 140 Ul/ml o 150 Ul/ml. En algunos casos, la composicién de linfocitos T
enriquecidos se incuba en presencia de o de aproximadamente 85 Ul/ml de IL-2 recombinante. En algunos casos, la
composicién incubada con IL-2 recombinante estad enriquecida en una poblacién de linfocitos T, p. €j., linfocitos T
CD4+ y/o linfocitos T CD8+. En algunos casos, la poblacién de linfocitos T es una poblacién de linfocitos T CD4+. En
algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos. En
casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos esta enriquecida en linfocitos T CD8+, donde no se
enriquece en linfocitos T CD4+ y/o donde los linfocitos T CD4+ se seleccionan negativamente o se agotan en la
composicién. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos. En casos particulares, la composicion de linfocitos T enriquecidos esté enriquecida en linfocitos T CD4+,
donde no se enriquece en linfocitos T CD8+ y/o donde los linfocitos T CD8+ se seleccionan negativamente o se agotan
en la composiciéon. En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos incubada con IL-2
recombinante también puede incubarse con IL-7 recombinante y/o IL-15 recombinante, tal como en las cantidades
descritas. En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos incubada con IL-2 recombinante
también puede incubarse con IL-15 recombinante, tal como en las cantidades descritas.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con IL-7 recombinante, p. ej., IL-7 humana
recombinante, a una concentracién comprendida entre 100 Ul/ml y 2.000 Ul/ml, entre 500 Ul/mly 1.000 Ul/ml, entre
100 Ul/ml y 500 Ul/ml, entre 500 Ul/mly 750 Ul/ml, entre 750 Ul/ml y 1.000 Ul/ml, o entre 550 Ul/ml y 650 Ul/ml. En
casos particulares, la composicidn de linfocitos T enriquecidos se incuba con IL-7 recombinante a una concentracién
de o aproximadamente 50 Ul/ml, 100 Ul/ml, 150 Ul/ml, 200 Ul/ml, 250 Ul/ml, 300 Ul/ml, 350 Ul/ml, 400 Ul/ml,
450 Ul/ml, 500 Ul/ml, 550 Ul/ml, 600 Ul/ml, 650 Ul/ml, 700 Ul/ml, 750 Ul/ml, 800 Ul/ml, 750 Ul/ml, 750 Ul/ml, 750 Ul/ml
o 1.000 Ul/ml. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba en presencia de o de
aproximadamente 600 Ul/ml de IL-7 recombinante. En algunos casos, la composicién incubada con IL-7 recombinante
esta enriquecida en una poblacién de linfocitos T, p. ej., linfocitos T CD4+. En algunos casos, una composiciéon de
linfocitos T CD4+ enriquecidos incubada con IL-7 recombinante también puede incubarse con IL-2 recombinante y/o
IL-15 recombinante, tal como en las cantidades descritas. En casos particulares, la composiciéon de linfocitos T
enriquecidos esta enriquecida en linfocitos T CD4+, donde no se enriquece en linfocitos T CD8+ y/o donde los linfocitos
T CD8+ se seleccionan negativamente o se agotan en la composicidn. En algunos casos, una composicién de linfocitos
T CD8+ enriquecidos no se incuba con IL-7 recombinante.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con IL-15 recombinante, p. ej,, IL-15
humana recombinante, a una concentracién comprendida entre 0,1 Ul/mly 100 Ul/ml, entre 1 Ul/ml y 100 Ul/ml, entre
1 Ul/mly 50 Ul/ml, entre 5 Ul/mly 25 Ul/ml, entre 25 Ul/mly 50 Ul/ml, entre 5 Ul/ml y 15 Ul/ml, o entre 10 Ul/ml y 100
Ul/ml. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con IL-15 recombinante a una
concentracién de o aproximadamente 1 Ul/ml, 2 Ul/ml, 3 Ul/ml, 4 Ul/ml, 5 Ul/ml, 6 Ul/ml, 7 Ul/ml, 8 Ul/ml, 9 Ul/ml,
10 Ul/ml, 11 Ul/ml, 12 Ul/ml, 13 Ul/ml, 14 Ul/ml, 15 Ul/ml, 20 Ul/ml, 25 Ul/ml, 30 Ul/ml, 40 Ul/ml o 50 Ul/ml. En algunos
casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba en o en aproximadamente 10 Ul/ml de IL-15
recombinante. En algunos casos, la composicidén incubada con IL-15 recombinante esta enriquecida en una poblacién
de linfocitos T, p. ej., linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+. En algunos casos, la poblacién de linfocitos T es una
poblacién de linfocitos T CD4+. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicién de
linfocitos T CD8+ enriquecidos. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos esté enriquecida en
linfocitos T CD8+, donde no se enriquece en linfocitos T CD4+ y/o donde los linfocitos T CD4+ se seleccionan
negativamente o se agotan en la composicién. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos esta
enriquecida en linfocitos T CD4+, donde no se enriquece en linfocitos T CD8+ y/o donde los linfocitos T CD8+ se
seleccionan negativamente o se agotan en la composicién. En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD4+
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enriquecidos incubada con IL-15 recombinante también puede incubarse con IL-7 recombinante y/o IL-2 recombinante,
tal como en las cantidades descritas. En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos incubada
con IL-15 recombinante también puede incubarse con IL-2 recombinante, tal como en las cantidades descritas.

En casos particulares, las células, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos T CD8+ enriquecidos, se
incuban con el reactivo estimulador en presencia de uno o més antioxidantes. En algunos casos, los antioxidantes
incluyen, pero no se limitan a, uno o mas antioxidantes que comprenden un tocoferol, un tocotrienol, alfa-tocoferol,
beta-tocoferol, gamma-tocoferol, delta-tocoferol, alfa-tocotrienol, beta-tocotrienol, alfa-tocoferolquinona, Trolox (4cido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT),
flavonoides, una isoflavona, licopeno, beta-caroteno, selenio, ubiquinona, luteina, S-adenosilmetionina, glutatién,
taurina, N-acetilcisteina (NAC), &cido citrico, L-carnitina, HTB, monotioglicerol, 4cido ascérbico, galato de propilo,
metionina, cisteina, homocisteina, glutation, cistamina y cistationina, y/o glicina-glicina-histidina. En algunos casos, la
incubacién de la composicidn de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos T
CD8+ enriquecidos, con un antioxidante también incluye la presencia de un reactivo estimulador, p. ej., perlas
magnéticas anti-CD3/anti-CD28, y una o més citocinas recombinantes, tal como se describe.

En algunos casos, el uno o mas antioxidantes es o incluye un oxidante que contiene azufre. En determinados casos,
un antioxidante que contenga azufre puede incluir antioxidantes que contengan tiol y/o antioxidantes que presenten
una o més fracciones de azufre, p. ej., dentro de una estructura anular. En algunos casos, los antioxidantes que
contienen azufre pueden incluir, por ejemplo, N-acetilcisteina (NAC) y 2,3- dimercaptopropanol (DMP), L-2-oxo-4-
tiazolidinocarboxilato (OTC) y acido lipoico. En casos particulares, el antioxidante que contiene azufre es un precursor
del glutatién. En algunos casos, el precursor del glutation es una molécula que puede modificarse en una o mas etapas
dentro de una célula para obtener glutatién. En casos particulares, un precursor del glutatidn puede incluir, pero sin
limitarse a N-acetil cisteina (NAC), acido L-2-oxotiazolidin-4-carboxilico (procisteina), acido lipoico, S-alil cisteina, o
cloruro de metilmetionina sulfonio.

En algunos casos, incubar las células, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos T CD8+ enriquecidos,
en condiciones de estimulacién incluye la incubacién de las células en presencia de uno o mas antioxidantes. En casos
particulares, las células se estimulan con el reactivo estimulador en presencia de uno o mas antioxidantes. En algunos
casos, las células se incuban en presencia de entre 1 ng/mly 100 ng/ml, entre 10 ng/ml y 1 pg/ml, entre 100 ng/ml y
10 pg/ml, entre 1 ug/mly 100 pg/ml, entre 10 pg/ml y 1 mg/ml, entre 100 pg/mly 1 mg/ml, entre 1 500 pg/mly 2 mg/ml,
500 pg/mly 5 mg/ml, entre 1 mg/ml y 10 mg/ml, o entre 1 mg/mly 100 mg/ml de uno o mas antioxidantes. En algunos
casos, las células se incuban en presencia de o aproximadamente de 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml,
100 pg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20
mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml, 400 mg/ml, 500 mg/ml del uno o mas antioxidantes.
En algunos casos, el uno o0 mas antioxidantes es o incluye un antioxidante que contiene azufre. En casos particulares,
el uno o mas antioxidantes es o incluye un precursor del glutatién.

En algunos casos, el uno o mas antioxidantes es o incluye N-acetil cisteina (NAC). En algunos casos, incubar las
células, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos T CD8+ enriquecidos, en condiciones de estimulacién
incluye la incubacién de las células en presencia de NAC. En casos particulares, las células se estimulan con el
reactivo estimulador en presencia de NAC. En algunos casos, las células se incuban en presencia de entre 1 ng/mly
100 ng/ml, entre 10 ng/mly 1 pg/ml, entre 100 ng/ml y 10 pg/ml, entre 1 pug/mly 100 pg/ml, entre 10 pg/mly 1 mg/ml,
entre 100 pg/ml y 1 mg/ml, entre 1-500 pg/mly 2 mg/ml, 500 pg/ml y 5 mg/ml, entre 1 mg/ml y 10 mg/ml, o entre 1
mg/ml y 100 mg/ml de NAC. En algunos casos, las células se incuban en presencia de o aproximadamente de 1 ng/ml,
10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/mi, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3
mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml, 400 mg/ml,
500 mg/ml de NAC. En algunos casos, las células se incuban con o con aproximadamente 0,8 mg/ml.

En casos particulares, incubar la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos
y/o linfocitos T CD8+ enriquecidos, en presencia de uno o mas antioxidantes, p. ej., NAC, reduce la activacién en las
células en comparaciéon con las células incubadas en procesos alternativos y/o ilustrativos sin la presencia de
antioxidantes. En determinados casos, la activacién reducida se mide por la expresién de uno o mas marcadores de
activacion en la célula. En determinados casos, los marcadores de activacién incluyen, pero no se limitan a, aumento
de la complejidad intracelular (p. ej., determinada por la medicién de la dispersion lateral (SSC), aumento del tamafio
celular (p. ej., determinado mediante la medicidén del didmetro celular y/o la dispersién frontal (FSC), aumento de la
expresion de CD27 y/o reduccidn de la expresién de CD25. En algunos casos, las células de la composicion tienen
una expresion y/o grado de marcadores de activacién negativo, reducido o bajo cuando se examinan durante o
después de la incubacidén, modificacién genética, transduccién, transfeccidén, expansién o formulacién, o durante o
después de cualquier etapa del proceso que tenga lugar tras la incubaciéon. En algunos casos, las células de la
composicién tienen una expresién y/o grado de marcadores de activacién negativo, reducido o bajo una vez finalizado
el proceso. En casos particulares, las células de la composicién de salida tienen una expresién y/o grado de
marcadores de activacién negativo, reducido o bajo.

En algunos casos, la citometria de flujo se utiliza para determinar el tamafio relativo de las células. En casos
particulares, los parametros FSC y SSC se utilizan para analizar las células y distinguir las células entre si en funcién
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de su tamafio y complejidad interna. En casos particulares, una particula o perla de tamafio conocido puede medirse
como patrén para determinar el tamafio real de las células. En algunos casos, la citometria de flujo se utiliza en
combinacién con una tincién, p. ej., un anticuerpo marcado, para medir o cuantificar la expresién de una proteina de
superficie, tal como un marcador de activacién, p. ej., CD25 o CD27.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos
T CD8+ enriquecidos, se incuba en presencia de uno o méas antioxidantes, p. ej., NAC, y el diametro celular se redujo
al menos 0,25 ym, 0,5 ym, 0,75 pm, 1,0 pm, 1,5 um, 2 pm, 2,5 um, 3 um, 3,5 um, 4 um, 4,5 uym, 5 ym, 0o més de 5 um
en comparacién con las células incubadas en un proceso alternativo y/o ilustrativo donde la incubacién no se realiza
en presencia de un antioxidante. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba en
presencia de uno o més antioxidantes, p. ej.,, NAC, y el tamafio celular, medido por el FSC se reduce al menos un 1
%, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %,
al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, o al menos un 90 %
en comparacién con las células incubadas en un proceso alternativo y/o ilustrativo donde la incubacién no se realiza
en presencia de un antioxidante.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos
T CD8+ enriquecidos, se incuba en presencia de uno o mas antioxidantes, p. ej., NAC, y la complejidad intracelular,
medida por el SSC, se reduce al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un
30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un
80 %, al menos un 85 %, o al menos un 90 % en comparacién con las células incubadas en un proceso alternativo y/o
ilustrativo donde la incubacién no se realiza en presencia de un antioxidante.

En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o
linfocitos T CD8+ enriquecidos, se incuba en presencia de uno o mas antioxidantes, p. ej., NAC, y la expresién de
CD27, p. €j., medida por citometria de flujo, se reduce al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos
un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % en
comparacion con las células incubadas en un proceso alternativo y/o ilustrativo donde la incubacién no se realiza en
presencia de un antioxidante.

En determinados casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o
linfocitos T CD8+ enriquecidos, se incuba en presencia de uno o méas antioxidantes, p. ej., NAC, y la expresién de
CD25, p. ej., medida por citometria de flujo, aumenta al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos
un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos
1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 25
veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces en comparacién con las células incubadas en un proceso alternativo
y/o ilustrativo donde la incubacidn no se realiza en presencia de un antioxidante.

En casos particulares, incubar la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos
y/o linfocitos T CD8+ enriquecidos, en presencia de uno o méas antioxidantes, p. ej., NAC, aumenta la expansién, p. €j.,
durante la etapa o fase de incubacién o cultivo, tal como se describe en la Seccidén |-D. En algunos casos, una
composicién de células enriquecidas logra una expansién 2 veces, 2,5 veces, 3 veces, 3,5 veces, 4 veces, 4,5 veces,
5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, nueve veces, 10 veces, 0 mas de 10 veces superior en un plazo de 14 dias, 12
dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias, o en los 3 dias siguientes al inicio del cultivo. En algunos
casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba en presencia de uno o mas antioxidantes y las células de
las composiciones experimentan al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos
un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4
veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces de tasa de expansion més rapida durante el cultivo que las células
cultivadas que se incubaron en un proceso alternativo y/o ilustrativo donde la incubacién no se realiza en presencia
de un antioxidante.

En casos particulares, incubar la composicién de células enriquecidas, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o
linfocitos T CD8+ enriquecidos, en presencia de uno o mas antioxidantes, p. ej., NAC, reduce la cantidad de muerte
celular, p. ej., por apoptosis. En algunos casos, la composicion de linfocitos T enriquecidos se incuba en presencia de
uno o mas antioxidantes, p. ej., NAC, y al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %,
al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,9
% de las células sobreviven, p. ej., no sufren apoptosis, durante o al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias,
7 dias, o mas de 7 dias después de finalizada la incubacidon. En algunos casos, la composicién se incuba en presencia
de uno o mas antioxidantes, p. ej.,, NAC, y las células de la composicidn tienen al menos un 10%, al menos un 20 %,
al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al
menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al
menos 100 veces mayor supervivencia en comparacién con las células sometidas a un proceso ilustrativo y/o
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alternativo donde las células no se incuban en presencia de uno o més antioxidantes.

En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o
linfocitos T CD8+ enriquecidos, se incuba en presencia de uno o mas antioxidantes, p. ej., NAC, y la expresién de
caspasas, p. €j., la expresién de la caspasa 3, se reduce al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al
menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al
menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % en
comparacién con las células incubadas en un proceso alternativo y/o ilustrativo donde la incubacién no se realiza en
presencia de un antioxidante.

En algunos casos, las composiciones o células, tales como linfocitos T CD4+ enriquecidos y/o linfocitos T CD8+
enriquecidos, se incuban en presencia de condiciones de estimulacién o de un agente estimulador, tal como se
describe. Tales condiciones incluyen las disefiadas para inducir la proliferacion, expansién, activacion y/o
supervivencia de células en la poblacién, para imitar la exposicién al antigeno y/o para cebar las células para la
modificacién genética, tal como para la introduccién de un receptor de antigeno recombinante. Ejemplos de reactivos
estimulantes, tales como las perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28, se describen a continuacién. La incubacién con
el reactivo estimulador también puede llevarse a cabo en presencia de una o mas citocinas estimulantes, tales como
en presencia de una o mas de IL-2 recombinante, |L-7 recombinante y/o IL-15 recombinante y/o en presencia de al
menos un antioxidante tal como NAC, tal como se ha descrito anteriormente. En algunos casos, una composicién de
linfocitos T CD4+ enriquecidos se incuba en condiciones de estimulacién con un agente estimulador, IL-2
recombinante, IL-7 recombinante, IL-15 recombinante y NAC, tal como en las cantidades como se describe. En
algunos casos, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos se incuba en condiciones de estimulacién con un
agente estimulador, IL-2 recombinante, IL-15 recombinante y NAC, tal como en las cantidades como se describe.

En algunos casos, las condiciones de estimulaciéon y/o activacién pueden incluir uno o mas medios particulares,
temperatura, contenido de oxigeno, contenido de diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. ej., nutrientes, aminoé&cidos,
antibiéticos, iones y/o factores estimulantes, tales como citocinas, quimiocinas, antigenos, compafieros de unién,
proteinas de fusién, receptores solubles recombinantes y cualquier otro agente disefiado para activar las células.

En algunos casos, la incubacién se lleva a cabo de acuerdo con técnicas tales como las descritas en la patente de
EE.UU. N.°6.040.1 77 de Riddell. et al., Klebanoff et a/.(2012) J Immunother. 35(9): 651-660, Terakura et al. (2012)
Blood.1:72-82, y/o Wang et al. (2012) J Immunother. 35(9):689-701.

En algunos casos, al menos una parte de la incubacién en presencia de una o mas condiciones de estimulacién o de
un agente estimulador se lleva a cabo en la cavidad interna de una camara centrifuga, por ejemplo, con rotacién
centrifuga, tal como se describe en la publicacién internacional numero W02016/073602. En algunos casos, al menos
una parte de la incubacién realizada en una camara centrifuga incluye la mezcla con un reactivo o reactivos para
inducir la estimulacién y/o activacién. En algunos casos, células, tales como las células seleccionadas, se mezclan
con una condicién de estimulacién o un agente estimulador en la camara centrifuga. En algunos casos de estos
procesos, un volumen de células se mezcla con una cantidad de una o mas condiciones 0 agentes de estimulacion
que es muy inferior a la que se emplea normalmente cuando se realizan estimulaciones similares en una placa de
cultivo celular u otro sistema.

En algunos casos, el agente estimulador se afiade a las células en la cavidad de la camara en una cantidad que es
sustancialmente inferior a (p. ej., no es superior al 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 % u 80 % de la
cantidad) en comparacion con la cantidad del agente estimulador que se utiliza habitualmente o que seria necesaria
para lograr aproximadamente la misma o similar eficacia de seleccién del mismo numero de células o del mismo
volumen de células cuando la seleccidn se realiza sin mezclar en una camara centrifuga, p. €j., en un tubo o bolsa con
agitacién o rotacién periddicas. En algunos casos, la incubacién se realiza con la adicién de un tampén de incubacién
a las células y el agente estimulador para lograr un volumen objetivo con la incubacién del reactivo de, por ejemplo,
de aproximadamente 10 ml a aproximadamente 200 ml, o de aproximadamente 20 ml a aproximadamente 125 ml, tal
como al menos o aproximadamente al menos 10 ml, 20 ml, 30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml, 100 ml,
105 ml, 110 ml, 115 ml, 120 ml, 125 ml, 130 ml, 135 ml, 140 ml, 145 ml, 150 ml, 160 ml, 170 ml, 180 ml, 190 ml o0 200
ml. En algunos casos, el tampén de incubacién y el agente estimulador se mezclan previamente antes de afiadirlos a
las células. En algunos casos, el tampén de incubacién y el agente estimulador se afiaden por separado a las células.
En algunos casos, la incubacién de estimulacién se lleva a cabo en condiciones periédicas de mezcla suave, que
pueden ayudar a promover interacciones energéticamente favorecidas y, de este modo, permitir el uso de menos
agente estimulador en general a la vez que se consigue la estimulacién y activacién de las células.

En algunos casos, la incubacién se realiza generalmente en condiciones de mezcla, tal como en presencia de rotacién,
generalmente a una fuerza o velocidad relativamente bajas, tal como una velocidad inferior a la utilizada para granular
las células, tal como de 600 rpm a 1700 rpm o de aproximadamente 600 rpm a aproximadamente 1700 rpm (p. €j., a
o aproximadamente o al menos 600 rpm, 1000 rpm, o 1500 rpm o 1700 rpm), tal como a una FCR en la muestra o en
la pared de la camara u otro recipiente de 80 g a 100 g o de aproximadamente 80 g a aproximadamente 100 g (p. €j.,
a o aproximadamente o al menos 80 g, 85¢g, 90 g, 95 g 0 100 g). En algunos casos, el giro se realiza mediante
intervalos repetidos de un giro a una velocidad tan baja seguido de un periodo de descanso, tal como un giro y/o
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descanso durante 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 segundos, tal como un giro de aproximadamente 1 o 2 segundos seguido
de un descanso de aproximadamente 5, 6, 7 u 8 segundos.

En algunos casos, la duracién total de la incubacién, p. ej., con el agente estimulador, estd comprendida entre 1 hora
y 96 horas, 1 hora y 72 horas, 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas, 18 horas y 30 horas o
12 horas y 24 horas, tal como al menos o aproximadamente al menos o aproximadamente 6 horas, 12 horas, 18 horas,
24 horas, 36 horas o 72 horas. En algunos casos, la incubacién adicional se realiza durante un tiempo comprendido
entre 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas 0 12 horas y 24 horas, ambos inclusive.

En algunos casos, las células se cultivan y/o incubados en condiciones de estimulacién antes y/o durante una etapa
de introduccién de un polinucleétido, p. ej., un polinucleétido que codifica un receptor recombinante, a las células,
p. ej., mediante transduccién y/o transfeccidn, tal como se describe en la Seccién I-C. En algunos casos, las células
se cultivan y/o incuban en condiciones de estimulacién durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y 2 horas,
entre 1 hora y 8 horas, entre 1 hora y 6 horas, entre 6 horas y 12 horas, entre 12 horas y 18 horas, entre 16 horas y
24 horas, entre 12 horas y 36 horas, entre 24 horas y 48 horas, entre 24 horas y 72 horas, entre 42 horas y 54 horas,
entre 60 horas y 120 horas entre 96 horas y 120 horas, entre 90 horas y entre 1y 7 dias, entre 3 dias y 8 dias, entre
1 dia y 3 dias, entre 4 dias y 6 dias, o entre 4 dias y 5 dias antes de la modificacién genética. En algunos casos, las
células se incuban durante o aproximadamente 2 dias antes de la modificacién genética.

En determinados casos, las células se incuban con y/o en presencia del reactivo estimulador antes de y/o durante la
modificacién genética de las células. En ciertos casos, las células se incuban con y/o en presencia del reactivo
estimulador durante un periodo de tiempo comprendido entre 12 y 36 horas, entre 24 horas y 48 horas, entre 24 horas
y 72 horas, entre 42 horas y 54 horas, entre 60 horas y 120 horas entre 96 horas y 120 horas, entre 90 horas y entre
2y 7 dias, entre 3 dias y 8 dias, entre 1 dia y 8 dias, entre 4 dias y 6 dias, o entre 4 dias y 5 dias. En casos particulares,
las células se cultivan y/o incuban en condiciones de estimulacién antes y/o durante la modificacién genética de las
células durante un periodo de tiempo inferior a 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias o 5 dias, 4 dias, o durante un
periodo de tiempo inferior a 168 horas, 162 horas, 156 horas, 144 horas, 138 horas, 132 horas, 120 horas, 114 horas,
108 horas, 102 horas u 96 horas. En casos particulares, las células se incuban con y/o en presencia del reactivo
estimulador durante o durante aproximadamente 4 dias, 5 dias, 6 dias o 7 dias. En algunos casos, las células se
incuban con y/o en presencia del reactivo estimulador durante o durante aproximadamente 4 dias. En casos
particulares, las células se incuban con y/o en presencia del reactivo estimulador durante o durante aproximadamente
5 dias. En determinados casos, las células se incuban con y/o en presencia del reactivo estimulador durante menos
de 7 dias.

En algunos casos, la incubacién de las células en condiciones de estimulacién incluye la incubacion de las células con
un reactivo estimulador que se describe en la Seccién I-B-1. En algunos casos, el reactivo estimulador contiene o
incluye una perla, tal como una perla paramagnética, y las células se incuban con el reactivo estimulador en una
proporcién inferior a 3:1 (perlas:células), tal como una proporciéon de 1:1. En casos particulares, las células se incuban
con el reactivo estimulador en presencia de una o mas citocinas y/o uno o mas antioxidantes. En algunos casos, una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador en una proporcién de 1:1
(perlas:células) en presencia de IL-2, IL-7, IL-15 recombinantes y NAC. En determinados casos, una composicidén de
linfocitos T CD8+ enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador en una proporcién de 1:1 (perlas:células) en
presencia de IL-2, IL-15 recombinantes y NAC. En algunos casos, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de
las células a los, dentro de, o dentro de aproximadamente 6 dias, 5 dias, o0 4 dias desde el inicio 0 comienzo de la
incubacién, p. ej., desde el momento en que el reactivo estimulador se afiade a las células o entra en contacto con
ellas.

1. Reactivos estimuladores

En algunos casos, incubar una composicién de células enriquecidas en condiciones de estimulacién es o incluye
incubar y/o poner en contacto la composicién de células enriquecidas con un reactivo estimulador capaz de activar y/o
expandir los linfocitos T. En algunos casos, el reactivo estimulador es capaz de estimular y/o activar una o mas sefiales
en las células. En algunos casos, la una o méas sefiales estadn mediadas por un receptor. En casos particulares, la una
0 mas sefiales son o estan asociadas con un cambio en la transducciéon de sefiales y/o un nivel o cantidad de
mensajeros secundarios, p. ej.,, AMPc y/o calcio intracelular, un cambio en la cantidad, localizacién celular,
conformacién, fosforilacién, ubiquitinacién, y/o truncamiento de una o més proteinas celulares, y/o un cambio en una
actividad celular, p. ej., transcripcién, traduccién, degradacién de proteinas, morfologia celular, estado de activacién
y/o division celular. En casos particulares, el reactivo estimulador activa y/o es capaz de activar uno 0 mas dominios
de sefializacién intracelular de uno 0 mas componentes de un complejo TCR y/o uno 0 mas dominios de sefializacién
intracelular de una 0 més moléculas coestimuladoras.

En determinados casos, el reactivo estimulador contiene una particula, p. €j., una perla, que esta conjugada o unida a
uno o mas agentes, p. ej., biomoléculas, capaces de activar y/o expandir las células, p. €j., linfocitos T. En algunos
casos, el uno o mas agentes estan unidos a una perla. En algunos casos, la perla es biocompatible, es decir, esta
compuesta de un material apto para uso biolégico. En algunos casos, las perlas no son toxicas para las células
cultivadas, p. ej., linfocitos T cultivados. En algunos casos, las perlas pueden ser cualquier particula capaz de unir
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agentes de forma que permitan una interaccién entre el agente y una célula.

En algunos casos, un reactivo estimulador contiene uno o mas agentes capaces de activar y/o expandir las células,
p. ej., linfocitos T, que estan ligadas o unidas de otro modo a una perla, por ejemplo, a la superficie de la perla. En
determinados casos, la perla es una particula no celular. En casos particulares, la perla puede incluir una particula
coloidal, una microesfera, nanoparticula, una perla magnética o similar. En algunos casos, las perlas son perlas de
agarosa. En determinados casos, las perlas son de sefarosa.

En casos particulares, el reactivo estimulador contiene perlas monodispersas. En determinados casos, las perlas que
son monodispersas comprenden dispersiones de tamafio que tienen una desviacidén estdndar de didmetro de menos
del 5 % entre si.

En algunos casos, la perla contiene uno 0 mas agentes, tal como un agente que est acoplado, conjugado o conectado
(directa o indirectamente) a la superficie de la perla. En algunos casos, un agente como se contempla en el presente
documento puede incluir, aunque no de forma limitativa, ARN, ADN, proteinas (p. €j., enzimas), antigenos, anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpo, hidratos de carbono, lipidos, lectinas, o cualquier
otra biomolécula con afinidad por una diana deseada. En algunos casos, la diana deseada es un receptor de linfocitos
T y/o un componente de un receptor de linfocitos T. En determinados casos, la diana deseada es CD3. En un
determinado caso, la diana deseada es una molécula coestimuladora de linfocitos T, p. ej., CD28, CD137(4-1-BB),
OX40 o ICOS. El uno o méas agentes pueden estar unidos directa o indirectamente a la perla mediante diversos
métodos conocidos y disponibles en la técnica. La unién puede ser covalente, no covalente, electrostatica o hidréfoba,
y puede lograrse mediante diversos medios de unién, incluyendo, por ejemplo, un medio quimico, un medio mecéanico
0 un medio enzimético. En algunos casos, una biomolécula (p. ej., un anticuerpo anti-CD3 biotinilado) puede estar
unido indirectamente a la perla a través de otra biomolécula (p. ej., un anticuerpo anti-biotina) que esté unida
directamente a la perla.

En algunos casos, el reactivo estimulador contiene una perla y uno o mas agentes que interactian directamente con
una macromolécula de la superficie de una célula. En determinados casos, la perla (p. €j., una perla paramagnética)
interactla con una célula a través de uno o méas agentes (p. ej., un anticuerpo) especificos para una o mas
macromoléculas de la célula (p. €j., una o mas proteinas de la superficie celular). En determinados casos, la perla (p.
ej., una perla paramagnética) estd marcada con un primer agente descrito en el presente documento, tal como un
anticuerpo primario (p. ej., un anticuerpo anti-biotina) u otra biomolécula y, a continuacién, se afiade un segundo
agente, tal como un anticuerpo secundario (p. ej., un anticuerpo anti-CD3 biotinilado) u otra segunda biomolécula (p.
ej., estreptavidina), de modo que el anticuerpo secundario u otra segunda biomolécula se une especificamente a
dichos anticuerpos primarios u otra biomolécula en la particula.

En algunos casos, el reactivo estimulador contiene uno 0 méas agentes (p. €j., un anticuerpo) que esta unido a una
perla (p. ej., una perla paramagnética) y se une especificamente a una o mas de las siguientes macromoléculas de
una célula (p. ej., un linfocito T): CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, CD25, CD27, CD28, CD29, CD31, CD44, CD45RA,
CD45R0, CD54(ICAM-1), CD127, MHCI, MHCII, CTLA-4, ICOS, PD-1, OX40, CD27L(CD70), 4-1BB(CD137), 4-1BBL,
CD30L, LIGHT, IL-2R, IL-12R, IL-1R, IL-15R; IFN-gammaR, TNF-alfaR, IL-4R, IL-10R, CD18/CD1 la (LFA-1), CD62L
(L-selectina), CD29/CD49d (VLA-4), Ligando Notch (p. ej., tipo Delta 1/4, Jagged 1/2, etc.), CCR1, CCR2, CCRS3,
CCR4, CCR5, CCR7 y CXCR3 o fragmentos de los mismos, incluidos los ligandos correspondientes a estas
macromoléculas o fragmentos de las mismas. En algunos casos, un agente (p. €j., un anticuerpo) unido a la perla se
une especificamente a una o mas de las siguientes macromoléculas de una célula (p. €j., un linfocito T): CD28, CD62L,
CCR7, CD27, CD127, CD3, CD4, CD8, CD45RA y/o CD45RO.

En algunos casos, uno o mas de los agentes unidos a la perla es un anticuerpo. El anticuerpo puede incluir un
anticuerpo policlonal, anticuerpo monoclonal (incluidos anticuerpos de longitud completa que tienen una regién Fc de
inmunoglobulina), composiciones de anticuerpos con especificidad poliepitépica, anticuerpos multiespecificos (p. €.,
anticuerpos biespecificos, diacuerpos y moléculas monocatenarias, asi como fragmentos de anticuerpo (p. ej., Fab,
F(ab')2 y Fv). En algunos casos, el reactivo estimulador es un fragmento de anticuerpo (incluido el fragmento de unién
a antigeno), p. ej., un fragmento Fab, Fab'-SH, Fv, scFv o (Fab')2. Se apreciard que pueden utilizarse regiones
constantes de cualquier isotipo para los anticuerpos contemplados en el presente documento, incluyendo 1gG, IgM,
IgA, IgD, e IgE, y que dichas regiones constantes pueden obtenerse de cualquier especie humana o animal (p. €j.,
especies murinas). En algunos casos, el agente es un anticuerpo que se une y/o reconoce uno 0 mas componentes
de un receptor de linfocitos T. En casos particulares, el agente es un anticuerpo anti-CD3. En determinados casos, el
agente es un anticuerpo que se une a y/o reconoce un correceptor. En algunos casos, el reactivo estimulador
comprende un anticuerpo anti-CD28. En algunos casos, la perla tiene un diametro superior a aproximadamente 0,001
MM, superior a aproximadamente 0,01 um, superior a aproximadamente 0,1 pym, superior a aproximadamente 1,0 um,
superior a aproximadamente 10 ym, superior a aproximadamente 50 uym, superior a aproximadamente 100 um o
superior a aproximadamente 1000 pm y no superior a aproximadamente 1500 um. En algunos casos, la perla tiene un
diametro de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 500 um, de aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente
150 pm, de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 30 um, de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente
10 um, de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 5,0 um, de aproximadamente 2,0 ym a aproximadamente
5,0 ym o de aproximadamente 3,0 ym a aproximadamente 5,0 um. En algunos casos, la perla tiene un didmetro de
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aproximadamente 3 pm a aproximadamente 5 pym. En algunos casos, la perla tiene un diametro de al menos o al
menos aproximadamente 0,001 pm, 0,01 ym, 0.1pm, 0.5um, 1,0 um, 1,5 um, 2,0 um, 2,5 um, 3,0 pm, 3,5 pm, 4,0 um,
4,5um, 50um, 55um, 6,0 um, 6,5 um, 7,0 um, 7,5 um, 8,0 ym, 8,5 um, 9,0 ym, 9,5 um, 10 pm, 12 ym, 14 pm,
16 um, 18 ym o 20 ym. En determinados casos, la perla tiene un didmetro de o aproximadamente 4,5 pm. En
determinados casos, la perla tiene un diametro de o aproximadamente 2,8 um.

En algunos casos, las perlas tienen una densidad superior a 0,001 g/cm?3, superior a 0,01 g/cm?®, superior a 0,05 g/cm®,
superior a 0,1 g/cm?®, superior a 0,5 g/cm?, superior a 0,6 g/cm®, superior a 0,7 g/cm®, superior a 0,8 g/cm?, superior a
0,9 g/cm®, superior a 1 g/cm?3, superior a 1,1 g/cm®, superior a 1,2 g/cm?®, superior a 1,3 g/cm?3, superior a 1,4 g/cm?,
superior a 1,5 g/lem3, superior a 2 g/cm®, superior a 3 g/cm3, superior a 4 g/cm3, o superior a 5 g/cm®. En algunos
casos, las perlas tienen una densidad comprendida entre aproximadamente 0,001 g/cm® y aproximadamente 100
g/cm?3, aproximadamente 0,01 g/cm® y aproximadamente 50 g/cm3, aproximadamente 0,1 g/cm? y aproximadamente
10 g/cm®, aproximadamente 0,1 g/lcm?®y aproximadamente 0,5 g/cm3, aproximadamente 0,5 g/cm?3y aproximadamente
1 g/lem?®, aproximadamente 0,5 g/cm?® y aproximadamente 1,5 g/cm?, aproximadamente 1 g/cm? y aproximadamente
1,5 g/cm®, aproximadamente 1 g/cm® y aproximadamente 2 g/cm®, o aproximadamente 1 g/cm3 y aproximadamente 5
g/cm?3. En algunos casos, las perlas tienen una densidad de aproximadamente 0,5 g/cm?, aproximadamente 0,5 g/cm?,
aproximadamente 0,6 g/cm?, aproximadamente 0,7 g/cm3, aproximadamente 0,8 g/cm?, aproximadamente 0,9 g/cm?®,
aproximadamente 1,0 g/cm?, aproximadamente 1,1 g/cm3, aproximadamente 1,2 g/cm?®, aproximadamente 1,3 g/cm?®,
aproximadamente 1,4 g/cm?, aproximadamente 1,5 g/cm3, aproximadamente 1,6 g/cm?®, aproximadamente 1,7 g/cm3,
aproximadamente 1,8 g/cm®, aproximadamente 1,9 g/cm® o aproximadamente 2,0 g/cm®. En determinados casos, las
perlas tienen una densidad de aproximadamente 1,6 g/cm3. En casos particulares, las perlas o particulas tienen una
densidad de aproximadamente 1,5 g/cm® En determinados casos, las particulas tienen una densidad de
aproximadamente 1,3 glcm?®.

En determinados casos, una pluralidad de las perlas tiene una densidad uniforme. En determinados casos, una
densidad uniforme comprende una desviacién tipica de la densidad inferior al 10 %, inferior al 5 %, o inferior al 1 % de
la densidad media de las perlas.

En algunos casos, las perlas tienen una superficie de entre aproximadamente 0,001 m? por cada gramo de particulas
(m3g) y aproximadamente 1.000 m%g, de aproximadamente 0,010 m?%g a aproximadamente 100 m?3g, de
aproximadamente 0,1 m%g a aproximadamente 10 m?g, de aproximadamente 0,1 m%g a aproximadamente 1 m%g,
de aproximadamente 1 m?%/g a aproximadamente 10 m?/g, de aproximadamente 10 m?/g a aproximadamente 100 m?%g,
de aproximadamente 0,5 m%g a aproximadamente 20 m%g, de aproximadamente 0,5 m?/g a aproximadamente 5 m?%/g,
o de aproximadamente 1 m%g a aproximadamente 4 m?g. En algunos casos, las particulas o perlas tienen una
superficie de aproximadamente 1 m?%g a aproximadamente 4 m2/g.

En algunos casos, la perla contiene al menos un material en la superficie de la perla o cerca de ella que puede
acoplarse, asociarse o conjugarse con un anticuerpo. En algunos casos, la perla esté funcionalizada en superficie, es
decir, comprende grupos funcionales capaces de formar un enlace covalente con una molécula de enlace, p. €j,, un
polinucleétido o un polipéptido. En casos particulares, la perla comprende grupos carboxilo, amino, hidroxilo, tosilo,
epoxi, y/o clorometilo expuestos en la superficie. En casos particulares, las perlas comprenden agarosa y/o sefarosa
expuestas en la superficie. En determinados casos, la superficie de la perla comprende reactivos estimuladores unidos
que pueden unir o asociar moléculas de unién. En casos particulares, las biomoléculas son polipéptidos. En algunos
casos, las perlas comprenden proteina A, proteina G, o biotina expuesta en la superficie.

En algunos casos, la perla reacciona en un campo magnético. En algunos casos, la perla es una perla magnética. En
algunos casos, la perla magnética es paramagnética. En casos particulares, la perla magnética es
superparamagnética. En determinados casos, las perlas no muestran ninguna propiedad magnética a menos que se
expongan a un campo magnético.

En casos particulares, la perla comprende un nulcleo magnético, un nlcleo paramagnético, o un nucleo
superparamagnético. En algunos casos, el nlcleo magnético contiene un metal. En algunos casos, el metal puede
ser, aunque no de forma limitativa, hierro, niquel, cobre, cobalto, gadolinio, manganeso, tantalo, zinc, circonio o
cualquier combinacién de los mismos. En determinados casos, el nlcleo magnético comprende éxidos metélicos (p.
ej., oxidos de hierro), ferritas (p. ej., ferritas de manganeso, ferritas de cobalto, ferritas de niquel, etc.), hematites y
aleaciones metalicas (p. ej., CoTaZn). En algunos casos, el nlcleo magnético comprende una o mas ferritas, un metal,
una aleacién metélica, un éxido de hierro, o diéxido de cromo. En algunos casos, el nicleo magnético comprende
hierro elemental o un compuesto del mismo. En algunos casos, el nlcleo magnético comprende uno o mas de
magnetita (Fe304), maghemita (yFe203) o greigita (Fe3S4). En algunos casos, el nlcleo interno comprende un 6xido
de hierro (p. ej., Fe30.).

En determinados casos, la perla contiene un nlcleo magnético, paramagnético y/o superparamagnético que esta
cubierto por una capa o revestimiento funcionalizado superficialmente. En algunos casos, la capa puede contener un
material que puede incluir, aunque no de forma limitativa, un polimero, un polisacarido, una silice, un acido graso, una
proteina, un carbén, agarosa, sefarosa, o una combinacién de los mismos. En algunos casos, el polimero puede ser
un polietilenglicol, poli(acido lactico-co-glicélico), poliglutaraldehido, poliuretano, poliestireno, o un alcohol polivinilico.

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 361 T3

En determinados casos, la capa o revestimiento exterior comprende poliestireno. En casos particulares, el
revestimiento exterior esta funcionalizado en superficie.

En algunos casos, el reactivo estimulador comprende una perla que contiene un ndcleo de éxido metélico (p. €j., un
nlcleo de 6xido de hierro) y una capa, en donde el nlcleo de éxido metélico comprende al menos un polisacarido (p.
ej., dextrano), y en donde la capa comprende al menos un polisacarido (p. ej., amino dextrano), al menos un polimero
(p. €j., poliuretano) y silice. En algunos casos, el nicleo de 6xido metélico es un ntcleo de éxido de hierro coloidal. En
determinados casos, el uno 0 més agentes incluyen un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En
casos particulares, el uno o mas agentes incluyen un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. En algunos
casos, el reactivo estimulador comprende un anticuerpo anti-CD3, anticuerpo anti-CD28 y un anticuerpo anti-biotina.
En algunos casos, el reactivo estimulador comprende un anticuerpo anti-biotina. En algunos casos, la perla tiene un
diametro de aproximadamente 3 um a aproximadamente 10 pm. En algunos casos, la perla tiene un didmetro de
aproximadamente 3 um a aproximadamente 5 pm. En determinados casos, la perla tiene un didmetro de
aproximadamente 3,5 um.

En algunos casos, el reactivo estimulador comprende uno o mas agentes que estan unidos a una perla que comprende
un nucleo de éxido metalico (p. €j., un nlcleo interno de 6xido de hierro) y una capa (p. €j., una capa protectora), en
donde la capa comprende poliestireno. En determinados casos, las perlas son perlas paramagnéticas (p. ej.,
superparamagnéticas) monodispersas que comprenden un nlcleo de hierro paramagnético (p. ej,
superparamagnético), p. ej., un nucleo que comprende magnetita (FesO4) y/o maghemita (yFe-Os) y una capa o
recubrimiento de poliestireno. En algunos casos, la perla no es porosa. En algunos casos, las perlas contienen una
superficie funcionalizada a la que se unen uno o mas agentes. En determinados casos, el uno 0 mas agentes se unen
covalentemente a las perlas en la superficie. En algunos casos, el uno o mas agentes incluyen un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el uno o méas agentes incluyen un anticuerpo anti-CD3
y un anticuerpo anti-CD28. En algunos casos, el reactivo estimulador es o comprende perlas magnéticas anti-CD3/anti-
CD28. En algunos casos, los uno 0 més agentes incluyen un anticuerpo anti-CD3 y/o un anticuerpo anti-CD28, y un
anticuerpo o fragmento de antigeno del mismo capaz de unirse a un anticuerpo marcado (p. €j., anticuerpo biotinilado),
tal como un anticuerpo anti-CD3 o anti-CD28 marcado. En determinados casos, las perlas tienen una densidad de
aproximadamente 1,5 g/cm® y una superficie de aproximadamente 1 m%g a aproximadamente 4 m?%g. En casos
particulares, las perlas son perlas superparamagnéticas monodispersas que tienen un diametro de aproximadamente
4,5 um y una densidad de aproximadamente 1,5 g/cm?®. En algunos casos, las perlas son perlas superparamagnéticas
monodispersas que tienen un didmetro medio de aproximadamente 2,8 pm y una densidad de aproximadamente 1,3
glem?®.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba con el reactivo estimulador en una proporcién
entre perlas y células de aproximadamente 3:1, 2,5:1, 2:1, 1,5:1, 1,25:1, 1,21, 1,1:1, 1:1, 0,9:1, 0,8:1, 0,75:1, 0,67:1,
0,5:1, 0,3:1, 0 0,2:1. En casos particulares, la proporcidén entre perlas y células es de entre 2,5:1 y 0,2:1, entre 2:1y
0,5:1, entre 1,5:1y 0,75:1, entre 1,25:1 y 0,81, entre 1,1:1 y 0,9:1. En casos particulares, la proporcién entre el reactivo
estimulador y las células es de aproximadamente 1:1 o es 1:1.

2. Eliminacion del reactivo estimulador de las células

En determinados casos, el reactivo estimulador, p. ej., perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28, se elimina y/o se separa
de las células. Sin desear quedar ligados a teoria alguna, casos particulares contemplan que la unién y/o asociacién
entre un reactivo estimulador y las células puede, en algunas circunstancias, reducirse con el tiempo durante la
incubacion. En determinados casos, pueden afiadirse uno o més agentes para reducir la unién y/o asociacién entre el
reactivo estimulador y las células. En casos particulares, un cambio en las condiciones de cultivo celular, p. ej,,
temperatura media del pH, puede reducir la unién y/o asociaciéon entre el reactivo estimulador y las células. Por lo
tanto, en algunos casos, el reactivo estimulador puede eliminarse de una incubacién, sistema de cultivo celular, y/o
una solucién separada de las células, p. ej., sin retirar las células de la incubacién, sistema de cultivo celular, y/o
también una solucién.

Se conocen métodos para eliminar de las células reactivos estimuladores (p. ej., reactivos estimuladores que son o
contienen particulas, tales como particulas de perlas o particulas magnetizables). En algunos casos, el uso de
anticuerpos competidores, tales como anticuerpos no marcados, pueden usarse, los cuales, por ejemplo, se unen a
un anticuerpo primario del reactivo estimulador y alteran su afinidad por su antigeno en la célula, permitiendo asi un
desprendimiento suave. En algunos casos, después del desprendimiento, los anticuerpos competidores pueden
permanecer asociados a la particula (p. €j., particula de perla) mientras que el anticuerpo que no ha reaccionado es o
puede ser lavado y la célula queda libre del anticuerpo de aislamiento, seleccidn, enriquecimiento y/o activacién. Un
ejemplo de dicho reactivo es DETACaBEAD (Friedl et al. 1995; Entschladen ef al. 1997). En algunos casos, las
particulas (p. ej., particulas de perla) pueden eliminarse en presencia de un enlazador escindible (p. ej., enlazador de
ADN), de modo que los anticuerpos unidos a particulas se conjugan con el enlazador (p. ej., CELLection, Dynal). En
algunos casos, la regién enlazadora proporciona un sitio escindible para eliminar las particulas (p. ej., particulas de
perla) de las células tras el aislamiento, por ejemplo, mediante la adicién de ADNasa u otro tampédn de liberacién. En
algunos casos, también pueden emplearse otros métodos enzimaticos para la liberacién de una particula (p. €j., una
particula de perla) de las células. En algunos casos, las particulas (p. ej., particulas de perla o particulas
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magnetizables) son biodegradables.

En algunos casos, el reactivo estimulador es magnético, paramagnético, y/o superparamagnético, y/o contiene una
perla que es magnética, paramagnética y/o superparamagnética, y el reactivo estimulador puede eliminarse de las
células exponiéndolas a un campo magnético. Algunos ejemplos de equipos adecuados que contienen imanes para
generar el campo magnético incluyen DynaMag CTS (Thermo Fisher), Magnetic Separator (Takara) y EasySep Magnet
(Stem Cell Technologies).

En casos particulares, el reactivo estimulador se elimina o separa de las células antes de completar los métodos
divulgados, p. €j., antes de la cosecha, recogida y/o formulacién de células modificadas genéticamente producidas por
los métodos descritos en el presente documento. En algunos casos, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa
de las células antes de la modificacién genética, p. ej., transduccién o transfeccidén, de las células. En casos
particulares, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células después de la etapa de modificacion
genética de las células. En determinados casos, el reactivo estimulador se elimina antes del cultivo de las células,
p. ej., antes del cultivo de las células modificadas genéticamente, p. ej.,, transfectadas o transducidas, en condiciones
que promuevan la proliferacién y/o expansién.

En determinados casos, el reactivo estimulador se separa y/o se elimina de las células después de un cierto tiempo.
En casos particulares, el tiempo es el tiempo desde el comienzo y/o inicio de la incubacién en condiciones de
estimulacién. En casos particulares, el inicio de la incubacién se considera en el momento o aproximadamente en el
momento en que las células entran en contacto con el reactivo estimulador y/o un medio o solucién que contenga el
reactivo estimulador. En casos particulares, el reactivo estimulador se elimina o se separa de las células en un plazo
de aproximadamente 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, o 2 dias después del inicio o
comienzo de la incubacidn. En casos particulares, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células a o
aproximadamente los 9 dias, 8 dias, 7 dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, 0 2 dias después del inicio o comienzo de
la incubacién. En determinados casos, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células a o
aproximadamente las 168 horas, 162 horas, 156 horas, 144 horas, 138 horas, 132 horas, 120 horas, 114 horas, 108
horas, 102 horas, o 96 horas después del inicio 0 comienzo de la incubacién. En casos particulares, el reactivo
estimulador se elimina y/o se separa de las células a o aproximadamente los 5 dias después del inicio y/o comienzo
de la incubacién. En algunos casos, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células a o
aproximadamente los 4 dias después del inicio y/o comienzo de la incubacion.

C. Células modificadas genéticamente

En algunos casos, los métodos divulgados implican administrar a un sujeto que padece una enfermedad o afeccidn
células que expresan un receptor de antigeno recombinante. Diversos métodos para la introduccién de componentes
transgénicos, p. ej., receptores recombinantes, p. ej., CAR o TCR, son bien conocidos y se pueden usar con los
métodos y composiciones divulgados. Los métodos ilustrativos incluyen aquellos para la transferencia de é&cidos
nucleicos que codifican los receptores, incluyendo viricos, p. €j., retroviricos o lentiviricos, transduccién, transposones
y electroporacién.

Entre las células que expresan los receptores y que se administran mediante los métodos divulgados se encuentran
las células modificadas genéticamente. La modificacién genética generalmente implica la introduccién de un é&cido
nucleico que codifica el componente recombinante modificado genéticamente en una composicién que contiene las
células, tal como por transduccién retrovirica, transfeccién o transformacion.

En algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento se utilizan con relacién a la modificacién genética
de una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos. En determinados casos, la modificacién genética es o incluye
la introduccion de un polinucleétido, p. ej., un polinucleétido recombinante que codifica una proteina recombinante. En
casos particulares, las proteinas recombinantes son receptores recombinantes, tales como los descritos en la Seccién
Il. La introduccion de las moléculas de acido nucleico que codifican la proteina recombinante, tales como el receptor
recombinante, en la célula puede llevarse a cabo utilizando cualquiera de una serie de vectores conocidos. Dichos
vectores incluyen sistemas viricos y no viricos, incluidos los sistemas lentiviricos y gammaretroviricos, asi como los
sistemas basados en transposones, tales como los sistemas de transferencia de genes basados en PiggyBac o Bella
Durmiente. Los métodos ilustrativos incluyen aquellos para la transferencia de &cidos nucleicos que codifican los
receptores, incluyendo viricos, p. €j., retroviricos o lentiviricos, transduccién, transposones y electroporacién. En
algunos casos, la modificacién genética produce una o méas composiciones de linfocitos T enriquecidos modificados
genéticamente.

En determinados casos, una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos modificados genéticamente, p. €],
transducidos o transfectados, antes de cultivar las células, p. €j., en condiciones que promueven la proliferacién y/o
expansién, tal como mediante un método proporcionado en la Seccién I-D. En casos particulares, una o mas
composiciones de linfocitos T enriquecidos se modifican genéticamente después de que la una 0 mas composiciones
hayan sido estimuladas, activadas y/o incubadas en condiciones de estimulacién, tales como las descritos en los
métodos de la Seccién |.B. En casos particulares, la una o0 mas composiciones son composiciones estimuladas. En
casos particulares, la una o més composiciones estimuladas han sido previamente criocongeladas y almacenadas, y
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se descongelan antes de la modificacién genética.

En determinados casos, la una o mas composiciones de linfocitos T estimulados son o incluyen dos composiciones
de linfocitos T enriquecidos estimulados separadas. En casos particulares, dos composiciones de linfocitos T
enriquecidos separadas, p. ej., dos composiciones de linfocitos T enriquecidos separadas que han sido seleccionadas,
aisladas y/o enriquecidas a partir de la misma muestra biolégica, se modifican genéticamente por separado. En
determinados casos, las dos composiciones separadas incluyen una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos.
En casos particulares, las dos composiciones separadas incluyen una composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos.
En algunos casos, dos composiciones de linfocitos T CD4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos separadas,
tal como tras la incubacidén en las condiciones de estimulaciéon descritas anteriormente, se modifican genéticamente
por separado. En algunos casos, una Unica composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente. En
determinados casos, la composicién Unica es una composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos. En algunos casos,
la composicién Unica es una composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos que se han combinado a partir
de composiciones separadas antes de la modificacién genética.

En algunos casos, la composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como los linfocitos T CD4+ estimulados, que
han sido modificados genéticamente, p. €j., transducidos o transfectados, incluye al menos un 60 %, al menos un 65
%, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95
%, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100
% de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composiciéon de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como los
linfocitos T CD4+ estimulados, que han sido modificados genéticamente incluye menos del 40 %, menos del 35 %,
menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1
%, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o esta exenta o
sustancialmente exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la composicidén de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como los linfocitos T CD8+ estimulados, que
han sido modificados genéticamente, p. €j., transducidos o transfectados, incluye al menos un 60 %, al menos un 65
%, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95
%, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100
% de linfocitos T CD8+. En determinados casos, la composiciéon de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como los
linfocitos T CD8+ estimulados, que han sido modificados genéticamente incluye menos del 40 %, menos del 35 %,
menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1
%, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o esta exenta o
sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+.

En algunos casos, las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas se combinan en una Unica
composiciébn y se modifican genéticamente, p. ej., se transducen o transfectan. En determinados casos, las
composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas se combinan en una Unica composicién una vez
realizada y/o completada la modificacién genética. En casos particulares, las composiciones de linfocitos T CD4+ y
CD8+ enriquecidos separadas, tales como composiciones de linfocitos T DD4+ y CD8+ estimulados separadas se
obtienen por separado y se procesan por separado para el cultivo y/o expansion de linfocitos T después de que se
haya realizado y/o completado la modificacién genética.

En algunos casos, la introduccidén de un polinucleétido, p. €j., un polinucleétido recombinante que codifica una proteina
recombinante, se lleva a cabo poniendo en contacto linfocitos T CD4+ o CD8+ enriquecidos, tales como linfocitos T
CD4+ o CD8+ estimulados, con una particula virica que contenga el polinucleétido. En algunos casos, el contacto
puede efectuarse con centrifugacion, tal como la espinoculacién (p. ej., inoculacién centrifuga). En algunos casos, la
composicién que contiene células, particulas viricas y reactivo pueden girar, generalmente a una fuerza o velocidad
relativamente bajas, tal como una velocidad inferior a la utilizada para granular las células, tal como de 600 rpm a 1700
rpm o de aproximadamente 600 rpm a aproximadamente 1700 rpm (p. €j., a 0 aproximadamente o al menos 600 rpm,
1000 rpm, 0 1500 rpm o 1700 rpm). En algunos casos, la rotacién se lleva a una fuerza, p. ej., una fuerza centrifuga
relativa, de 100 g a 3200 g o de aproximadamente 100 g a aproximadamente 3200 g (p. €j., a 0 aproximadamente o
al menos a o aproximadamente de 100 g, 200 g, 300 g, 400 g, 500 g, 1000 g, 1500 g, 2000 g, 2500 g, 3000 g o 3200
g), tal como a o aproximadamente de 693 g, medido por ejemplo en una pared interna o externa de la camara o
cavidad. La expresidn "fuerza centrifuga relativa" o FCR se entiende generalmente como la fuerza efectiva impartida
sobre un objeto o sustancia (tal como una célula, muestra, o granulo y/o un punto de la camara u otro recipiente que
se hace girar), respecto a la fuerza gravitatoria de la Tierra, en un punto concreto del espacio con respecto al eje de
rotacién. El valor puede determinarse mediante formulas conocidas, teniendo en cuenta la fuerza gravitatoria, la
velocidad de rotacion y el radio de rotacién (distancia entre el eje de rotacién y el objeto, sustancia o particula en
donde se mide la FCR). En algunos casos, al menos una parte del contacto, incubacién y/o modificaciéon genética de
las células, p. ej., de una composicién estimulada de linfocitos T CD4+ enriquecidos o linfocitos T CD8+ enriquecidos,
con el virus se realiza con una rotacién de entre aproximadamente 100 g y 3200 g, 1000 g y 2000 g, 1000 g y 3200 g,
500 gy 1000 g, 400 gy 1200 g, 600 g y 800 g, 600 y 700 g, 0 500 g y 700 g. En algunos casos, la rotacién se sitla
entre 600 gy 700 g, p. €j., a 0 aproximadamente 693 g.

En determinados casos, al menos una parte de la modificacién genética, transduccién, y/o transfeccién se realiza con
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rotacién, p. ej., espinoculacién y/o centrifugacién. En algunos casos, la rotacién se realiza durante, durante
aproximadamente, o durante al menos o aproximadamente 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 60 minutos,
90 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 2 dias, 3 dias,
4 dias, 5 dias, 6 dias, o durante al menos 7 dias. En algunos casos, la rotacién se realiza durante o durante
aproximadamente 60 minutos. En determinados casos, la rotacién se realiza durante aproximadamente 30 minutos.
En algunos casos, la rotacién se realiza durante aproximadamente 30 minutos a entre 600 gy 700 g, p. €j., @ 0
aproximadamente 693 g.

En determinados casos, el numero de células viables que van a ser modificadas genéticamente, transducidas y/o
transfectadas varia de aproximadamente 5 x 10® células a aproximadamente 100 x 107 células, tal como de
aproximadamente 10 x 10° células a aproximadamente 100 x 10° células, de aproximadamente 100 x 10° células a
aproximadamente 200 x 10° células, de aproximadamente 200 x 10° células a aproximadamente 300 x 10° células, de
aproximadamente 300 x 10° células a aproximadamente 400 x 10° células, de aproximadamente 400 x 108 células a
aproximadamente 500 x 108 células, o de aproximadamente 500 x 10° células a aproximadamente 100 x 107 células.
En ejemplos particulares, el nUmero de células viables que van a ser modificadas genéticamente, transducidas, y/o
transfectadas es de aproximadamente o menos de aproximadamente 300 x 10° células.

En determinados casos, al menos una parte de la modificacién genética, transduccién y/o transfeccion se lleva a cabo
en un volumen (p. €j., el volumen de espinoculacién) de aproximadamente 5 ml a aproximadamente 100 ml, tal como
de aproximadamente 10 ml a aproximadamente 50 ml, de aproximadamente 15 ml a aproximadamente 45 ml, de
aproximadamente 20 ml a aproximadamente 40 ml, de aproximadamente 25 ml a aproximadamente 35 ml, o de o
aproximadamente 30 ml. En determinados casos, el volumen del sedimento celular tras la espinoculacién varia de
aproximadamente 1 ml a aproximadamente 25 ml, tal como de aproximadamente 5 ml a aproximadamente 20 ml, de
aproximadamente 5 ml a aproximadamente 15 ml, de aproximadamente 5 ml a aproximadamente 10 ml, o de o
aproximadamente 10 ml.

En algunos casos, la transferencia de genes se logra estimulando primero la célula, tal como mediante combinacion
con un estimulo que induce una respuesta tal como la proliferacidn, la supervivencia y/o la activacion, p. ej., tal como
se mide por la expresiéon de una citocina o un marcador de activacion, seguido de la transduccién de las células
activadas y la expansion en cultivo hasta cantidades suficientes para aplicaciones clinicas. En determinados casos, la
transferencia de genes se realiza incubando primero las células en condiciones de estimulacién, tal como por
cualquiera de los métodos descritos en la Seccién I-B.

En algunos casos, los métodos de modificacién genética se llevan a cabo poniendo en contacto una o mas células de
una composicidén con una molécula de é&cido nucleico que codifica la proteina recombinante, p. ej., receptor
recombinante. En algunos casos, el contacto puede efectuarse mediante centrifugacion, tal como espinoculacion (p.
ej., inoculacion centrifuga). Dichos métodos incluyen cualquiera de los descritos en la publicacién internacional nimero
WO2016/073602. Algunos ejemplos de cémaras centrifugas incluyen las producidas y vendidas por Biosafe SA,
incluidas las que se utilizan con el sistema Sepax® y Sepax® 2, incluidas las camaras centrifugas A-200/F y A-200 y
diversos kits para su uso con dichos sistemas. Ejemplos de cdmaras, sistemas e instrumentos de procesamiento y
armarios se describen, por ejemplo, en la Patente US-6.123.655, Patente US-6.733.433 y Solicitud de Patente de
Estados Unidos publicada, N.° de publicaciéon: US 2008/0171951, y solicitud de patente internacional publicada,
publicaciéon N.° WO 00/38762. Algunos ejemplos de kits para usar con estos sistemas son, pero no se limitan a, kits
de un solo uso vendidos por BioSafe SA con el nombre de producto CS-430.1, CS-490.1, CS-600.1 o CS-900.2.

En algunos casos, el sistema esta incluido con y/o asociado con otros instrumentos, incluidos los instrumentos para
operar, automatizar, controlar y/o monitorizar los casos de la etapa de transduccién y una o mas etapas de
procesamiento realizadas en el sistema, p. €j., una 0 mas etapas de procesamiento que pueden llevarse a cabo con
o con relacion al sistema de camara centrifuga descrito en el presente documento o en la publicacién internacional
namero WO2016/073602. En algunos casos, estos instrumentos estan contenidos dentro de un armario. En algunos
casos, los instrumentos incluyen un armario, que incluye una carcasa que contiene circuitos de control, una centrifuga,
una cubierta, motores, bombas, sensores, pantallas y una interfaz de usuario. En la Patente US-6.123.655, Patente
US-6.733.433 y el documento US 2008/0171951 se describe un dispositivo ilustrativo.

En algunos casos, el sistema comprende una serie de recipientes, p. ej., bolsas, tubos, llaves de paso, abrazaderas,
conectores, y una camara de centrifugado. En algunos casos, los recipientes, tales como bolsas, incluyen uno o mas
recipientes, tales como bolsas, que contienen las células que se van a transducir y las particulas de vector virico, en
el mismo recipiente o en recipientes separados, tal como la misma bolsa o bolsas separadas. En algunos casos, el
sistema incluye ademéas uno o mas recipientes, tales como bolsas, que contienen medio, tal como diluyente y/o
solucién de lavado, que se introduce en la cadmara y/o en otros componentes para diluir, resuspender y/o lavar los
componentes y/o composiciones durante los métodos. Los recipientes pueden conectarse en una 0 mas posiciones
del sistema, tal como en una posicién correspondiente a una linea de entrada, linea de diluyente, linea de lavado,
linea de residuos y/o linea de salida.

En algunos casos, la cdmara estd asociada a una centrifuga, capaz de efectuar la rotacién de la camara, tal como
alrededor de su eje de rotacion. La rotacion puede producirse antes, durante y/o después de la incubacién con relacién
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a la transduccién de las células y/o en una o mas de las otras etapas de procesamiento. Por lo tanto, en algunos
casos, una o mas de las distintas etapas de procesamiento se lleva a cabo por rotacidén, p. ej., a una fuerza
determinada. Por lo general, la cAmara puede girar en sentido vertical o generalmente vertical, de tal manera que la
camara se asiente verticalmente durante la centrifugacién y la pared lateral y el eje sean verticales o generalmente
verticales, con la(s) pared(es) extrema(s) horizontal(es) o generalmente horizontal(es).

En algunos casos, la composicién que contiene células y la composicién que contiene particulas de vector virico, y
opcionalmente aire, pueden combinarse o mezclarse antes de suministrar las composiciones a la cavidad. En algunos
casos, la composicién que contiene células y la composicién que contiene particulas de vector virico, y opcionalmente
aire, se suministran por separado y se combinan y mezclan en la cavidad. En algunos casos, una composicién que
contiene células, una composicibn que contiene particulas de vector virico y, opcionalmente, aire, pueden
suministrarse a la cavidad interna en cualquier orden. En cualquiera de algunos de dichos casos, una composicién
que contiene células y particulas de vector virico es la composiciéon de entrada una vez combinadas o mezcladas, si
se combinan o mezclan dentro o fuera de la cAmara centrifuga y/o si las células y las particulas de vector virico se
suministran a la cdmara centrifuga juntas o por separado, tal como simultanea o secuencialmente.

En algunos casos, la introduccién de un volumen de gas, tal como aire, se produce antes de la incubacion de las
células y las particulas de vector virico, tales como la rotacién, en el método de transduccién. En algunos casos, la
introduccién del volumen de gas, tal como aire, se produce durante la incubacién de las células y las particulas de
vector virico, tales como la rotacién, en el método de transduccion.

En algunos casos, el volumen liquido de las células o particulas de vector virico que componen la composicién de
transduccién, y opcionalmente el volumen de aire, puede ser un volumen predeterminado. El volumen puede ser un
volumen programado y/o controlado por circuitos asociados al sistema.

En algunos casos, la introduccién de la composicién transductora, y opcionalmente gas, tal como aire, se controla
manualmente, de forma semiautomatica y/o automatica hasta que se haya introducido un volumen deseado o
predeterminado en la cavidad interna de la camara. En algunos casos, un sensor asociado al sistema puede detectar
liquido y/o gas que fluye hacia y desde la cdmara centrifuga, tal como mediante su color, caudal y/o densidad, y puede
comunicarse con los circuitos asociados para detener o continuar la introducciéon segln sea necesario hasta que se
haya alcanzado la introduccién de dicho volumen deseado o predeterminado. En algunos casos, un sensor
programado o capaz Unicamente de detectar liquido en el sistema, pero no gas (p. €j., aire), puede hacerse capaz de
permitir el paso del gas, tal como aire, en el sistema sin detener la introduccién. En algunos de dichos casos, si se
desea, se puede colocar un trozo de tubo no transparente en la linea, cerca del sensor, durante la introduccién de gas,
tal como aire. En algunos casos, la introduccién de gas, tal como aire, puede controlarse manualmente.

En casos de los métodos divulgados, la cavidad interna de la camara centrifuga se somete a una rotacién de alta
velocidad. En algunos casos, la rotacién se efectla antes de, simultdneamente, posteriormente o de forma intermitente
con la introduccién de la composicién liquida de entrada, y opcionalmente aire. En algunos casos, la rotacién se
efectla tras la introduccién de la composicién liquida de entrada y, opcionalmente, de aire. En algunos casos, la
rotaciéon es por centrifugacién de la camara centrifuga a una fuerza centrifuga relativa en la superficie interna de la
pared lateral de la cavidad interna y/o en una capa superficial de las células de o aproximadamente o al menos de o
aproximadamente 800 g, 1000 g, 1100 g, 1500, 1600 g, 1800 g, 2000 g, 2200 g, 2500 g, 3000 g, 3500 g 0 4000 g. En
algunos casos, la rotacidén es por centrifugaciéon a una fuerza que es superior a o aproximadamente 1100 g, tal como
superior a o aproximadamente 1200 g, superior a o aproximadamente 1400 g, superior a o aproximadamente 1600 g,
superior a o aproximadamente 1800 g, superior a o aproximadamente 2000 g, superior a o aproximadamente 2400 g,
superior a o aproximadamente 2800 g, superior a 0 aproximadamente 3000 g o superior a 0 aproximadamente 3200
g. En algunos casos, la rotacidn es por centrifugacion a una fuerza que es o es aproximadamente 1600 g.

En algunos casos, el método de transduccién incluye rotacién o centrifugacién de la composicién de transduccién, y
opcionalmente aire, en la camara centrifuga durante un tiempo superior a o aproximadamente 5 minutos, tal como
superior a o aproximadamente 10 minutos, superior a o aproximadamente 15 minutos, superior a 0 aproximadamente
20 minutos, superior a o aproximadamente 30 minutos, superior a o aproximadamente 45 minutos, superior a o
aproximadamente 60 minutos, superior a o aproximadamente 90 minutos o superior a o aproximadamente
120 minutos. En algunos casos, la composicién de transduccién, y opcionalmente aire, se hace girar o centrifugar en
la camara centrifuga durante un tiempo superior a 5 minutos, pero no mas de 60 minutos, no méas de 45 minutos, no
mas de 30 minutos o0 no mas de 15 minutos. En casos particulares, la transduccién incluye rotacién o centrifugacion
durante o aproximadamente 60 minutos.

En algunos casos, el método de transduccién incluye rotacién o centrifugacién de la composicién de transduccién, y
opcionalmente aire, en la cdmara centrifuga durante un tiempo comprendido entre o aproximadamente entre 10
minutos y 60 minutos, 15 minutos y 60 minutos, 15 minutos y 45 minutos, 30 minutos y 60 minutos o 45 minutos y 60
minutos, cada uno inclusive, y a una fuerza en la superficie interna de la pared lateral de la cavidad interna y/o en una
capa superficial de las células de al menos o superior a 0 aproximadamente 1000 g, 1100 g, 1200 g, 1400 g, 1500 g,
1600 g, 1800 g, 2000 g, 2200 g, 2400 g, 2800 g, 3200 g o0 3600 g. En casos particulares, el método de transduccidn
incluye la rotaciéon o centrifugacion de la composiciéon de transduccién, p. ej., las células y las particulas de vector
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virico, a o aproximadamente 1600 g durante 60 minutos.

En algunos casos, el gas, tal como aire, de la cavidad de la camara se expulsa de la camara. En algunos casos, el
gas, tal como aire, se expulsa a un recipiente que esta unido operativamente como parte del sistema cerrado con la
camara centrifuga. En algunos casos, el recipiente es un recipiente libre o vacio. En algunos casos, el aire, tal como
gas, de la cavidad de la cdmara se expulsa a través de un filtro que esté operativamente conectado a la cavidad interna
de la cdmara a través de una linea de tuberia estéril. En algunos casos, el aire se expulsa usando procesos manuales,
semiautomaticos o automaticos. En algunos casos, el aire se expulsa de la cdmara antes de, simultdneamente,
intermitente o posteriormente a la expresién de la composicién de salida que contiene las células incubadas y las
particulas de vector virico, tal como células en las que se ha iniciado la transduccién o células que han sido
transducidas con un vector virico, de la cavidad de la camara.

En algunos casos, la transduccién y/u otra incubacién se realiza como o como parte de un proceso continuo o
semicontinuo. En algunos casos, un proceso continuo implica la introduccién continua de las células y las particulas
de vector virico, p. ej., la composicién de transduccién (ya sea como una Unica composicidén preexistente o
introduciendo continuamente en el mismo recipiente, p. ej., cavidad, y por tanto mezclando, sus partes), y/o la
expresion o expulsion continua de liquido, y opcionalmente expulsiéon de gas (p. ej., aire), del recipiente, durante al
menos una parte de la incubacién, p. €., mientras se centrifuga. En algunos casos, la introduccién continua y la
expresion continua se realizan, al menos en parte, simultdneamente. En algunos casos, la introduccidén continua se
produce durante parte de la incubacién, p. ej., durante una parte de la centrifugacion, y la expresién continua se
produce durante una parte separada de la incubaciéon. Ambas pueden alternarse. Por lo tanto, la introduccién y la
expresion continuas, mientras se esta llevando a cabo la incubacién, puede permitir procesar un mayor volumen total
de muestra, p. €j., que se transduzca.

En algunos casos, la incubacién forma parte de un proceso continuo, incluyendo el método, durante al menos una
parte de la incubacién, realizar la introduccién continua de dicha composicién de transduccién en la cavidad durante
la rotaciébn de la camara y durante una parte de la incubacion, realizar la expresiéon continua de liquido v,
opcionalmente, expulsar el gas (p. €j., aire), de la cavidad a través de la al menos una abertura durante la rotacién de
la cdmara.

En algunos casos, la incubacién semicontinua se lleva a cabo alternando entre la introduccién de la composicién en
la cavidad, incubacién, expresién de liquido de la cavidad y, opcionalmente, expulsién del gas (p. ej., aire) de la
cavidad, tal como a un recipiente de salida, y luego la introduccién de una composicién posterior (p. ej., segunda,
tercera, etc.) que contiene més células y otros reactivos para su procesamiento, p. €j., particulas de vector virico, y
repeticién del proceso. Por ejemplo, en algunos casos, la incubacién forma parte de un proceso semicontinuo,
incluyendo el método, antes de la incubacién, realizar la introduccién de la composicién de transduccién en la cavidad
a través de dicha al menos una abertura, y posteriormente a la incubacidn, realizar la expresion del liquido de la
cavidad; realizar la introduccién de otra composicién de transduccién que comprende células y las particulas de vector
virico en dicha cavidad interna; e incubar la otra composicién de transduccién en dicha cavidad interna en condiciones
por las que dichas células en dicha otra composiciéon de transduccién se transducen con dicho vector. El proceso
puede continuar de forma iterativa durante varias rondas adicionales. En este sentido, los métodos semicontinuos o
continuos pueden permitir la produccién de un volumen y/o nimero de células alin mayor.

En algunos casos, una parte de la incubacién de transduccidn se realiza en la cdmara centrifuga, que se realiza en
condiciones que incluyen rotacién o centrifugacién.

En algunos casos, el método incluye una incubacién en la que otra parte de la incubacion de las células y las particulas
de vector virico se lleva a cabo sin rotacién ni centrifugacién, lo que generalmente se lleva a cabo después de al menos
una parte de la incubacién que incluye la rotacion o centrifugacién de la camara. En determinados casos, la incubacion
de las células y las particulas de vector virico se lleva a cabo sin rotacion ni centrifugacién durante al menos 1 hora, 6
horas, 12 horas, 24 horas, 32 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, 90 horas, 96 horas, 3 dias, 4 dias, 5 dias 0 mas de
5 dias. En determinados casos, la incubacion se lleva a cabo durante o aproximadamente 72 horas.

En algunos de dichos casos, la incubacion adicional se efectlia en condiciones que den lugar a la integracion del vector
virico en un genoma hospedador de una o mas de las células. Esté al alcance de un experto evaluar o determinar si
la incubacion ha dado lugar a la integraciéon de particulas de vector virico en un genoma hospedador y, por tanto,
determinar empiricamente las condiciones para una incubacién posterior. En algunos casos, la integracién de un vector
virico en un genoma hospedador puede evaluarse midiendo el nivel de expresiéon de una proteina recombinante, tal
como una proteina heteréloga, codificada por un acido nucleico contenido en el genoma de la particula de vector virico
tras la incubacién. Pueden utilizarse varios métodos bien conocidos para evaluar el nivel de expresién de moléculas
recombinantes, tales como la deteccion mediante métodos basados en afinidad, p. ej., métodos basados en
inmunoafinidad, p. ej., en el contexto de las proteinas de superficie celular, tal como mediante citometria de flujo. En
algunos ejemplos, la expresion se mide mediante la deteccién de un marcador de transduccién y/o un construccién
indicadora. En algunos casos, el acido nucleico que codifica una proteina de superficie truncada se incluye dentro del
vector y se utiliza como marcador de expresién y/o potenciador de la misma.
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En algunos casos, la composicién que contiene células, el vector, p. ej., particulas viricas, y el reactivo puede rotarse,
generalmente a una fuerza o velocidad relativamente bajas, tal como una velocidad inferior a la utilizada para granular
las células, tal como de 600 rpm a 1700 rpm o de aproximadamente 600 rpm a aproximadamente 1700 rpm (p. €j., a
o aproximadamente o al menos 600 rpm, 1000 rpm, 0 1500 rpm o 1700 rpm). En algunos casos, la rotacién se lleva a
una fuerza, p. ej., una fuerza centrifuga relativa, de 100 g a 3200 g o de aproximadamente 100 g a aproximadamente
3200 g (p. ej., a 0 aproximadamente 100 g, 200 g, 300 g, 400 g, 500 g, 1000 g, 1500 g, 2000 g, 2500 g, 3000 g o 3200
g), medida, por ejemplo, en una pared interna o externa de la camara o cavidad. La expresién "fuerza centrifuga
relativa" o FCR se entiende generalmente como la fuerza efectiva impartida sobre un objeto o sustancia (tal como una
célula, muestra, o gréanulo y/o un punto de la cdmara u otro recipiente que se hace girar), respecto a la fuerza
gravitatoria de la Tierra, en un punto concreto del espacio con respecto al eje de rotacién. El valor puede determinarse
mediante férmulas conocidas, teniendo en cuenta la fuerza gravitatoria, la velocidad de rotacién y el radio de rotacion
(distancia entre el eje de rotacién y el objeto, sustancia o particula en donde se mide la FCR).

En algunos casos, durante al menos una parte de la modificacién genética, por ejemplo, transduccién, y/o
posteriormente a la modificacién genética, las células se transfieren al conjunto de bolsas de biorreactor para el cultivo
de las células modificadas genéticamente, tal como para el cultivo o la expansién de las células, como se ha descrito
anteriormente.

En determinados casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos son modificados genéticamente, p. ej,,
transducidos o transfectados, en presencia de un adyuvante de la transduccién. En algunos casos, se modifica
genéticamente una composiciéon de linfocitos T enriquecidos en presencia de uno o mas policationes. En algunos
casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos se transduce, p. €j., se incuba con una particula de vector virico,
en presencia de uno o mas adyuvantes de la transduccién. En casos particulares, una composicién de linfocitos T
enriquecidos se transfecta, p. ej., se incuba con un vector no virico, en presencia de uno 0 mas adyuvantes de la
transduccién. En determinados casos, la presencia de uno o mas adyuvantes de la transduccién aumenta la eficacia
de la administracién de genes, tal como aumentando la cantidad, porcién, y/o porcentaje de células de la composicién
que se han modificado genéticamente (p. ej., transducidas o transfectadas). En determinados casos, la presencia de
uno o mas adyuvantes de la transduccién aumenta la eficacia de la transfecciéon. En determinados casos, la presencia
de uno o0 més adyuvantes de la transduccién aumenta la eficacia de la transduccién. En casos particulares, al menos
un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 % al menos un
75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % de las células
modificadas genéticamente en presencia de un policatién contienen o expresan el polinucleétido recombinante. En
algunos casos, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al
menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 100 %, al
menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos
10 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces mas células de una composicién son
modificadas genéticamente para contener o expresar los adyuvantes de la transduccién recombinantes en presencia
de un policatién, en comparacién con un método alternativo y/o ilustrativo de modificacién genética sin la presencia
de un adyuvante de la transduccién.

En algunos casos, la composicidén de células enriquecidas se modifica genéticamente en presencia de menos de 100
Hg/ml, menos de 90 pg/ml, menos de 80 pg/ml, menos de 75 pg/ml, menos de 70 pyg/ml, menos de 60 pg/ml, menos
de 50 pg/ml, menos de 40 pg/ml, menos de 30 pg/ml, menos de 25 pg/ml, menos de 20 pg/ml, 0 menos de pg/ml,
menos de 10 pg/ml de un adyuvante de la transduccién. En determinados casos, los adyuvantes de la transduccion
adecuados para su uso con los métodos divulgados incluyen, pero no se limitan a policationes, fibronectina o
fragmentos o variantes derivados de la fibronectina, RetroNectin, y combinaciones de los mismos.

En algunos casos, las células se modifican genéticamente en presencia de una citocina, p. €j., una citocina humana
recombinante, a una concentraciéon de entre 1 Ul/ml y 1.000 Ul/ml, entre 10 Ul/ml y 50 Ul/ml, entre 50 Ul/ml y 100
Ul/ml, entre 100 Ul/ml y 200 Ul/ml, entre 100 Ul/mly 500 Ul/ml, entre 250 Ul/ml y 500 Ul/ml, o entre 500 Ul/ml y 1.000
Ul/ml.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de IL-2,
p. €., IL-2 humana recombinante, a una concentracién comprendida entre 1 Ul/ml y 200 Ul/ml, entre 10 Ul/ml y 100
Ul/ml, entre 50 Ul/mly 150 Ul/ml, entre 80 Ul/mly 120 Ul/ml, entre 60 Ul/mly 90 Ul/ml, o entre 70 Ul/ml y 90 Ul/ml.
En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de IL-2
recombinante a una concentracién de o de aproximadamente 50 Ul/ml, 55 Ul/ml, 60 Ul/ml, 65 Ul/ml, 70 Ul/ml, 75 Ul/ml,
80 Ul/ml, 85 Ul/ml, 90 Ul/ml, 95 Ul/ml, 100 Ul/ml, 110 Ul/ml, 120 Ul/ml, 130 Ul/ml, 140 Ul/ml o 150 Ul/ml. En algunos
casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de o de aproximadamente
85 Ul/ml. En algunos casos, la poblacién de linfocitos T es una poblacién de linfocitos T CD4+. En casos particulares,
la composicion de linfocitos T enriquecidos esta enriquecida en linfocitos T CD4+, donde no se enriquece en linfocitos
T CD8+ y/o donde los linfocitos T CD8+ se seleccionan negativamente o se agotan en la composicién. En casos
particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos. En
casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos esta enriquecida en linfocitos T CD8+, donde no se
enriquece en linfocitos T CD4+ y/o donde los linfocitos T CD4+ se seleccionan negativamente o se agotan en la
composicién.
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En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de IL-7
recombinante, p. ej., IL-7 humana recombinante, a una concentracién comprendida entre 100 Ul/ml y 2.000 Ul/ml,
entre 500 Ul/mly 1.000 Ul/ml, entre 100 Ul/ml y 500 Ul/ml, entre 500 Ul/ml y 750 Ul/ml, entre 750 Ul/mly 1.000 Ul/ml,
o entre 550 Ul/ml y 650 Ul/ml. En casos particulares, la composiciéon de linfocitos T enriquecidos se modifica
genéticamente en presencia de IL-7 a una concentracién de o de aproximadamente 50 Ul/ml, 100 Ul/ml, 150 Ul/ml,
200 Ul/ml, 250 Ul/ml, 300 Ul/ml, 350 Ul/ml, 400 Ul/ml, 450 Ul/ml, 500 Ul/ml, 550 Ul/ml, 600 Ul/ml, 650 Ul/ml,
700 Ul/ml, 750 Ul/ml, 800 Ul/ml, 750 Ul/ml, 750 Ul/ml, 750 Ul/ml o 1.000 Ul/ml. En casos particulares, la composicién
de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de o de aproximadamente 600 Ul/ml de IL-7. En
algunos casos, la composicidén modificada genéticamente en presencia de IL-7 recombinante esté enriquecida en una
poblacién de linfocitos T, p. ej., linfocitos T CD4+. En casos particulares, la composicidn de linfocitos T enriquecidos
esta enriquecida en linfocitos T CD4+, donde no se enriquece en linfocitos T CD8+ y/o donde los linfocitos T CD8+ se
seleccionan negativamente o se agotan en la composicién.

En algunos casos, una composiciéon de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de IL-15
recombinante, p. ej., IL-15 humana recombinante, a una concentracién comprendida entre 0,1 Ul/mly 100 Ul/ml, entre
1 Ul/mly 50 Ul/ml, entre 5 Ul/ml y 25 Ul/ml, entre 25 Ul/mly 50 Ul/ml, entre 5 Ul/ml y 15 Ul/ml, o entre 10 Ul/mly 100
Ul/ml. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de
IL-15 a una concentraciéon de o de aproximadamente 1 Ul/ml, 2 Ul/ml, 3 Ul/ml, 4 Ul/ml, 5 Ul/ml, 6 Ul/ml, 7 Ul/ml,
8 Ul/ml, 9 Ul/ml, 10 Ul/ml, 11 Ul/ml, 12 Ul/ml, 13 Ul/ml, 14 Ul/ml, 15 Ul/ml, 20 Ul/ml, 25 Ul/ml, 30 Ul/ml, 40 Ul/ml o 50
Ul/ml. En algunos casos, la composiciéon de linfocitos T enriquecidos estd modificada genéticamente con o con
aproximadamente 10 Ul/ml de IL-15. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba en 0 en
aproximadamente 10 Ul/ml de IL-15 recombinante. En algunos casos, la composicién modificada genéticamente en
presencia de IL-15 recombinante estd enriquecida en una poblacién de linfocitos T, p. €j., linfocitos T CD4+ y/o
linfocitos T CD8+. En algunos casos, la composicidén de linfocitos T enriquecidos es una composicién de linfocitos T
CD8+ enriquecidos. En casos particulares, la composicion de linfocitos T enriquecidos esté enriquecida en linfocitos
T CD8+, donde no se enriquece en linfocitos T CD4+ y/o donde los linfocitos T CD4+ se seleccionan negativamente o
se agotan en la composicién. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composiciéon de
linfocitos T CD4+ enriquecidos. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos esté enriquecida en
linfocitos T CD4+, donde no se enriquece en linfocitos T CD8+ y/o donde los linfocitos T CD8+ se seleccionan
negativamente o se agotan en la composicion.

En casos particulares, una composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos se modifica genéticamente en presencia de
IL-2 y/o IL-15. En determinados casos, una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos se modifica genéticamente
en presencia de IL-2, IL-7 y/o IL-15. En algunos casos, la IL-2, la IL-7 y/o la IL-15 son recombinantes. En determinados
casos, la IL-2, la IL-7 y/o la IL-15 son humanas. En casos particulares, la una o mas citocinas son o incluyen IL-2, IL-
7 y/o IL-15 recombinante humana.

En casos particulares, las células se modifican genéticamente en presencia de uno o mas antioxidantes. En algunos
casos, los antioxidantes incluyen, pero no se limitan a, uno o mas antioxidantes que comprenden un tocoferol, un
tocotrienol, alfa-tocoferol, beta-tocoferol, gamma-tocoferol, delta-tocoferol, alfa-tocotrienol, beta-tocotrienol, alfa-
tocoferolquinona, Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), hidroxianisol butilado (BHA),
hidroxitolueno butilado (BHT), flavonoides, una isoflavona, licopeno, beta-caroteno, selenio, ubiquinona, luteina, S-
adenosilmetionina, glutation, taurina, N-acetilcisteina (NAC), acido citrico, L-carnitina, HTB, monotioglicerol, acido
ascorbico, galato de propilo, metionina, cisteina, homocisteina, glutatién, cistamina y cistationina, y/o glicina-glicina-
histidina.

En algunos casos, el uno o mas antioxidantes es o incluye un oxidante que contiene azufre. En determinados casos,
un antioxidante que contenga azufre puede incluir antioxidantes que contengan tiol y/o antioxidantes que presenten
una o més fracciones de azufre, p. ej., dentro de una estructura anular. En algunos casos, los antioxidantes que
contienen azufre pueden incluir, por ejemplo, N-acetilcisteina (NAC) y 2,3- dimercaptopropanol (DMP), L-2-oxo-4-
tiazolidinocarboxilato (OTC) y acido lipoico. En casos particulares, el antioxidante que contiene azufre es un precursor
del glutatiéon. En algunos casos, el precursor del glutation es una molécula que puede modificarse en una o mas etapas
dentro de una célula para obtener glutatién. En casos particulares, un precursor del glutatidn puede incluir, pero sin
limitarse a N-acetil cisteina (NAC), acido L-2-oxotiazolidin-4-carboxilico (procisteina), acido lipoico, S-alil cisteina, o
cloruro de metilmetionina sulfonio.

En algunos casos, las células se modifican genéticamente en presencia de uno o mas antioxidantes. En algunos
casos, las células se modifican genéticamente en presencia de entre 1 ng/ml y 100 ng/ml, entre 10 ng/ml y 1 pg/ml,
entre 100 ng/ml y 10 pg/ml, entre 1 ug/mly 100 pg/ml, entre 10 pg/mly 1 mg/ml, entre 100 pg/mly 1 mg/ml, entre 1
500 pg/ml y 2 mg/ml, 500 pg/ml y 5 mg/ml, entre 1 mg/ml y 10 mg/ml, o entre 1 mg/ml y 100 mg/ml de uno o mas
antioxidantes. En algunos casos, las células se modifican genéticamente en presencia de o de aproximadamente 1
ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1 mg/ml, 2
mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml, 400
mg/ml, 500 mg/ml del uno o mas antioxidantes. En algunos casos, el uno o méas antioxidantes es o incluye un
antioxidante que contiene azufre. En casos particulares, el uno o més antioxidantes es o incluye un precursor del
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glutation.

En algunos casos, las células se modifican genéticamente en presencia de NAC. En algunos casos, las células se
modifican genéticamente en presencia de entre 1 ng/mly 100 ng/ml, entre 10 ng/ml y 1 pg/ml, entre 100 ng/ml y 10
Ha/ml, entre 1 ug/mly 100 pg/ml, entre 10 pg/mly 1 mg/ml, entre 100 pg/mly 1 mg/ml, entre 1.500 pg/mly 2 mg/ml,
500 pg/mly 5 mg/ml, entre 1 mg/ml y 10 mg/ml, o entre 1 mg/mly 100 mg/ml de NAC. En algunos casos, las células
se modifican genéticamente en presencia de o de aproximadamente 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml,
100 pg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 20
mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml, 200 mg/ml, 300 mg/ml, 400 mg/ml, 500 mg/ml de NAC. En algunos casos, las
células se modifican genéticamente con o con aproximadamente 0,8 mg/ml.

En algunos casos, una composicion de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T estimulados, p. €j., linfocitos T
CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados, se modifica genéticamente en presencia de uno o mas
policationes. En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T estimulados, p. €.,
linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados, se transduce, p. €j., se incuba con una particula de
vector virico, en presencia de uno o méas policationes. En casos particulares, una composicién de linfocitos T
enriquecidos, tal como linfocitos T estimulados, p. ej., linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados,
se transfecta, p. ej., se incuba con un vector no virico, en presencia de uno o mas policationes. En determinados
casos, la presencia de uno o mas policationes aumenta la eficacia de la administracién de genes, tal como aumentando
la cantidad, porcién, y/o porcentaje de células de la composicidn que se han modificado genéticamente (p. ej.,
transducidas o transfectadas). En determinados casos, la presencia de uno o mas policationes aumenta la eficacia de
la transfeccion. En determinados casos, la presencia de uno o mas policationes aumenta la eficacia de la transduccién.
En casos particulares, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60
%, al menos un 70 % al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %,
o al menos un 99 % de las células modificadas genéticamente en presencia de un policatién contienen o expresan el
polinucleétido recombinante. En algunos casos, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos
un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4
veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces mas
células de una composicién son modificadas genéticamente para contener o expresar el polinucleétido recombinante
en presencia de un policatién, en comparaciéon con un método alternativo y/o ilustrativo de modificacién genética de
células sin la presencia de un policatién.

En determinados casos, la composicién de células enriquecidas, p. ej., la composicidon de linfocitos T CD4+
enriquecidos o linfocitos T CD8+ enriquecidos, tales como linfocitos T estimulados de los mismos, en presencia de
una baja concentracién o cantidad de un policatién, p. ej., respecto a un método ilustrativo y/o alternativo de
modificacién genética de células en presencia de un policatién. En determinados casos, la composicion de células
enriquecidas, tal como linfocitos T estimulados, p. ej., linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados,
se modifica genéticamente en presencia de menos del 90 %, menos del 80 %, menos del 75 %, menos del 70 %,
menos del 80 %, menos del 50 %, menos del 40 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 10
%, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, de menos del 0,01 % de la cantidad y/o concentracion del
policatién de un proceso ilustrativo y/o alternativo de modificacion genética de células. En algunos casos, la
composicién de células enriquecidas, tal como linfocitos T estimulados, p. €., linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos
T CD8+ estimulados, se modifica genéticamente en presencia de menos de 100 pg/ml, menos de 90 ug/ml, menos de
80 pg/ml, menos de 75 pg/ml, menos de 70 pyg/ml, menos de 60 pg/ml, menos de 50 ug/ml, menos de 40 pg/ml, menos
de 30 pg/ml, menos de 25 pg/ml, menos de 20 yg/ml, o menos de pg/ml, menos de 10 pyg/ml del policatién. En casos
particulares, la composicién de células enriquecidas, tal como linfocitos T estimulados, p. €], linfocitos T CD4+
estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados, se modifica genéticamente en presencia de o de aproximadamente 1
Hg/ml, 5 pug/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml, 40 pg/mi, 45 pg/ml o 50 pg/ml, del policatién.

En casos particulares, la modificacion genética de la composiciéon de células enriquecidas, tal como linfocitos T
estimulados, p. €j., linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados, en presencia de un policatiéon
reduce la cantidad de muerte celular, p. ej., por necrosis, muerte celular programada, o apoptosis. En algunos casos,
la composicién de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T estimulados, p. €j., linfocitos T CD4+ estimulados o
linfocitos T CD8+ estimulados, se modifica genéticamente en presencia de una pequefia cantidad de un policatién,
p. €j., menos de 100 ug/ml, 50 pg/ml, 0 10 pg/ml, y al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 %, o al menos
un 99,9 % de las células sobreviven, p. ej., no experimentan necrosis, muerte celular programada, o apoptosis, durante
o al menos 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 0 mas de 7 dias después de que se haya completado
la etapa de modificacién genética. En algunos casos, la composicion se modifica genéticamente en presencia de una
baja concentracién o cantidad de policatién en comparacién con el método alternativo y/o ilustrativo de modificacion
genética de células en presencia de una mayor cantidad o concentracién de policatién, p. ej., mas de 50 ug/ml, 100
Hg/ml, 500 pg/ml, o0 1.000 pg/ml, y las células de la composicién tienen al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos
un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3
veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 10 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al menos
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100 veces mayor supervivencia en comparacion con las células sometidas al proceso ilustrativo y/o alternativo.

En algunos casos, el policatiéon estd cargado positivamente. En determinados casos, el policatién reduce las fuerzas
de repulsién entre las células y los vectores, p. €j., vectores viricos o no viricos, y media el contacto y/o la unién del
vector a la superficie celular. En algunos casos, el policatiéon es polibreno, DEAE-dextrano, sulfato de protamina, poli-
L-lisina, o liposomas catiénicos.

En casos particulares, el policatién es sulfato de protamina. En algunos casos, la composicién de linfocitos T
enriquecidos, tal como linfocitos T estimulados, p. ej., linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados,
se modifican genéticamente en presencia de menos o aproximadamente 500 pg/ml, menos de o aproximadamente
400 pg/ml, menos de o aproximadamente 300 pg/ml, menos de o aproximadamente 200 pg/ml, menos de o
aproximadamente 150 pg/ml, menos de o aproximadamente 100 pg/ml, menos de o aproximadamente 90 pg/ml,
menos de o aproximadamente 80 pg/ml, menos de o aproximadamente 75 ug/ml, menos de o aproximadamente 70
Hg/ml, menos de o aproximadamente 60 ug/ml, menos de o aproximadamente 50 ug/ml, menos de o aproximadamente
40 pg/ml, menos de o aproximadamente 30 pg/ml, menos de o aproximadamente 25 pg/ml, menos de o
aproximadamente 20 ug/ml, o menos de o aproximadamente 15 pg/ml, 0 menos de o aproximadamente 10 ug/ml de
sulfato de protamina. En casos particulares, la composicién de células enriquecidas, tal como linfocitos T estimulados,
p. €j.,, linfocitos T CD4+ estimulados o linfocitos T CD8+ estimulados, se modifica genéticamente en presencia de o de
aproximadamente 1 yg/ml, 5 pug/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 25 pg/ml, 30 pg/ml, 35 pg/ml, 40 pg/ml, 45 pg/ml, 50
pa/ml, 55 pg/ml, 60 pg/ml, 75 pg/ml, 80 pg/ml, 85 pg/ml, 90 pg/ml, 95 pg/ml, 100 pg/ml, 105 pg/ml, 110 pg/ml, 115
pa/ml, 120 pg/ml, 125 pg/ml, 130 pg/ml, 135 pg/ml, 140 pg/ml, 145 pg/ml, o 150 ug/ml de sulfato de protamina.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos modificados genéticamente, tal como linfocitos T
estimulados, por ejemplo, linfocitos T CD4+ estimulados, incluye al menos un 40 %, al menos un 60 %, al menos un
65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un
95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un
100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como
linfocitos T estimulados, por ejemplo, linfocitos T CD4+ estimulados, que han sido modificados genéticamente incluye
menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10
%, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene
linfocitos T CD8+, y/o estd exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como linfocitos T estimulados, por ejemplo,
linfocitos T CD8+ estimulados, que se ha modificado genéticamente incluye al menos un 60 %, al menos un 65 %, al
menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de
linfocitos T CD8+. En determinados casos, la composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como linfocitos T
estimulados, por ejemplo, linfocitos T CD8+ estimulados, que han sido modificados genéticamente incluye menos del
40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos
del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+,
y/o esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+.

En algunos casos, la modificacién genética de las células incluye un cultivo, contacto o incubacién con el vector, p. €j,,
el vector virico o el vector no virico. En determinados casos, la modificacién genética incluye el cultivo, contacto, y/o
incubacién de las células con el vector y se realiza durante, durante aproximadamente o durante al menos 4 horas, 6
horas, 8 horas, 12 horas, 16 horas, 18 horas, 24 horas, 30 horas, 36 horas, 40 horas, 48 horas, 54 horas, 60 horas,
72 horas, 84 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, o 7 dias, 0 mas de 7 dias. En casos particulares, la
modificacién genética incluye el cultivo, contacto, y/o incubaciéon de las células con el vector durante o durante
aproximadamente 24 horas, 36 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, u 84 horas, o durante o durante aproximadamente
2 dias, 3 dias, 4 dias o 5 dias. En algunos casos, la etapa de modificacién genética se realiza durante o durante
aproximadamente 24 horas, 36 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas u 84 horas. En determinados casos, la modificacién
genética se realiza durante aproximadamente 60 horas o aproximadamente 84 horas, durante o durante
aproximadamente 72 horas, o durante o durante aproximadamente 2 dias.

En algunos casos, la modificacién genética se realiza a una temperatura de aproximadamente 25 a aproximadamente
38 °C, tal como de aproximadamente 30 a aproximadamente 37 °C, de aproximadamente 36 a aproximadamente
38 °C, 0 a o aproximadamente a 37 °C + 2 °C. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se
modifica genéticamente a un nivel de CO, de aproximadamente 2,5 % a aproximadamente 7,5 %, tal como de
aproximadamente 4 % a aproximadamente 6 %, por ejemplo a o aproximadamente 5 % + 0,5 %. En algunos casos, la
composicién de linfocitos T enriquecidos se modifica genéticamente a una temperatura de aproximadamente de 37 °C
y/o a un nivel de CO» de o aproximadamente del 5 %.

En algunos casos, las células, p. ej., los linfocitos T CD4+ y/o CD8+, se cultivan, después de realizar una o méas etapas
de modificacién genética, p. ej., transduccién o transfeccién de las células para que contengan un polinucleétido que
codifique un receptor recombinante. En algunos casos, el cultivo puede incluir el cultivo, incubacién, estimulacién,
activacién, expansién y/o propagacién. En algunos de dichos casos, el cultivo adicional se efectla en condiciones que
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den lugar a la integracién del vector virico en un genoma hospedador de una o mas de las células. La incubacién y/o
la modificaciéon genética se pueden llevar a cabo en un recipiente de cultivo, tal como una unidad, camara, pocillo,
columna, tubo, conjunto de tubos, vélvula, vial, placa de cultivo, bolsa u otro recipiente para el cultivo o cultivar células.
En algunos casos, las composiciones o células se incuban en presencia de condiciones de estimulacién o un agente
estimulador. Tales condiciones incluyen las disefiadas para inducir la proliferacién, expansién, activaciéon y/o
supervivencia de células en la poblacién, para imitar la exposicién al antigeno y/o para cebar las células para la
modificacién genética, tal como para la introduccién de un receptor de antigeno recombinante.

En algunos casos, la incubacién posterior se lleva a cabo a temperaturas superiores a la temperatura ambiente, tal
como superiores a o superiores a aproximadamente 25 °C, tal como generalmente superiores a o superiores a
aproximadamente 32 °C, 35 °C o 37 °C. En algunos casos, la incubacién posterior se efectlia a una temperatura de o
aproximadamente de 37 °C = 2 °C, tal como a una temperatura de o aproximadamente de 37 °C.

En algunos casos, la incubacién posterior se realiza en condiciones de estimulacién y/o activacién de las células,
condiciones que pueden incluir uno o mas de medios particulares, temperatura, contenido de oxigeno, contenido de
diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. ej., nutrientes, aminoacidos, antibiéticos, iones y/o factores estimulantes, tales
como citocinas, quimiocinas, antigenos, compafieros de unién, proteinas de fusion, receptores solubles recombinantes
y cualquier otro agente disefiado para activar las células.

En algunos casos, las condiciones o agentes estimuladores incluyen uno o méas agentes (p. €j., agentes estimuladores
y/o complementarios), p. ej., ligando, que es capaz de activar un dominio de sefializacién intracelular de un complejo
TCR. En algunos casos, el agente activa o inicia la cascada de sefializacién intracelular de TCR/CD3 en un linfocito
T, tal como agentes adecuados para emitir una sefial primaria, p. ej., para iniciar la activacién de una sefial inducida
por ITAM, tal como las especificas de un componente del TCR, y/o un agente que promueve una sefial coestimuladora,
tal como uno especifico de un receptor coestimulador de linfocitos T, p. ej., anti CD3, anti-CD28, o anti-41-BB, por
ejemplo, opcionalmente unido a un soporte sélido tal como una perla, y/o una o mas citocinas. Entre los agentes
estimuladores se encuentran las perlas anti-CD3/anti-CD28 (p. ej., DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T Cell Expander,
y/o las perlas ExpACT®). Opcionalmente, el método de expansion puede comprender ademas la etapa de afiadir
anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28 al medio de cultivo. En algunos casos, los agentes estimuladores incluyen IL-2 y/o
IL-15, por ejemplo, una concentracién de IL-2 de al menos aproximadamente 10 unidades/ml.

En algunos casos, las condiciones o agentes estimuladores incluyen uno o mas agentes, p. €j., ligando, que es capaz
de activar un dominio de sefalizacién intracelular de un complejo TCR. En algunos casos, el agente activa o inicia la
cascada de sefializacién intracelular de TCR/CD3 en un linfocito T. Dichos agentes pueden incluir anticuerpos, tales
como los especificos para un componente de TCR y/o receptor coestimulador, p. ej., anti CD3, anti CD28, por ejemplo,
unido a un soporte sélido tal como una perla, y/o una o mas citocinas. Opcionalmente, el método de expansiéon puede
comprender ademés la etapa de afiadir anticuerpo anti-CD3 y/o anti CD28 al medio de cultivo (p. ej., a una
concentracion de al menos aproximadamente 0,5 ng/ml). En algunos casos, los agentes estimuladores incluyen IL-2
y/o IL-15, por ejemplo, una concentraciéon de IL-2 de al menos aproximadamente 10 unidades/ml, al menos
aproximadamente 50 unidades/ml, al menos aproximadamente 100 unidades/ml o al menos aproximadamente 200
unidades/ml.

Las condiciones pueden incluir uno o0 mas de medios particulares, temperatura, contenido de oxigeno, contenido de
diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. ej., nutrientes, aminoacidos, antibiéticos, iones y/o factores estimulantes, tales
como citocinas, quimiocinas, antigenos, compafieros de unién, proteinas de fusion, receptores solubles recombinantes
y cualquier otro agente disefiado para activar las células.

En algunos casos, la incubacién se lleva a cabo de acuerdo con técnicas tales como las descritas en la patente de
EE.UU. N.°6.040.1 77 de Riddell. et al., Klebanoff et a/.(2012) J Immunother. 35(9): 651-660, Terakura et al. (2012)
Blood.1:72-82, y/o Wang et al. (2012) J Immunother. 35(9):689-701.

En algunos casos, la incubacién posterior se lleva a cabo en el mismo recipiente o aparato en donde se produjo el
contacto. En algunos casos, la incubacién posterior se lleva a cabo sin rotacién ni centrifugacion, que generalmente
se lleva a cabo después de al menos una parte de la incubacién en rotacién, p. €j., con relacién a la centrifugacién o
la espinoculacién. En algunos casos, la incubacion posterior se lleva a cabo fuera de una fase estacionaria, tal como
fuera de una matriz cromatogréfica, por ejemplo, en solucién.

En algunos casos, la incubacién posterior se lleva a cabo en un recipiente o aparato distinto de aquel en el que se
produjo el contacto, tal como por transferencia, p. ej., transferencia automética, de la composicién de células en un
recipiente o aparato diferente tras el contacto con las particulas viricas y el reactivo.

En algunos casos, el cultivo o incubacién adicionales, p. ej., para facilitar la expansion ex vivo, se lleva a cabo durante
més de 0 mas de aproximadamente 24 horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11
dias, 12 dias, 13 dias 0 14 dias. En algunos casos, el cultivo o incubacién adicionales se lleva a cabo durante no mas
de 6 dias, no mas de 5 dias, no mas de 4 dias, no mas de 3 dias, no mas de 2 dias 0 no mas de 24 horas.
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En algunos casos, la duracién total de la incubacién, p. ej., con el agente estimulador, estd comprendida entre 1 hora
y 96 horas, 1 hora y 72 horas, 1 hora y 48 horas, 4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas o 12 horas y 24 horas, tal
como al menos o aproximadamente al menos o aproximadamente 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas o
72 horas. En algunos casos, la incubacién adicional se realiza durante un tiempo comprendido entre 1 hora y 48 horas,
4 horas y 36 horas, 8 horas y 30 horas 0 12 horas y 24 horas, ambos inclusive.

En algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento no incluyen el cultivo ni la incubacién adicionales,
p. €j., no incluyen la etapa de expansién ex vivo, ni incluyen una etapa de expansién ex vivo sustancialmente mas
corta.

En algunos casos, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células antes de la modificaciéon genética.
En casos particulares, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células después de la modificacion
genética. En determinados casos, el agente estimulador se elimina y/o se separa de las células después de la
modificacién genética y antes del cultivo de las células modificadas genéticamente, p. ej., en condiciones que
promueven la proliferacion y/o expansién. En determinados casos, el reactivo estimulador es un reactivo estimulador
que se describe en la Seccién I-B-1. En casos particulares, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las
células como se describe en la Seccidn |-B-2.

1. Vectores y métodos

También se divulgan uno o mas polinucledtidos (p. ej., moléculas de acido nucleico) que codifican receptores
recombinantes, vectores para modificar genéticamente células que expresen dichos receptores de acuerdo con los
métodos divulgados para producir las células modificadas genéticamente. En algunos casos, el vector contiene el
acido nucleico que codifica el receptor recombinante. En casos particulares, el vector es un vector virico o un vector
no virico. En algunos casos, el vector es un vector virico, tal como un vector retrovirico, p. €j., un vector lentivirico o
un vector gammaretrovirico.

En algunos casos, la secuencia de acido nucleico que codifica el receptor recombinante, p. €j., el receptor de antigeno
quimérico (CAR) contiene una secuencia sefial que codifica un péptido sefial. Ejemplos ilustrativos no limitantes de
péptidos sefial incluyen, por ejemplo, el péptido sefial de la cadena alfa del GMCSFR establecido en la SEQ ID NO:
61 y codificado por la secuencia de nuclebtidos establecida en la SEQ ID NO: 60, el péptido sefial de CD8 alfa
establecido en la SEQ ID NO: 59, o el péptido sefial de CD33 establecido en la SEQ ID NO: 58.

En algunos casos, los vectores incluyen vectores viricos, p. ej., retroviricos o lentiviricos, vectores no viricos o
transposones, p. ej., el sistema de transposén Bella Durmiente, vectores obtenidos del virus del simio 40 (SV40),
adenovirus, el virus adenoasociado (AAV, por sus siglas en inglés), vectores lentiviricos o vectores retroviricos, tales
como los vectores gammaretroviricos, el vector retrovirico obtenido del virus de la leucemia murina de Moloney
(MoMLYV), el virus del sarcoma mieloproliferativo (MPSV), el virus de células madre embrionarias murinas (MESV), el
virus de células madre murinas (MSCV), el virus formador de focos del bazo (SFFV) o el virus adenoasociado (AAV).

En algunos casos, el vector virico o el ADN no virico contiene un acido nucleico que codifica una proteina recombinante
heterdloga. En algunos casos, la molécula recombinante heterdloga es o incluye un receptor recombinante, p. €j., un
receptor de antigeno, SB-transposones, p. €j., para el silenciamiento de genes, transposones encerrados en capside,
acido nucleico homélogo de doble cadena, p. €j., para la recombinacién gendmica de los genes indicadores (p. €j.,
proteinas fluorescentes, tales como la GFP) o luciferasa).

a. Particulas de vector virico

En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a las células usando particulas viricas infecciosas
recombinantes, tal como, p. ej., vectores obtenidos del virus del simio 40 (SV40), adenovirus, virus adenoasociado
(AAV). En algunos casos, los &cidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T usando vectores
lentiviricos o vectores retroviricos recombinantes, tales como vectores gamma-retroviricos (véase, p. ej., Koste et al.
(2014) Gene Therapy 2014 Apr 3. doi: 10.1038/gt.2014.25; Carlens et al. (2000) Exp Hematol 28(10): 1137-46; Alonso-
Camino et al. (2013) Mol Ther Nucl Acids 2, e93; Park et al., Trends Biotechnol. 29 de noviembre de 2011 (11): 550-
557.

En algunos casos, el vector retrovirico tiene una secuencia de repeticién terminal larga (LTR), p. €j., un vector
retrovirico obtenido del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el virus del sarcoma mieloproliferativo
(MPSV), el virus de células madre embrionarias murinas (MESV), el virus de células madre murinas (MSCV), el virus
formador de focos del bazo (SFFV) o el virus adenoasociado (AAV). La mayoria de los vectores retroviricos se obtienen
de retrovirus murinos. En algunos casos, los retrovirus incluyen los derivados de cualquier fuente de células de aves
o mamiferos. Los retrovirus normalmente son anfotrépicos, lo que significa que son capaces de infectar células
hospedadoras de varias especies, incluyendo seres humanos. En un caso, el gen que ha de expresarse reemplaza
las secuencias gag, pol y/o env retroviricas. Se han descrito varios sistemas retroviricos ilustrativos (p. ej., las Patentes
de los EE. UU. N.° 5.219.740; 6.207.453; 5.219.740; Miller y Rosman (1989) BioTechniques 7:980-990; Miller, A. D.
(1990) Human Gene Therapy 1:5-14; Scarpa et al. (1991) Virology 180:849-852; Burns et al. (1993) Proc. Natl. Acad.

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2999 361 T3

Sci. USA 90:8033-8037; y Boris-Lawrie and Temin (1993) Cur. Opin. Genet. Develop. 3:102-109.

Se conocen métodos de transduccién lentivirica. Se describen métodos de ejemplo en, p. ej., Wang et al. (2012) J.
Immunother. 35(9): 689-701; Cooper et al. (2003) Blood. 101:1637-1644; Verhoeyen et al. (2009) Methods Mol Biol.
506: 97-114; y Cavalieri et al. (2003) Blood. 102(2): 497-505.

En algunos casos, las particulas de vector virico contienen un genoma derivado de un vector basado en el genoma
retrovirico, tal como los derivados de un vector basado en el genoma lentivirico. En algunos casos de los vectores
viricos divulgados, el acido nucleico heterélogo que codifica un receptor recombinante, tal como un receptor de
antigeno, tal como un CAR, esta contenido y/o localizado entre las secuencias 5' LTR y 3' LTR del genoma del vector.

En algunos casos, el genoma del vector virico es el genoma de un lentivirus, tal como el genoma del VIH-1 0 el genoma
del SIV. Por ejemplo, se han generado vectores lentiviricos atenuando de forma mdltiple los genes de virulencia, por
ejemplo, los genes env, vif, vpu y nef se pueden eliminar, haciendo que el vector sea mas seguro para fines
terapéuticos. Se conocen vectores lentiviricos. Véase Naldini et al., (1996 y 1998); Zufferey et al., (1997); Dull et al.,
1998, las patentes de Estados Unidos N.° 6.013.516; y 5.994.136). En algunos casos, los vectores viricos estan
basados en plasmidos o en virus, y estan configurados para transportar las secuencias esenciales para incorporar
acido nucleico fordneo, para la seleccién y para la transferencia del acido nucleico a una célula hospedadora. Los
lentivirus conocidos pueden obtenerse facilmente de depdsitos o colecciones tales como la American Type Culture
Collection ("ATCC"); 10801 University Blvd., Manassas, Va. 20110-2209), o aislarse de fuentes conocidas mediante
técnicas comunmente disponibles.

Ejemplos no limitantes de vectores lentiviricos incluyen los derivados de un lentivirus, tal como el virus de la
inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), VIH-2, un virus de inmunodeficiencia de simios (VIS), virus linfotrépico T humano
1 (HTLV-1), HTLV-2 o virus de la anemia infecciosa equina (E1AV). Por ejemplo, se han generado vectores lentiviricos
atenuando de forma multiple los genes de virulencia del VIH, por ejemplo, los genes env, vif, vpr, vpu y nef se eliminan,
haciendo que el vector sea mas seguro para fines terapéuticos. Los vectores lentiviricos son conocidos en la técnica,
véase Naldini et al., (1996 y 1998); Zufferey et al., (1997); Dull et al., 1998, las patentes de Estados Unidos N.°
6.013.516; y 5.994.136). En algunos casos, los vectores viricos estan basados en plasmidos o en virus, y estén
configurados para transportar las secuencias esenciales para incorporar acido nucleico foraneo, para la seleccién y
para la transferencia del acido nucleico a una célula hospedadora. Los lentivirus conocidos pueden obtenerse
facilmente de depésitos o colecciones tales como la American Type Culture Collection ("ATCC"); 10801 University
Blvd., Manassas, Va. 20110-2209), o aislarse de fuentes conocidas mediante técnicas comunmente disponibles.

En algunos casos, el vector del genoma virico puede contener secuencias de las LTR 5'y 3' de un retrovirus, tal como
un lentivirus. En algunos casos, la construccién del genoma virico puede contener secuencias de las LTR 5'y 3'de un
lentivirus, y en particular puede contener las secuencias Ry U5 de la LTR 5' de un lentivirus y una LTR 3' inactivada
o autoinactivadora de un lentivirus. Las secuencias LTR pueden ser secuencias LTR de cualquier lentivirus de
cualquier especie. Por ejemplo, pueden ser secuencias LTR del VIH, VIS, FIV o BIV. Normalmente, las secuencias
LTR son secuencias LTR del VIH.

En algunos casos, el acido nucleico de un vector virico, tal como un vector virico del VIH, carece de unidades
transcripcionales adicionales. El genoma del vector puede contener una LTR 3' inactivada o autoactivadora (Zufferey
et al. J Virol 72: 9873, 1998; Miyoshi et al., J Virol 72:8150, 1998;). Por ejemplo, la delecién en la regién U3 de la LTR
3' del acido nucleico utilizado para producir el ARN del vector virico puede utilizarse para generar vectores
autoinactivadores (SIN). Esta delecién puede transferirse a continuaciéon a la LTR 5' del ADN provirico durante la
transcripcién inversa. Un vector autoinactivador generalmente tiene una delecidén de las secuencias potenciadoras y
promotoras de la repeticion terminal larga (LTR, por sus siglas en inglés) de 3', que se copia en la LTR 5' durante la
integraciéon de vectores. En algunos casos puede eliminarse una secuencia suficiente, incluyendo la eliminacién de
una caja TATA, para abolir la actividad transcripcional de la LTR. Esto puede impedir la producciéon de ARN vectorial
de longitud completa en las células transducidas. En algunos casos, el elemento U3 de la LTR 3' contiene una delecién
de su secuencia potenciadora, la caja TATA, Sp1 y sitios NF-kappa B. Como resultado de la autoinactivacién de la
LTR 3, el provirus que se genera después de la entrada y la transcripcién inversa contiene una LTR 5' inactivada. Esto
puede mejorar la seguridad al reducir el riesgo de movilizacién del genoma del vector y la influencia de la LTR en los
promotores celulares cercanos. La LTR 3' autoinactivadora se puede construir por cualquier método conocido en la
técnica. En algunos casos, esto no afecta a los titulos del vector ni a las propiedades in vitro o in vivo del vector.

Opcionalmente, la secuencia U3 de la LTR 5' lentivirica se puede reemplazar con una secuencia promotora en la
construccién virica, tal como una secuencia promotora heteréloga. Esto puede aumentar el titulo de virus recuperado
de la linea celular de empaquetamiento. También se puede incluir una secuencia potenciadora. Se puede usar
cualquier combinacién de potenciador/promotor que aumente la expresidén del genoma de ARN virico en la linea celular
de empaquetamiento. En un ejemplo, se utiliza la secuencia potenciadora/promotora del CMV (Patente US-5.385.839
y Patente US- 5.168.062).

En determinados casos, el riesgo de mutagénesis insercional puede minimizarse construyendo el genoma del vector
retrovirico, tal como el genoma del vector lentivirico, para que sea una integracién defectuosa. Se puede seguir una
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variedad de enfoques para producir un genoma del vector no integrante. En algunos casos, se puede(n) introducir
una(s) mutacion(es) en el componente de la enzima integrasa del gen pol, de tal manera que codifique una proteina
con una integrasa inactiva. En algunos casos, el propio genoma del vector puede modificarse para evitar la integracién,
por ejemplo, mutando o delecionando uno o ambos sitios de unién, o haciendo que la LTR 3 '-tracto de polipurina
proximal (PPT) no sea funcional mediante delecién o modificaciéon. En algunos casos, hay disponible enfoques no
genéticos; éstos incluyen agentes farmacol6gicos que inhiben una o més funciones de la integrasa. Los enfoques no
son mutuamente excluyentes; es decir, se puede usar mas de uno a la vez. Por ejemplo, tanto la integrasa como los
sitios de unién pueden no ser funcionales, o la integrasa y el sitio PPT pueden no ser funcionales, o los sitios de unién
y el sitio de PPT pueden no ser funcionales, o todos ellos pueden no ser funcionales. Tales métodos y genomas de
vectores viricos son conocidos y estan disponibles (véase Philpott y Thrasher, Human Gene Therapy 18:483, 2007;
Engelman et al. J Virol 69:2729, 1995; Brown et al J Virol 73:9011 (1999); documento WO 2009/076524; McWilliams
et al., J Virol 77:11150, 2003; Powell y Levin J Virol 70:5288, 1996).

En algunos casos, el vector contiene secuencias para su propagacion en una célula hospedadora, tal como una célula
hospedadora procariota. En algunos casos, el acido nucleico del vector virico contiene uno o mas origenes de
replicacién para la propagaciéon en una célula procariota, tal como una célula bacteriana. En algunos casos, los
vectores que incluyen un origen de replicacion procariota también pueden contener un gen cuya expresiéon confiere
un marcador detectable o seleccionable tal como una resistencia a farmacos.

El genoma del vector virico se construye normalmente en forma de pladsmido que puede transfectarse en una linea
celular de empaquetamiento o productora. Se puede utilizar cualquiera de los diversos métodos conocidos para
producir particulas retroviricas cuyo genoma contenga una copia de ARN del genoma del vector virico. En algunos
casos, al menos dos componentes intervienen en la fabricaciéon de un sistema de administracién de genes basado en
virus: en primer lugar, plasmidos de empaquetamiento, que engloba las proteinas estructurales, asi como las enzimas
necesarias para generar una particula de vector virico, y segundo, el propio vector virico, es decir, el material genético
que se va a transferir. En el disefio de uno de estos componentes o de ambos pueden introducirse medidas de
bioseguridad.

En algunos casos, el plasmido de empaquetamiento puede contener todas las proteinas retroviricas, tal como HIV-1,
proteinas distintas de las proteinas de la envoltura (Naldini et al., 1998). En otros casos, los vectores viricos pueden
carecer de genes viricos adicionales, tales como los que estan asociadas a la virulencia, p. €j., vpr, vif, vpu y nef, y/o
Tat, un transactivador primario del VIH. En algunos casos, los vectores lentiviricos, tales como los vectores lentiviricos
basados en el VIH, comprenden solo tres genes del virus parental: gag, pol y rev, lo que reduce o elimina la posibilidad
de reconstitucién de un virus de tipo silvestre mediante recombinacion.

En algunos casos, el genoma del vector virico se introduce en una linea celular de empaquetamiento que contiene
todos los componentes necesarios para empaquetar el ARN gendémico del virus, transcrito del genoma del vector
virico, en particulas viricas. De manera alternativa, el genoma del vector virico puede comprender uno o méas genes
que codifican componentes viricos ademas de las una o mas secuencias, p. €j., acidos nucleicos recombinantes, de
interés. En algunos casos, para evitar la replicacién del genoma en la célula diana, sin embargo, los genes viricos
endbgenos necesarios para la replicacién se eliminan y se proporcionan por separado en la linea celular de
empagquetamiento.

En algunos casos, se transfecta una linea celular de empaquetado con uno o més vectores plasmidicos que contienen
los componentes necesarios para generar las particulas. En algunos casos, se transfecta una linea celular de
empaquetamiento con un plasmido que contiene el genoma del vector virico, incluidas las LTR, la secuencia de
empaquetamiento de accién en cis y la secuencia de interés, es decir, un acido nucleico que codifica un receptor de
antigeno, tal como un CAR; y uno o mas plasmidos colaboradores que codifican los componentes enziméticos y/o
estructurales del virus, tales como gag, pol y/o rev. En algunos casos, se utilizan multiples vectores para separar los
diversos componentes genéticos que generan las particulas de vector retrovirico. En algunos de dichos casos, la
provisién de vectores separados a la célula de empaquetamiento reduce la posibilidad de que se produzcan
acontecimientos de recombinacién que, de otro modo, podrian generar virus competentes para la replicacién. En
algunos casos, se puede usar un solo vector plasmidico que tiene todos los componentes retroviricos.

En algunos casos, la particula de vector retrovirico, tal como una particula de vector lentivirico, esta pseudotipada para
aumentar la eficacia de transduccién de las células hospedadoras. Por ejemplo, una particula de vector retrovirico, tal
como una particula de vector lentivirico, en algunos casos estd pseudotipada con una glicoproteina VSV-G, que
proporciona una amplia variedad de hospedadores celulares que amplia los tipos de células que pueden transducirse.
En algunos casos, se transfecta una linea celular de empaquetamiento con un plasmido o polinucleétido que codifica
una glicoproteina de envoltura no nativa, tales como para incluir envolturas xenotrépicas, politrépicas o anfotrépicas,
tales como la envoltura del virus Sindbis, GALV o VSV-G.

En algunos casos, la linea celular de empaquetamiento proporciona los componentes, incluyendo proteinas
reguladoras y estructurales viricas, que se requieren en trans para el empaquetamiento del ARN gendmico virico en
particulas de vector lentivirico. En algunos casos, la linea celular de empaquetamiento puede ser cualquier linea
celular que sea capaz de expresar proteinas lentiviricas y producir particulas de vector lentivirico funcionales. En
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algunos casos, las lineas celulares de empaquetamiento adecuadas incluyen células 293 (ATCC CCL X), 293T, HelLA
(ATCC CCL 2), D17 (ATCC CCL 183), MDCK (ATCC CCL 34), BHK (ATCC CCL-10) y Cf2Th (ATCC CRL 1430).

En algunos casos, la linea celular de empaquetamiento expresa de forma estable la(s) proteina(s) virica(s). Por
ejemplo, en algunos casos, una linea celular de empaquetamiento que contiene los genes gag, pol, rev y/u otros genes
estructurales pero sin los componentes LTR y de empaquetamiento. En algunos casos, una linea celular de
empaquetamiento puede transfectarse transitoriamente con moléculas de 4cido nucleico que codifican una o mas
proteinas viricas con relacién al genoma del vector virico que contiene una molécula de acido nucleico que codifica
una proteina heteréloga, y/o un acido nucleico que codifica una glicoproteina de envoltura.

En algunos casos, los vectores viricos y los plasmidos de empaquetamiento y/o colaboradores se introducen mediante
transfeccién o infeccién en la linea celular de empaquetamiento. La linea celular de empaquetamiento produce
particulas viricas que contienen el genoma del vector virico. Los métodos de transfeccién o infeccion son bien
conocidos. Ejemplos no limitantes incluyen fosfato de calcio, DEAE-dextrano y métodos de lipofeccidn, electroporacién
y microinyeccién.

Cuando un pldsmido recombinante y las secuencias LTR y de empaquetamiento retroviricas se introducen en una
linea celular especial (p. ej., mediante precipitacién con fosfato calcico, por ejemplo), las secuencia de empaquetado
pueden permitir que el transcrito de ARN del plasmido recombinante se empaquete en particulas viricas, que luego
pueden ser secretadas en los medios de cultivo. A continuacién, en algunos casos se recogen los medios que
contienen los retrovirus recombinantes, se concentran opcionalmente y se usan para transferencia génica. Por
ejemplo, en algunos casos, después de la cotransfeccién de los plasmidos de empaquetamiento y el vector de
transferencia a la linea celular de empaquetamiento, las particulas de vector virico se recuperan de los medios de
cultivo y se titula mediante métodos convencionales usados por los expertos en la materia.

En algunos casos, un vector retrovirico, tal como un vector lentivirico, puede producirse en una linea celular de
empagquetamiento, tal como una linea celular HEK 293T ilustrativa, mediante la introduccién de plasmidos para permitir
la generacién de particulas lentiviricas. En algunos casos, se transfecta una célula de empaquetamiento y/o contiene
un polinucleétido que codifica gag y pol, y un polinucleétido que codifica un receptor recombinante, tal como un
receptor de antigeno, por ejemplo, un CAR. En algunos casos, la linea celular de empaquetamiento se transfecta
opcional y/o adicionalmente con y/o contiene un polinucleétido que codifica una proteina rev. En algunos casos, la
linea celular de empaquetamiento se transfecta opcional y/o adicionalmente con y/o contiene un polinucledtido que
codifica una glicoproteina de envoltura no nativa, tal como VSV-G. En algunos casos, aproximadamente dos dias
después de la transfeccion de las células, p. ej., células HEK 293T, el sobrenadante celular contiene vectores
lentiviricos recombinantes, que pueden recuperarse y titularse.

Las particulas de vectores retroviricos recuperadas y/o producidas pueden utilizarse para transducir células diana
utilizando los métodos descritos. Una vez en las células diana, el ARN virico se transcribe inversamente, se importa
al nucleo y se integra de forma estable en el genoma del hospedador. Uno o dos dias después de la integracion del
ARN virico, la expresién de la proteina recombinante, p. ej., receptor de antigeno, tal como CAR, puede detectarse.

En algunos casos, los métodos divulgados implican métodos de transduccién de células por contacto, p. €j., incubando
una composicion de células que comprende una pluralidad de células con una particula virica. En algunos casos, las
células a transfectar o transducir son o comprenden células primarias obtenidas de un sujeto, tales como células
enriquecidas y/o seleccionadas de un sujeto.

En algunos casos, la concentracion de células a transducir de la composicion es de 1,0 x 10° células/ml a 1,0 x 108
células/ml o de aproximadamente 1,0 x 10° células/ml a aproximadamente 1,0 x 108 células/ml, tal como al menos o
aproximadamente al menos 1,0 x 10° células/ml, 5 x 10°% células/ml, 1 x 108 células/ml, 5 x 10° células/ml, 1 x
107 células/ml, 5 x 107 células/ml 0 1 x 108 células/ml.

En algunos casos, las particulas viricas se suministran en una determinada proporcién de copias de las particulas de
vector virico o de unidades infecciosas (Ul) de las mismas, por nimero total de células a transducir (Ul/célula). Por
ejemplo, en algunos casos, las particulas viricas estan presentes durante el contacto en o aproximadamente en o al
menos en o aproximadamente en 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 0 60 Ul de las particulas de vector virico por
una de las células.

En algunos casos, el titulo de las particulas de vector virico esta entre o entre aproximadamente 1 x 10° Ul/ml y 1 x
108 Ul/ml, tal como entre o entre aproximadamente 5 x 108 Ul/ml y 5 x 107 Ul/ml, tal como al menos 6 x 10% Ul/ml, 7 x
10° Ul/ml), 8 x 10° Ul/ml), 9 x 108 Ul/ml), 1 x 107 Ul/ml), 2 x 107 Ul/ml), 3 x 107 Ul/ml), 4 x 107 Ul/ml, 0 5 x107 Ul/ml.

En algunos casos, la transduccién se puede lograr con una multiplicidad de infeccién (MOI) de menos de 100, tal como
generalmente menos de 60, 50, 40, 30, 20, 10, 5 0 menos.

En algunos casos, el método implica poner en contacto o incubar, las células con las particulas viricas. En algunos
casos, el contacto es de 30 minutos a 72 horas, tal como de 30 minutos a 48 horas, de 30 minutos a 24 horas o de
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1 hora a 24 horas, tal como al menos o aproximadamente al menos 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 24
horas, 36 horas 0 mas.

En algunos casos, el contacto se realiza en solucién. En algunos casos, las células y las particulas viricas se ponen
en contacto en un volumen de 0,5 ml a 500 ml o de aproximadamente 0,5 ml a aproximadamente 500 ml, tal como de
o aproximadamente de 0,5 ml a 200 ml, de 0,5 ml a 100 ml, de 0,5 ml a 50 ml, de 0,5 mla 10 ml, de 0,5 mla 5 ml, de
5mla500ml, de5mla200ml, de 5mla 100 ml, de 5 mla 50 ml, de 5 mla 10 ml, de 10 ml a 500 ml, de 10 ml a 200
ml, de 10 mla 100 ml, de 10 ml a 50 ml, de 50 ml a 500 ml, de 50 ml a 200 ml, de 50 mla 100 ml, de 100 ml a 500 ml,
de 100 mla 200 ml o de 200 ml a 500 ml.

En determinados casos, las células de entrada se tratan, incuban o se ponen en contacto con particulas que
comprenden moléculas de unién que se unen o reconocen el receptor recombinante codificado por el ADN virico.

En algunos casos, la incubacién de las células con las particulas de vector virico da como resultado o produce una
composicién de salida que comprende células transducidas con las particulas de vector virico.

b. Vectores no viricos

En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T a través de electroporacion
(véase, p. ej., Chicaybam et al, (2013) PLoS ONE 8(3): 60298 y Van Tedeloo et al. (2000) Gene Therapy 7(16): 1431-
1437). En algunos casos, los &cidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T a través de transposicion
(véase, p. ej., Manuri et al. (2010) Hum Gene Ther 21(4): 427-437; Sharma et al. (2013) Molec Ther Nucl Acids 2, e74;
y Huang et al. (2009) Methods Mol Biol 506: 115-126). Otros métodos de introduccion y expresién de material genético
en células inmunitarias incluyen la transfeccién con fosfato de calcio (p. €j., como se describe en Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York. N.Y.), fusién de protoplastos, transfeccién mediada por liposomas
catibnicos; bombardeo de microparticulas facilitado por particulas de tungsteno (Johnston, Nature, 346: 776-777
(1990)); y coprecipitacién de ADN con fosfato de estroncio (Brash et al., Mol. Cell Biol., 7: 2031-2034 (1987)).

Otros enfoques y vectores para la transferencia de los acidos nucleicos que codifican los productos recombinantes
son los descritos, p. €j., en la solicitud de patente internacional, N.° de publicacién: WO2014055668 y la Patente US-
7.446.190.

En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T mediante transposones. Los
transposones (elementos transponibles), son segmentos moéviles de ADN que pueden desplazarse de un locus a otro
dentro de los genomas. Estos elementos se mueven a través de un mecanismo de "cortar y pegar” conservador: la
transposasa cataliza la escision del transposén de su ubicacién original y promueve su reintegracién en otro lugar del
genoma. Los elementos deficientes en transposasa pueden movilizarse si la transposasa la proporciona otro gen de
transposasa. Por lo tanto, los transposones pueden utilizarse para incorporar un ADN extrafio a un genoma
hospedador sin necesidad de utilizar un sistema de transduccién virico. Ejemplos de transposones adecuados para
su uso con células de mamifero, p. ej., leucocitos primarios humanos, incluyen, pero sin limitacién, Bella Durmiente y
PiggyBac.

La transfeccién basada en transposones es un sistema de dos componentes formado por una transposasa y un
transposén. En algunos casos, el sistema comprende un transposén disefiado para incluir un ADN extrafio (también
denominado en el presente documento ADN de carga), p. €j., un gen que codifica un receptor recombinante, que esta
flanqueado por secuencias de repeticion invertida/repeticién directa (IR/DR) que son reconocidas por una transposasa
acompafiante. En algunos casos, un plasmido no virico codifica una transposasa bajo el control de un promotor. La
transfeccién del pldsmido en una célula hospedadora da lugar a una expresién transitoria de la transposasa, por lo
tanto, durante un periodo inicial tras la transfeccién, la transposasa se expresa a niveles suficientes para integrar el
transposén en el ADN genémico. En algunos casos, la propia transposasa no se integra en el ADN genémico, por lo
que la expresion de la transposasa disminuye con el tiempo. En algunos casos, la expresién de la transposasa es
expresada por la célula hospedadora a niveles suficientes para integrar un transposén correspondiente durante menos
de aproximadamente 4 horas, menos de aproximadamente 8 horas, menos de aproximadamente 12 horas, menos de
aproximadamente 24 horas, menos de aproximadamente 2 dias, menos de aproximadamente 3 dias, menos de
aproximadamente 4 dias, menos de aproximadamente 5 dias, menos de aproximadamente 6 dias, menos de
aproximadamente 7 dias, menos de aproximadamente 2 semanas, menos de aproximadamente 3 semanas, menos
de aproximadamente 4 semanas, menos de aproximadamente semanas, 0 menos de aproximadamente 8 semanas.
En algunos casos, el ADN de carga que se introduce en el genoma del hospedador no se elimina posteriormente del
genoma del hospedador, al menos porque el hospedador no expresa una transposasa enddgena capaz de escindir el
ADN de carga.

Bella Durmiente (SB) es un miembro sintético de la superfamilia de transposones Tc/1-mariner, reconstruido a partir
de elementos latentes albergados en el genoma de peces salménidos. La transfeccién basada en transposones SB
es un sistema de dos componentes formado por una transposasa y un transposén que contiene secuencias de
repeticién invertida/repeticién directa (IR/DR) que dan lugar a una integracién precisa en un dinucleétido TA. El
transposén esté disefiado con un casete de expresion de interés flanqueado por IR/DR. La transposasa SB se une a
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sitios de unién especificos que se encuentran en la IR del transposén Bella Durmiente. La transposasa SB media en
la integracién del transposén, un elemento mévil que codifica una secuencia de carga flanqueada a ambos lados por
repeticiones terminales invertidas que albergan sitios de unién para la enzima catalitica (SB). La expresién estable
resulta cuando SB inserta secuencias génica en cromosomas de vertebrados en un dinucleétido diana TA mediante
un mecanismo de cortar y pegar. Este sistema se ha utilizado para modificar genéticamente diversos tipos de células
de vertebrados, incluyendo leucocitos primarios de sangre periférica humana. En algunos casos, las células se ponen
en contacto, incuban y/o tratan con un transposén SB que comprende un gen de carga, p. €j., un gen que codifica un
receptor recombinante o un CAR, flanqueado por secuencias SB IR. En casos particulares, las células que se van a
transfectar se ponen en contacto con, se incuban y/o tratan con un pladsmido que comprende un transposén SB con
un gen de carga, p. €., un gen que codifica un CAR, flanqueado por secuencias SB IR. En determinados casos, el
plasmido comprende ademas un gen que codifica una transposasa SB que no est4 flanqueada por secuencias SB IR.

PiggyBac (PB) es otro sistema de transposén que puede utilizarse para integrar ADN de carga en un ADN gendmico
de un hospedador, p. ej.,, de un ser humano. La transposasa PB reconoce las secuencias de repeticién terminal
invertida (ITR) especificas del transposén PB situadas en ambos extremos del transposén y desplaza eficazmente el
contenido de los sitios originales y lo integra eficientemente en los sitios cromosémicos TTAA. El sistema de
transposén PB permite movilizar genes de interés entre las dos ITR del vector PB hacia genomas diana. El sistema
PB se ha utilizado para modificar genéticamente diversos tipos de células de vertebrados, incluidas las células
humanas primarias. En algunos casos, las células que se van a transfectar se ponen en contacto con, incuban y/o
tratan con un transposén PB que comprende un gen de carga, p. €j., un gen que codifica un CAR, flanqueado por
secuencias PB IR. En casos particulares, las células que se van a transfectar se ponen en contacto con, incuban y/o
tratan con un plasmido que comprende un transposén PB que incluye un gen de carga, p. €j., un gen que codifica un
CAR, flanqueado por secuencias PB IR. En determinados casos, el plasmido comprende ademas un gen que codifica
una transposasa SB que no est4 flanqueada por secuencias PB IR.

En algunos casos, los distintos elementos del transposén/transposasa empleados en los métodos en cuestién, p. €j,,
vector(es) SB o PB, pueden producirse mediante métodos estandar de escisién por enzimas de restriccién, ligacién y
clonacién molecular. Un protocolo para construir los vectores objeto incluye las siguientes etapas. En primer lugar,
fragmentos purificados de &cido nucleico que contienen secuencias deseadas de nucledtidos de componentes, asi
como secuencias extrafias, se escinden con endonucleasas de restriccién de fuentes iniciales, p. ej., un vector que
comprende el gen de la transposasa. A continuacién, los fragmentos que contienen las secuencias de nucleétidos
deseadas se separan de los fragmentos no deseados de diferente tamafio mediante métodos de separacién
convencionales, p. ej., electroforesis en gel de agarosa. Los fragmentos deseados se escinden del gel y se ligan entre
si en la configuracién adecuada, de modo que se obtiene un acido nucleico circular o plasmido que contiene las
secuencias deseadas, p. €j., secuencias correspondientes a los distintos elementos de los vectores objeto, como se
ha descrito anteriormente. Cuando se desee, las moléculas circulares asi construidas se amplifican a continuacién en
un hospedador procariota, p. ej., E. coli. Los procedimientos de escisién, construcciéon del plasmido, transformacion
celular y produccién de plasmidos implicados en estas etapas son bien conocidos por los expertos en la materia y las
enzimas necesarias para la restriccién y la ligacién estdn comercializadas. (Véase, por ejemplo, R. Wu, Ed., Methods
in Enzymology, Vol. 68, Academic Press, N.Y. (1979); T. Maniatis, E. F. Fritsch y J. Sambrook, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1982); N.° de catalogo 1982-83,
New England Biolabs, Inc.; N.° de catalogo 1982-83, Bethesda Research Laboratories, Inc. Un ejemplo de cémo
construir los vectores empleados en los métodos objeto de estudio se proporciona en la secciéon de Ejemplos, mas
adelante. La preparacién de un sistema de transposén representativo Bella Durmiente también se describe en los
documentos WO 98/40510 y WO 99/25817).

En algunos casos, la transduccién con transposones se realiza con un plasmido que comprende un gen de transposasa
y un plasmido que comprende un transposén que contiene una secuencia de ADN de carga que esta flanqueada por
secuencias de repeticién invertida/repeticién directa (IR/DR) que son reconocidas por la transposasa. En determinados
casos, la secuencia de ADN de carga codifica una proteina heteréloga, p. €j., un receptor recombinante de linfocitos
T o un CAR. En algunos casos, el plasmido comprende la transposasa y el transposén. En algunos casos, la
transposasa esta bajo el control de un promotor ubicuo, o de cualquier promotor adecuado para dirigir la expresién de
la transposasa en la célula diana. Entre los promotores ubicuos se encuentran, pero no se limitan a, EF1a, CMB,
SV40, PGK1, Ubc, B-actina humana, CAG, TRE, UAS, Ac5, CaMKlla, y UB. En algunos casos, el ADN de carga
comprende un casete de seleccién que permite la seleccion de células con integracién estable del ADN de carga en
el ADN gendmico. Los casetes de seleccion adecuados incluyen, pero no se limitan a, casetes de seleccién que
codifican un gen de resistencia a la kanamicina, gen de resistencia a la espectinomicina, gen de resistencia a la
estreptomicina, gen de resistencia a la ampicilina, gen de resistencia a la carbenicilina, gen de resistencia a la
higromicina, gen de resistencia a bleomicina, gen de resistencia a la eritromicina y gen de resistencia a la polimixina
B.

En algunos casos, los componentes para la transduccién con un transposén, p. ej., plasmidos que comprenden una
transposasa SB y un transposén SB, se introducen en la célula diana. Se puede emplear cualquier protocolo
conveniente, donde el protocolo puede prever la introduccién in vitro o in vivo de los componentes del sistema en la
célula diana, en funcién de la ubicacién de la célula diana. Por ejemplo, donde la célula objetivo es una célula aislada,
el sistema puede introducirse directamente en la célula en condiciones de cultivo celular que permitan la viabilidad de
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la célula diana, p. ej., mediante técnicas de transformaciéon esténdar. Tales técnicas incluyen, pero no se limitan
necesariamente a: infeccién virica, transformacién, conjugacién, fusién de protoplastos, electroporacién, tecnologia
de pistola de particulas, precipitacién con fosfato de calcio, microinyeccién directa, administracién de vectores viricos,
y similares. La eleccién de método depende generalmente del tipo de célula que se esté transformando y de las
circunstancias en las que esté teniendo lugar la transformacion (es decir, in vitro, ex vivo o in vivo. Puede encontrarse
un analisis general de estos métodos en Ausubel, et al., Short Protocols in Molecular Biology, 32 Ed., Wiley & Sons,
1995.

En algunos casos, el transposén SB y la fuente de transposasa SB se introducen en una célula diana de un organismo
pluricelular, p. ej., un mamifero o un ser humano, en condiciones suficientes para la escisién del &cido nucleico
flanqueado por la repeticién invertida del vector portador del transposén y la posterior integraciéon del &cido nucleico
escindido en el genoma de la célula diana. Algunos casos comprenden ademas una etapa para asegurar que la
actividad transposasa requerida esta presente en la célula diana con relacién al transposén introducido. Dependiendo
de la estructura del propio vector del transposén, es decir, si el vector incluye o no una regidén que codifica un producto
con actividad transposasa, el método puede incluir ademas la introduccién en la célula diana de un segundo vector
que codifique la actividad transposasa requerida.

En algunos casos, la cantidad de acido nucleico vectorial que comprende el transposdn y la cantidad de 4cido nucleico
vectorial que codifica la transposasa que se introduce en la célula es suficiente para proporcionar la escisién e insercién
deseadas del acido nucleico transposénico en el genoma de la célula diana. Como tal, la cantidad de acido nucleico
vectorial introducido debe proporcionar una cantidad suficiente de actividad transposasa y un nimero suficiente de
copias del &cido nucleico que se desea insertar en la célula diana. La cantidad de &cido nucleico vectorial que se
introduce en la célula diana varia en funcién de la eficacia del protocolo de introduccidén concreto que se emplee, p. €],
el protocolo de administracién ex vivo concreto que se emplee.

Una vez que el ADN del vector ha entrado en la célula diana con relacién a la transposasa necesaria, la regién de
acido nucleico del vector que esta flanqueada por repeticiones invertidas, es decir, el 4cido nucleico del vector situado
entre las repeticiones invertidas reconocidas por la transposasa Bella Durmiente, se escinde del vector mediante la
transposasa suministrada y se inserta en el genoma de la célula diana. Como tal, la introduccién del ADN vectorial en
la célula diana va seguida de la posterior escisién mediada por transposasa y la insercién del acido nucleico exégeno
transportado por el vector en el genoma de la célula diana. En casos particulares, el vector se integra en los genomas
de al menos un 1 %, al menos un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 6 %, al
menos un 7 %, al menos un 8 %, al menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, o al menos un 20 % de las
células transfectadas con el transposén SB y/o la transposasa SB. En algunos casos, la integracién del acido nucleico
en el genoma de la célula diana es estable, es decir, el acido nucleico del vector permanece presente en el genoma
de la célula diana durante més de un periodo transitorio y transmite una parte del material genético cromosémico a la
progenie de la célula diana.

En determinados casos, los transposones se utilizan para integrar acidos nucleicos, es decir, polinucledtidos, de
diversos tamafios en el genoma de la célula diana. En algunos casos, el tamafio del ADN que se inserta en el genoma
de una célula diana utilizando los métodos objeto de estudio varia de aproximadamente 0,1 kb a 200 kb, de
aproximadamente 0,5 kb a 100 kb, de aproximadamente 1,0 kb a aproximadamente 8,0 kb, de aproximadamente 1,0
kb a aproximadamente 200 kb, de aproximadamente 1,0 kb a aproximadamente 10 kb, de aproximadamente 10 kb a
aproximadamente 50 kb, de aproximadamente 50 kb a aproximadamente 100 kb, o de aproximadamente 100 kb a
aproximadamente 200 kb. En algunos casos, el tamafio del ADN que se inserta en el genoma de una célula diana
utilizando los métodos objeto varia de aproximadamente 1,0 kb a aproximadamente 8,0 kb. En algunos casos, el
tamafio del ADN que se inserta en el genoma de una célula diana utilizando los métodos objeto varia de
aproximadamente 1,0 a aproximadamente 200 kb. En casos particulares, el tamafio del ADN que se inserta en el
genoma de una célula diana utlizando los métodos objeto varia de aproximadamente 1,0 kb a 8,0 kb
aproximadamente.

D. Cultivo y/o expansién de células

En algunos casos, los métodos divulgados incluyen una o méas etapas para cultivar células, p. ej., cultivar células en
condiciones que promueven la proliferacién y/o expansiéon. En algunos casos, las células se cultivan en condiciones
que promueven la proliferaciéon y/o expansion tras una etapa de modificacién genética, p. ej., introduccién de un
polipéptido recombinante en las células mediante transduccién o transfeccién. En casos particulares, las células se
cultivan después de haber sido incubadas en condiciones de estimulacién y transducidas o transfectadas con un
polinucleétido recombinante, p. ej., un polinucledtido que codifica un receptor recombinante. En algunos casos, el
cultivo produce una o mas composiciones cultivadas de linfocitos T enriquecidos.

En determinados casos, una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos, incluidos los linfocitos T estimulados
y transducidos, tal como las composiciones separadas de dichos linfocitos T CD4+ y CD8+, se cultivan, p. ej., en
condiciones que promueven la proliferacién y/o expansidén, antes de formular las células. En algunos casos, los
métodos de cultivo, tales como para promover la proliferacién y/o expansién incluyen los métodos divulgados en el
presente documento, tal como en la Seccién |-F. En casos particulares, una 0 mas composiciones de linfocitos T
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enriquecidos se cultivan después de que la una o mas composiciones hayan sido modificadas genéticamente, p. €j,,
transducidas o transfectadas. En casos particulares, la una 0 mas composiciones son composiciones modificadas
genéticamente. En casos particulares, la una o0 mas composiciones modificadas genéticamente se han criocongelado
y almacenado previamente, y se descongelan antes del cultivo.

En determinados casos, la una o mas composiciones de linfocitos T modificados genéticamente son o incluyen dos
composiciones separadas de linfocitos T enriquecidos. En casos particulares, dos composiciones de linfocitos T
enriquecidos separadas, p. ej., dos composiciones de linfocitos T enriquecidos separadas seleccionadas, aisladas y/o
enriquecidas a partir de la misma muestra biolégica, en las que se introduce un receptor recombinante (p. ej., CAR),
se cultivan por separado en condiciones que promueven la proliferaciéon y/o expansién de las células. En algunos
casos, las condiciones son de estimulacién. En determinados casos, las dos composiciones separadas incluyen una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como linfocitos T CD4+ modificados genéticamente que se
introdujeron con el acido nucleico que codifica el receptor recombinante y/o que expresan el receptor recombinante.
En casos particulares, las dos composiciones separadas incluyen una composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos,
tales como linfocitos T CD8+ modificados genéticamente que se introdujeron con el acido nucleico que codifica el
receptor recombinante y/o que expresan el receptor recombinante. En algunos casos, dos composiciones de linfocitos
T CDA4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos separadas, tales como linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+
modificados genéticamente, se cultivan por separado, p. ej., en condiciones que promueven la proliferacién y/o
expansién. En algunos casos, se cultiva una composicién Unica de linfocitos T enriquecidos. En determinados casos,
la composicién Unica es una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos. En algunos casos, la composicién Unica
es una composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos que se han combinado a partir de composiciones
separadas antes del cultivo.

En algunos casos, la composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente, que se cultivan, p. ej., en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansién, incluye al menos
un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+. En algunos casos, la composicién incluye al menos un 30 %, al
menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido transducidos o
transfectados con el polinucleétido recombinante que codifica el receptor recombinante. En determinados casos, la
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos que se cultiva incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30
%, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del
0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o esta exenta o sustancialmente
exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la composicidén de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD8+ modificados
genéticamente, que se cultivan, p. ej., en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansién, incluye al menos
un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos
un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+. En casos particulares, la composicién incluye al menos un 30 %, al
menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido transducidos o
transfectados con el polinucleétido recombinante que codifica el receptor recombinante. En determinados casos, la
composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos que se incuba en condiciones de estimulacién incluye menos del 40
%, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del
5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+,
y/o esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+.

En algunos casos, las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas, tales como las
composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ modificados genéticamente separadas, se combinan en una Unica
composicién y se cultivan, p. ej., en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansion. En determinados
casos, las composiciones cultivadas de linfocitos T CD4+ enriquecidos y CD8+ enriquecidas separadas se combinan
en una Unica composiciéon una vez realizado y/o completado el cultivo. En casos particulares, las composiciones de
linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas, tales como las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+
modificados genéticamente separadas, se cultivan por separado, p. €j., en condiciones que promueven la proliferacién
y/o expansién.

En algunos casos, las células, p. €j., las células modificadas genéticamente se cultivan en un volumen de medio que
es, de aproximadamente, o es de al menos 100 ml, 200 ml, 300 ml, 400 ml, 500 ml, 600 ml, 700 ml, 800 ml, 900 ml,
1.000 ml, 1.200 ml, 1.400 ml, 1.600 ml, 1.800 ml, 2.000 ml, 2.200 ml o 2.400 ml. En algunos casos, las células se
cultivan a un volumen inicial que posteriormente se ajusta a un volumen diferente. En casos particulares, el volumen
se ajusta posteriormente durante el cultivo. En casos particulares, el volumen se incrementa a partir del volumen inicial
durante el cultivo. En determinados casos, el volumen aumenta cuando las células alcanzan una densidad durante el
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cultivo. En un determinado caso, el volumen inicial es o es aproximadamente 500 ml.

En casos particulares, el volumen se incrementa a partir del volumen inicial cuando las células alcanzan una densidad
o concentracién durante el cultivo. En casos particulares, el volumen se incrementa cuando las células alcanzan una
densidad y/o concentracion de, de aproximadamente, o de al menos 0,1 x 108 células/ml, 0,2 x 10° células/ml, 0,4 x
108 células/ml, 0,6 x 108 células/ml, 0,8 x 10° células/ml, 1 x 10 células/ml, 1,2 x 10° células/ml, 1,4 x 108 células/ml,
1,6 x 108 células/ml, 1,8 x 10° células/ml, 2,0 x 10° células/ml, 2,5 x 108 células/ml, 3,0 x 10° células/ml, 3,5 x 10°
células/ml, 4,0 x 108 células/ml, 4,5 x 108 células/ml, 5,0 x 108 células/ml, 6 x 10° células/ml, 8 x10° células/ml, 0 10 x
108 células/ml. En algunos casos, el volumen se incrementa a partir del volumen inicial cuando las células alcanzan
una densidad y/o concentracién de, de al menos, o de aproximadamente 0,6 x 10° células/ml. En algunos casos, la
densidad y/o la concentracién es de células viables en el cultivo. En casos particulares, el volumen se incrementa
cuando las células alcanzan una densidad y/o concentracién de, de aproximadamente, o de al menos 0,1 x 10° células
viables/ml, 0,2 x 108 células viables/ml, 0,4 x 10° células viables/ml, 0,6 x 10° células viables/ml, 0,8 x 10° células
viables/ml, 1 x 108 células viables/ml, 1,2 x 108 células viables/ml, 1,4 x 108 células viables/ml, 1,6 x 108 células
viables/ml, 1,8 x 108 células viables/ml, 2,0 x 10° células viables/ml, 2,5 x 10° células viables/ml, 3,0 x 10° células
viables/ml, 3,5 x 108 células viables/ml, 4,0 x 10° células viables/ml, 4,5 x 10° células viables/ml, 5,0 x 10° células
viables/ml, 6 x 108 células viables/ml, 8 x 10° células viables/ml, o 10 x 108 células viables/ml. En algunos casos, el
volumen se incrementa a partir del volumen inicial cuando las células viables alcanzan una densidad y/o concentracion
de, de al menos, o de aproximadamente 0,6 x 10° células viables/ml. En algunos casos, la densidad y/o concentracion
de las células o células viables puede determinarse o controlarse durante el cultivo, tal como utilizando los métodos
descritos, incluidos los métodos 6pticos, incluida la microscopia de holografia digital (DHM) o la microscopia de
holografia digital diferencial (DDHM).

En algunos casos, las células alcanzan una densidad y/o concentracién, y el volumen se incrementa en, en
aproximadamente, o en al menos 100 ml, 200 ml, 300 ml, 400 ml, 500 ml, 600 ml, 700 ml, 800 ml, 900 ml, 1.000 ml,
1.200 ml, 1.400 ml, 1.600 ml, 1.800 ml, 2.000 ml, 2.200 ml 0 2.400 ml. En algunos casos, el volumen se incrementa
en 500 ml. En casos particulares, el volumen se incrementa hasta a un volumen de, de aproximadamente, o de al
menos 500 ml, 600 ml, 700 ml, 800 ml, 200 ml, 1.000 ml, 1.200 ml, 1.400 ml, 1.600 ml, 1.800 ml, 2.000 ml, 2.200 ml o
2.400 ml. En determinados casos, el volumen se incrementa hasta a un volumen de 1.000 ml. En determinados casos,
el volumen se incrementa a una tasa de, de al menos, o de aproximadamente 5 ml, 10 ml, 20 ml, 25 ml, 30 ml, 40 ml,
50ml, 60ml, 70 ml, 75 ml, 80 ml, 90 ml, 0 100 ml, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10 minutos. En determinados casos,
la tasa es o es aproximadamente 50 ml cada 8 minutos.

En algunos casos, una composicidn de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T modificados genéticamente, se
cultiva en condiciones que promueven la proliferacién y/o la expansién. En algunos casos, tales condiciones pueden
estar disefiadas para inducir la proliferacién, expansién, activacién y/o supervivencia de células en la poblacién. En
casos particulares, las condiciones de estimulacién pueden incluir uno o més de medios particulares, temperatura,
contenido de oxigeno, contenido de diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. ej., nutrientes, amino&cidos, antibidticos,
iones y/o factores estimulantes, tales como citocinas, quimiocinas, antigenos, compafieros de unién, proteinas de
fusién, receptores solubles recombinantes, y cualquier otro agente disefiado para promover el crecimiento, divisiéon y/o
expansion de las células.

En algunos casos, el cultivo se realiza en condiciones que generalmente incluyen una temperatura adecuada para el
crecimiento de células inmunitarias primarias, tales como los linfocitos T humanos, por ejemplo, al menos
aproximadamente 25 grados Celsius, generalmente al menos aproximadamente 30 grados, y generalmente o
aproximadamente 37 grados Celsius. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se incuba a una
temperatura de 25 a 38 °C, tal como de 30 a 37 °C, por ejemplo, a o aproximadamente 37 °C + 2 °C. En algunos
casos, la incubacién se lleva a cabo durante un periodo de tiempo hasta el cultivo, por ejemplo, cultivo o expansién, y
da como resultado una densidad, concentracion, nimero o dosis de células deseado o umbral. En algunos casos, la
incubacién se lleva a cabo durante un periodo de tiempo hasta el cultivo, por ejemplo, cultivo o expansidn, y da como
resultado una densidad, concentracién, nimero o dosis de células viables deseado o umbral. En algunos casos, la
incubacion es superior a o superior a aproximadamente o es durante aproximadamente 24 horas, 48 horas, 72 horas,
96 horas, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias 0 mas. En algunos casos, la densidad, la concentracién y/o el nimero
o la dosis de las células pueden determinarse o controlarse durante el cultivo, tal como utilizando los métodos
descritos, incluidos los métodos 6pticos, incluida la microscopia de holografia digital (DHM) o la microscopia de
holografia digital diferencial (DDHM).

En algunos casos, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células antes del cultivo. En determinados
casos, el agente estimulador se elimina y/o se separa de las células después de la modificacién genética y antes del
cultivo de las células modificadas genéticamente, p. ej., en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansién.
En algunos casos, el reactivo estimulador es un reactivo estimulador que se describe en el presente documento, p. €j.,
en la Seccidén |-B-1. En casos particulares, el reactivo estimulador se elimina y/o se separa de las células como se
describe en el presente documento, p. €j., en la Seccién I-B-2.

En casos particulares, una composicion de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T modificados genéticamente,
por ejemplo, composiciones de linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y linfocitos T CD8+ modificados
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genéticamente separadas, se cultiva en presencia de una o més citocinas. En determinados casos, la una o mas
citocinas son citocinas recombinantes. En casos particulares, la una o mas citocinas son citocinas recombinantes
humanas. En determinados casos, las una o mas citocinas se unen y/o son capaces de unirse a receptores que son
expresados por y/o son enddgenos de los linfocitos T. En casos particulares, la una o mas citocinas son o incluyen un
miembro de la familia de citocinas del haz de 4 hélices alfa. En algunos casos, los miembros de la familia de citocinas
del haz de 4 hélices alfa incluyen, pero no se limitan a, interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-7 (IL-7),
interleucina-9 (IL-9), interleucina-12 (IL-12), interleucina-15 (IL-15), factor estimulador de colonias de granulocitos (G-
CSF)y factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). En algunos casos, la una o més citocinas
es o incluye IL-15. En casos particulares, la una o mas citocinas es o incluye IL-7. En casos particulares, la una o mas
citocinas es o incluye IL-2 recombinante.

En casos particulares, la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente, se cultiva con IL-2 recombinante. En algunos casos, cultivar una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos, tales como los linfocitos T CD4+ modificados genéticamente, en presencia de IL-2 recombinante
aumenta la probabilidad de que los linfocitos T CD4+ de la composicién sigan sobreviviendo, multiplicAndose,
expandiéndose y/o activAndose durante la etapa de cultivo y a lo largo de todo el proceso. En algunos casos, cultivar
la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD4+ modificados genéticamente, en
presencia de IL-2 recombinante aumenta la probabilidad y/o posibilidad de que se produzca una composiciéon de salida
de linfocitos T CD4+ enriquecidos, p. €], linfocitos T CD4+ modificados genéticamente adecuados para la terapia
celular, a partir de la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos en al menos un 0,5%, al menos un 1 %, al menos
un 2 %, al menos un 3 %, al menos un 4 %, al menos un 5 %, al menos un 6 %, al menos un 7 %, al menos un 8 %,
al menos un 9 %, al menos un 10 %, al menos un 11 %, al menos un 12 %, al menos un 13 %, al menos un 14 %, al
menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al
menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 100 %, o al menos un 200 %
de CD4+ en comparacién con un método alternativo y/o ilustrativo que no cultiva la composicidén de linfocitos T CD4+
enriquecidos en presencia de IL-2 recombinante.

En algunos casos, las células, tales como las composiciones de linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y
linfocitos T CD8+ modificados genéticamente separadas, se cultivan con una citocina, p. €j., una citocina humana
recombinante, a una concentracién de entre 1 Ul/ml y 2.000 Ul/ml, entre 10 Ul/ml y 100 Ul/ml, entre 50 Ul/mly 500
Ul/ml, entre 100 Ul/ml y 200 Ul/ml, entre 500 Ul/ml y 1400 Ul/ml, entre 250 Ul/ml y 500 Ul/ml, o entre 500 Ul/mly 2.500
Ul/ml.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como composiciones de linfocitos T CD4+ y
linfocitos T CD8+ modificados genéticamente separadas, se cultiva con IL-2 recombinante, p. ej., IL-2 humana
recombinante, a una concentracién comprendida entre 2 Ul/mly 500 Ul/ml, entre 10 Ul/mly 250 Ul/ml, entre 100 Ul/ml
y 500 Ul/ml, o entre 100 Ul/ml y 400 Ul/ml. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos se cultiva
con IL-2 a una concentracién igual o superior a 50 Ul/ml, 75 Ul/ml, 100 Ul/ml, 125 Ul/ml, 150 Ul/ml, 175 Ul/ml,
200 Ul/ml, 225 Ul/ml, 250 Ul/ml, 300 Ul/ml o0 400 Ul/ml. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos
se cultiva con IL-2 recombinante a una concentracién de 200 Ul/ml. En algunos casos, la composicién de linfocitos T
enriquecidos es una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como una composicién de linfocitos T CD4+
modificados genéticamente. En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una composicién de
linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como una composicién de linfocitos T CD8+ modificados genéticamente.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como composiciones de linfocitos T CD4+ y
linfocitos T CD8+ modificados genéticamente separadas, se cultiva con IL-7, p. e]., IL-7 humana recombinante, a una
concentracion comprendida entre 10 Ul/ml y 5.000 Ul/ml, entre 500 Ul/mly 2.000 Ul/ml, entre 600 Ul/mly 1.500 Ul/ml,
entre 500 Ul/mly 2.500 Ul/ml, entre 750 Ul/ml y 1.500 Ul/ml, o entre 1.000 Ul/mly 2.000 Ul/ml. En casos particulares,
la composicién de linfocitos T enriquecidos se cultiva con IL-7 a una concentracién igual o superior a 100 Ul/ml,
200 Ul/ml, 300 Ul/ml, 400 Ul/ml, 500 Ul/ml, 600 Ul/ml, 700 Ul/ml, 800 Ul/ml, 900 Ul/ml, 1.000 Ul/ml, 1.200 Ul/ml, 1.400
Ul/ml o 1.600 Ul/ml. En algunos casos, las células se cultivan en presencia de IL-7 recombinante a una concentracion
de o de aproximadamente 1.200 Ul/ml. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos es una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como linfocitos T CD4+ modificados genéticamente.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T enriquecidos, tales como composiciones de linfocitos T CD4+ y
linfocitos T CD8+ modificados genéticamente separadas, se cultiva con IL-15, p. e]., IL-15 humana recombinante, a
una concentracién comprendida entre 0,1 Ul/ml y 200 Ul/ml, entre 1 Ul/ml y 50 Ul/ml, entre 5 Ul/mly 25 Ul/ml, entre
25 Ul/ml y 50 Ul/ml, entre 5 Ul/ml y 15 Ul/ml, o entre 10 Ul/ml y 00 Ul/ml. En casos particulares, la composicién de
linfocitos T enriquecidos se cultiva con IL-15 a una concentracién igual o superior a 1 Ul/ml, 2 Ul/ml, 3 Ul/ml, 4 Ul/ml,
5 Ul/ml, 6 Ul/ml, 7 Ul/ml, 8 Ul/ml, 9 Ul/ml, 10 Ul/ml, 11 Ul/ml, 12 Ul/ml, 13 Ul/ml, 14 Ul/ml, 15 Ul/ml, 20 Ul/ml, 25 Ul/ml,
30 Ul/ml, 40 Ul/ml, 50 Ul/ml, 100 Ul/ml 0 200 Ul/ml. En casos particulares, una composicién de linfocitos T enriquecidos
se cultiva con IL-15 recombinante a una concentracién de 20 Ul/ml. En algunos casos, la composicién de linfocitos T
enriquecidos es una composiciéon de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente. En casos particulares, la composicion de linfocitos T enriquecidos es una composicidén de linfocitos T
CD8+ enriquecidos, tal como linfocitos T CD8+ modificados genéticamente.
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En casos particulares, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD8+
modificados genéticamente, se cultiva en presencia de |IL-2 y/o IL-15, tal como en las cantidades como se describe.
En determinados casos, una composiciéon de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD4+
modificados genéticamente, se cultiva en presencia de IL-2, IL-7 y/o IL-15, tal como en las cantidades como se
describe. En algunos casos, la IL-2, la IL-7 y/o la IL-15 son recombinantes. En determinados casos, la IL-2, la IL-7 y/o
la IL-15 son humanas. En casos particulares, la una o mas citocinas son o incluyen IL-2, IL-7 y/o IL-15 recombinante
humana.

En casos particulares, el cultivo se realiza en un sistema cerrado. En determinados casos, el cultivo se realiza en un
sistema cerrado en condiciones estériles. En casos particulares, el cultivo se realiza en el mismo sistema cerrado que
una o mas etapas de los sistemas proporcionados. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se
elimina de un sistema cerrado y se coloca y/o se conecta a un biorreactor para el cultivo. Entre los ejemplos de
biorreactores adecuados para el cultivo se incluyen, pero no se limitan a, GE Xuri W25, GE Xuri W9, Sartorius BioSTAT
RM 20 | 50, Finesse SmartRocker Bioreactor Systems, y Pall XRS Bioreactor Systems. En algunos casos, el biorreactor
se utiliza para perfundir y/o mezclar las células durante al menos una parte de la etapa de cultivo.

En algunos casos, las células cultivadas en recinto cerrado, conectadas y/o bajo el control de un biorreactor
experimentan una expansién durante el cultivo méas rapida que las células que se cultivan sin un biorreactor, p. €j.,
células que se cultivan en condiciones estéticas tal como sin mezclado, balanceo, movimiento y/o perfusién. En
algunos casos, las células cultivadas en recinto cerrado, conectadas y/o bajo el control de un biorreactor alcanzan o
logran un umbral de expansién, recuento de células y/o densidad en un plazo de 14 dias, 10 dias, 9 dias, 8 dias, 7
dias, 6 dias, 5 dias, 4 dias, 3 dias, 2 dias, 60 horas, 48 horas, 36 horas, 24 horas u 12 horas. En algunos casos, las
células cultivadas en recinto cerrado, conectadas y/o bajo el control de un biorreactor alcanzan o logran un umbral de
expansién, recuento de células y/o densidad de al menos en un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos
2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces mas que las células cultivadas en un proceso ilustrativo
y/o alternativo donde las células no estan cultivadas en recinto cerrado, conectadas y/o bajo el control de un
biorreactor.

En algunos casos, la mezcla es o incluye balanceo y/o movimiento. En algunos casos, el biorreactor puede estar
sometido a movimiento o balanceo, que, en algunos casos, puede aumentar la transferencia de oxigeno. El movimiento
del biorreactor puede incluir, pero no se limita a la rotacién a lo largo de un eje horizontal, girando a lo largo de un eje
vertical, un movimiento de balanceo a lo largo de un eje horizontal ladeado o inclinado del biorreactor o cualquier
combinacién de los mismos. En algunos casos, al menos una parte de la incubacién se lleva a cabo con balanceo. La
velocidad y el angulo de balanceo pueden ajustarse para conseguir la agitacién deseada. En algunos casos, el angulo
de balanceo es de 20°, 19°, 18°, 17°, 16°, 15°, 14°, 13°, 12°, 11°, 10°, 9°, 8°, 7°, 6°, 5°, 4°, 3°, 2° 0 1°. En determinados
casos, el angulo de balanceo es entre 6-16°. En otros casos, el &ngulo de balanceo es entre 7-16°. En otros casos, el
angulo de balanceo es entre 8-12°. En algunos casos, la velocidad de balanceoesde 1,2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10, 11,1
12,13, 14 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40 rpm. En
algunos casos, la velocidad de balanceo es entre 4 y 12 rpm, tal como entre 4 y 6 rpm, ambos inclusive.

En algunos casos, el biorreactor mantiene la temperatura en o cerca de 37 °C y niveles de CO; en o cerca del 5 %
con un flujo de aire constante de, aproximadamente, o al menos, 0,01 I/min, 0,05 I/min, 0,1 I/min, 0,2 I/min, 0,3 I/min,
0,4 I/min, 0,5 I/min, 1,0 I/min, 1,5 I/min, 0 2,0 I/min o0 mas de 2,0 I/min. En determinados casos, al menos una parte del
cultivo se realiza con perfusién, tal como a una tasa de 290 ml/dia, 580 ml/dia y/o 1160 ml/dia, p. ej., dependiendo del
momento con relacién al inicio del cultivo y/o la densidad de las células cultivadas. En algunos casos, al menos una
parte de la expansion del cultivo celular se realiza con un movimiento de balanceo, tal como en un angulo de entre 5°
y 10°, tal como 6°, a una velocidad de balanceo constante, tal como una velocidad de entre 5 y 15 RPM, tal como 6
RMP o 10 RPM.

En algunos casos, al menos una parte de la etapa de cultivo se realiza en perfusién constante, p. ej., una perfusién a
un ritmo lento y constante. En algunos casos, la perfusién es o incluye una salida de liquido, p. ej., medios usados, y
una entrada de medios frescos. En determinados casos, la perfusiéon sustituye los medios utilizados por medios
frescos. En algunos casos, al menos una parte del cultivo se realiza bajo perfusién a una velocidad constante de o de
aproximadamente o de al menos 100 ml/dia, 200 ml/dia, 250 ml/dia, 275 ml/dia, 290 ml/dia, 300 ml/dia, 350 ml/dia,
400 ml/dia, 450 ml/dia, 500 ml/dia, 550 ml/dia, 575 ml/dia, 580 ml/dia, 600 ml/dia, 650 ml/dia, 700 ml/dia, 750 ml/dia,
800 ml/dia, 850 ml/dia, 900 ml/dia, 950 ml/dia, 1000 ml/dia, 1100 ml/dia, 1160 mil/dia, 1200 ml/dia, 1400 ml/dia, 1600
ml/dia, 1800 ml/dia, 2000 ml/dia, 2200 ml/dia o0 2400 ml/dia.

En casos particulares, el cultivo se inicia en condiciones sin perfusién, y la perfusién se inicia tras un tiempo establecido
y/o predeterminado, tal como o como aproximadamente al menos 12 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 60 horas,
72 horas, o mas de 72 horas después del inicio o comienzo del cultivo. En casos particulares, la perfusién se inicia
cuando la densidad o concentracién de las células alcanza una densidad o concentracién establecida o
predeterminada. En algunos casos, la perfusién se inicia cuando las células cultivadas alcanzan una densidad o
concentracion de, de aproximadamente, o al menos 0,1 x108 células/ml, 0,2 x 108 células/ml, 0,4 x 108 células/ml, 0,6
x 108 células/ml, 0,8 x 108 células/ml, 1 x 108 células/ml, 1,2 x 108 células/ml, 1,4 x 10° células/ml, 1,6 x 10° células/ml,
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1,8 x 108 células/ml, 2,0 x 10° células/ml, 2,5 x 10° células/ml, 3,0 x 108 células/ml, 3,5 x 10° células/ml, 4,0 x 10°
células/ml, 4,5 x 108 células/ml, 5,0 x 10° células/ml, 6 x 108 células/ml, 8 x10° células/ml, o 10 x 10° células/ml. En
casos particulares, la perfusién se inicia cuando la densidad o concentracidén de células viables alcanza una densidad
0 concentracién establecida o predeterminada. En algunos casos, la perfusién se inicia cuando las células viables
cultivadas alcanzan una densidad o concentracion de, de aproximadamente, o al menos 0,1 x 10° células viables/ml,
0,2 x 10° células viables/ml, 0,4 x 10° células viables/ml, 0,6 x 10 células viables/ml, 0,8 x 10° células viables/ml, 1 x
108 células viables/ml, 1,2 x 10° células viables/ml, 1,4 x 108 células viables/ml, 1,6 x 10° células viables/ml, 1,8 x 10°
células viables/ml, 2,0 x 10° células viables/ml, 2,5 x 108 células viables/ml, 3,0 x 108 células viables/ml, 3,5 x 108
células viables/ml, 4,0 x 108 células viables/ml, 4,5 x 10° células viables/ml, 5,0 x 10° células viables/ml, 6 x 108 células
viables/ml, 8 x 108 células viables/ml, 0 10 x 10° células viables/ml.

En casos particulares, la perfusién se realiza a diferentes velocidades durante el cultivo. Por ejemplo, en algunos
casos, la tasa de perfusién depende de la densidad y/o concentracién de las células cultivadas. En determinados
casos, la tasa de perfusién se incrementa cuando las células alcanzan una densidad o concentracion establecida o
predeterminada. La tasa de perfusién puede cambiar, p. ej., cambiar de una tasa de perfusién constante a una tasa
de perfusién constante aumentada, una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, mas de cinco veces,
mas de diez veces, mas de 15 veces, mas de 20 veces, mas de 25 veces, mas de 50 veces, o mas de 100 veces
durante el cultivo. En algunos casos, la tasa de perfusién constante aumenta cuando las células alcanzan una densidad
o concentracién celular establecida o predeterminada de, de aproximadamente, o al menos 0,6 x10° células/ml, 0,8 x
108 células/ml, 1 x 108 células/ml, 1,2 x 10° células/ml, 1,4 x 10° células/ml, 1,6 x 10° células/ml, 1,8 x 108 células/ml,
2,0 x 10% células/ml, 2,5 x 10° células/ml, 3,0 x 108 células/ml, 3,5 x 108 células/ml, 4,0 x 10° células/ml, 4,5 x 10°
células/ml, 5,0 x 10° células/ml, 6 x 10° células/ml, 8 x10° células/ml, o 10 x 108 células/ml. En algunos casos, la tasa
de perfusién constante aumenta cuando las células alcanzan una densidad o concentracién de células viables
establecida o predeterminada de, de aproximadamente, o al menos 0,6 x 10° células viables/ml, 0,8 x 10° células
viables/ml, 1 x 108 células viables/ml, 1,2 x 108 células viables/ml, 1,4 x 108 células viables/ml, 1,6 x 108 células
viables/ml, 1,8 x 108 células viables/ml, 2,0 x 10° células viables/ml, 2,5 x 10° células viables/ml, 3,0 x 10° células
viables/ml, 3,5 x 108 células viables/ml, 4,0 x 10° células viables/ml, 4,5 x 10° células viables/ml, 5,0 x 10° células
viables/ml, 6 x 108 células viables/ml, 8 x 10° células viables/ml, o 10 x 108 células viables/ml. En algunos casos, la
densidad y/o concentracién de las células o de las células viables durante el cultivo, tal como con perfusidn, puede
determinarse o controlarse, tal como utilizando los métodos descritos, incluidos los métodos épticos, incluida la
microscopia de holografia digital (DHM) o la microscopia de holografia digital diferencial (DDHM).

En algunos casos, el cultivo se inicia en condiciones sin perfusién, y, la perfusiéon se inicia cuando la densidad o
concentracién de las células alcanza una densidad o concentracidn establecida o predeterminada. En algunos casos,
la perfusién se inicia a una velocidad de, de aproximadamente, o de al menos 100 ml/dia, 200 ml/dia, 250 ml/dia, 275
mi/dia, 290 mi/dia, 300 ml/dia, 350 ml/dia, 400 ml/dia, 450 ml/dia, 500 ml/dia, 550 ml/dia, 575 ml/dia, 580 ml/dia, 600
ml/dia, 850 ml/dia, 700 ml/dia, 750 ml/dia, 800 ml/dia, 850 ml/dia, 900 ml/dia, 950 ml/dia, 1000 ml/dia, 1100 ml/dia,
1160 ml/dia, 1200 ml/dia, 1400 ml/dia, 1600 ml/dia, 1800 ml/dia, 2000 ml/dia, 2200 ml/dia, o 2400 ml/dia cuando la
densidad o concentracién de las células alcanza una densidad o concentracién establecida o predeterminada. En
algunos casos, la perfusién se inicia cuando las células cultivadas o las células viables cultivadas alcanzan una
densidad o concentracion de, de aproximadamente, o al menos 0,1 x10° células/ml, 0,2 x 10°® células/ml, 0,4 x 108
células/ml, 0,6 x 108 células/ml, 0,8 x 108 células/ml, 1 x 108 células/ml, 1,2 x 108 células/ml, 1,4 x 10° células/ml, 1,6
x 108 células/ml, 1,8 x 10° células/ml, 2,0 x 108 células/ml, 2,5 x 10° células/ml, 3,0 x 108 células/ml, 3,5 x 10° células/ml,
4.0 x 108 células/ml, 4,5 x 108 células/ml, 5,0 x 10° células/ml, 6 x 10° células/ml, 8 x108 células/ml, o 10 x 10°
células/ml.

En determinados casos, al menos una parte del cultivo se realiza con perfusiéon a una velocidad determinada, y la tasa
de perfusién se incrementa hasta, a aproximadamente, o al menos 100 ml/dia, 200 ml/dia, 250 ml/dia, 275 ml/dia, 290
ml/dia, 300 ml/dia, 350 ml/dia, 400 ml/dia, 450 ml/dia, 500 ml/dia, 550 ml/dia, 575 ml/dia, 580 ml/dia, 600 ml/dia, 650
ml/dia, 700 ml/dia, 750 ml/dia, 800 mil/dia, 850 ml/dia, 900 ml/dia, 950 ml/dia, 1000 mi/dia, 1100 ml/dia, 1160 mil/dia,
1200 ml/dia, 1400 ml/dia, 1600 mil/dia, 1800 ml/dia, 2000 ml/dia, 2200 ml/dia, o 2400 ml/dia cuando la densidad o
concentracién de las células alcanza una densidad o concentracidn establecida o predeterminada. En algunos casos,
la perfusién se inicia cuando las células cultivadas o las células viables cultivadas alcanzan una densidad o
concentracion de, de aproximadamente, o al menos 0,1 x108 células/ml, 0,2 x 108 células/ml, 0,4 x 108 células/ml, 0,6
x 108 células/ml, 0,8 x 10° células/ml, 1 x 108 células/ml, 1,2 x 108 células/ml, 1,4 x 10° células/ml, 1,6 x 10° células/ml,
1,8 x 108 células/ml, 2,0 x 10° células/ml, 2,5 x 10° células/ml, 3,0 x 108 células/ml, 3,5 x 10° células/ml, 4,0 x 10°
células/ml, 4,5 x 108 células/ml, 5,0 x 10° células/ml, 6 x 108 células/ml, 8 x10° células/ml, o 10 x 10° células/ml. En
algunos casos, la perfusion se realiza cuando las células se cultivan en un volumen de, de aproximadamente, o al
menos 300 ml, 400 ml, 500 ml, 600 ml, 700 ml, 800 ml, 900 ml o 1000 ml. En algunos casos, el volumen es de 1000
ml.

En determinados casos, el cultivo se inicia en condiciones de ausencia de perfusién o de perfusién a una tasa
determinada, y la tasa de perfusién se incrementa hasta, hasta aproximadamente, o hasta 290 ml/dia cuando la
densidad o concentracién de las células alcanza una concentraciéon de, de aproximadamente, o de al menos 0,61
x 10° células/ml. En determinados casos, las células se perfunden a una tasa de, de aproximadamente, o al menos
290 ml/dia cuando la densidad o concentracién de las células alcanza una concentracion de, de aproximadamente, o
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de al menos 0,61 x 108 células/ml cuando las células se cultivan a un volumen de, de aproximadamente, o al menos
1000 ml. En algunos casos, la tasa de perfusién aumenta hasta, hasta aproximadamente, o hasta 580 ml/dia cuando
la densidad o concentracion de las células alcanza una concentracién de, de aproximadamente, o de al menos 0,81
x 10° células/ml. En determinados casos, la tasa de perfusién aumenta hasta, hasta aproximadamente, o hasta 1160
ml/dia cuando la densidad o concentracién de las células alcanza una concentracién de, de aproximadamente, o de
al menos 1,01 x 10° células/ml. En algunos casos, la tasa de perfusién aumenta hasta, hasta aproximadamente, o
hasta 1160 mil/dia cuando la densidad o concentracién de las células alcanza una concentracién de, de
aproximadamente, o de al menos 1,2 x 10° células/ml.

En casos de los casos divulgados, la tasa de perfusion, incluido el momento en que se inicia o se incrementa, tal como
se describe en el presente documento y anteriormente, se determina evaluando la densidad y/o concentracién de las
células o evaluando la densidad y/o concentracién de células viables durante el cultivo. En algunos casos, la densidad
y/o concentracién de las células puede determinarse utilizando métodos como los descritos, incluidos los métodos
Opticos, incluida la microscopia de holografia digital (DHM) o la microscopia de holografia digital diferencial (DDHM).

En algunos casos, una composicién de células enriquecidas, tal como linfocitos T modificados genéticamente, p. €],
linfocitos T CD4+ modificados genéticamente o linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, se cultiva en presencia
de un tensioactivo. En casos particulares, cultivar las células de la composiciéon reduce la cantidad de tensién de
cizallamiento que puede producirse durante el cultivo, p. ej., debido a la mezcla, balanceo, movimiento y/o perfusién.
En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T modificados genéticamente,
p. €j., linfocitos T CD4+ modificados genéticamente o linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, se cultiva con el
tensioactivo y al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 99 %, o al menos un 99,9 % de los linfocitos T
sobreviven, p. ej., son viables y/o no sufren necrosis, muerte celular programada, o apoptosis, durante o al menos 1
dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 0 méas de 7 dias después de finalizado el cultivo. En casos particulares,
la composicién de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T modificados genéticamente, p. ej., linfocitos T CD4+
modificados genéticamente o linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, se cultiva en presencia de un tensioactivo
y menos del 50 %, menos del 40 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del
10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 % o menos del 0,01 % de las células sufren muerte celular, p. €j.,
muerte celular programada, apoptosis y/o necrosis, por ejemplo, debido al cizallamiento o a la tensidén inducida por el
cizallamiento.

En casos particulares, una composicion de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos T modificados genéticamente,
p. €], linfocitos T CD4+ modificados genéticamente o linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, se cultiva en
presencia de entre 0,1 pl/mly 10,0 pl/ml, entre 0,2 pl/mly 2,5 pl/ml, entre 0,5 pl/mly S pl/ml, entre 1 pl/mly 3 pl/ml, o
entre 2 pl/ml y 4 pl/ml del tensioactivo. En algunos casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos, tal como linfocitos
T modificados genéticamente, p. ej., linfocitos T CD4+ modificados genéticamente o linfocitos T CD8+ modificados
genéticamente, se cultiva en presencia de, de aproximadamente, o al menos 0,1 pl/ml, 0,2 pl/ml, 0,4 pl/ml, 0,6 pl/ml,
0,8 pi/ml, 1 pl/ml, 1,5 pli/ml, 2,0 pi/ml, 2,5 pli/ml, 5,0 pl/ml, 10 pl/ml, 25 pl/ml, o 50 pl/ml del tensioactivo. En determinados
casos, la composicién de linfocitos T enriquecidos se cultiva en presencia de o de aproximadamente 2 pl/ml del
tensioactivo.

En algunos casos, un tensioactivo es o incluye un agente que reduce la tensién superficial de liquidos y/o sélidos. Por
ejemplo, un tensioactivo incluye un alcohol graso (p. ej., alcohol estearilico), un polioxietilenglicol octilfenol éter (p. ej.,
Triton X-100), o un polioxietilenglicol sorbitdn alquil éster (p. ej., polisorbato 20, 40, 60). En determinados casos, el
tensioactivo se selecciona del grupo que consiste en polisorbato 80 (PS80), polisorbato 20 (PS20), poloxamero 188
(P188). En un caso de ejemplo, la concentracién del tensioactivo en los medios de alimentacién quimicamente
definidos es de aproximadamente 0,0025 % a aproximadamente 0,25 % (v/v) de PS80; de aproximadamente 0,0025
% a aproximadamente 0,25 % (v/v) de PS20; o de aproximadamente 0,1 % a aproximadamente 5,0 % (p/v) de P188.

En algunos casos, el tensioactivo es o incluye un tensioactivo aniénico, un tensioactivo catiénico, un tensioactivo
zwitteriénico, o un tensioactivo no iénico afiadido al mismo. Los tensioactivos anidnicos adecuados incluyen, pero sin
limitacién, alquil sulfonatos, alquil fosfatos, alquil fosfonatos, laurato de potasio, estearato de trietanolamina,
laurilsulfato de sodio, dodecilsulfato de sodio, sulfatos de alquilpolioxietileno, alginato de sodio, dioctil sulfosuccinato
de sodio, fosfatidilglicerol, fosfatidilinosina, fosfatidilinositol, difosfatidilglicerol, fosfatidilserina, acido fosfatidico y sus
sales, carboximetilcelulosa de sodio, acido célico y otros acidos biliares (p. ej., acido célico, &cido desoxicélico, acido
glicocdlico, acido taurocdélico, acido glicodesoxicélico) y sus sales (p. ej., desoxicolato de sodio).

En algunos casos, los tensioactivos no iénicos adecuados incluyen: ésteres de glicerilo, éteres de alcohol graso de
polioxietileno, ésteres de A&cidos grasos de polioxietileno sorbitdn (polisorbatos), ésteres de acido graso de
polioxietileno, ésteres de sorbitan, monoestearato de glicerol, polietilenglicoles, polipropilenglicoles, alcohol cetilico,
alcohol cetoestearilico, alcohol estearilico, alcoholes aril alquil poliéter, copolimeros de polioxietileno-polioxipropileno
(poloxameros), poloxaminas, metilcelulosa, hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
celulosa no cristalina, polisacéaridos, incluido el almidén y derivados del almidén, tal como el hidroxietilalmiddén (HES),
alcohol polivinilico y polivinilpirrolidona. En determinados casos, el tensioactivo no iénico es un copolimero de
polioxietileno y polioxipropileno y, preferentemente, un copolimero de bloques de propilenglicol y etilenglicol. Estos
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polimeros se comercializan con el nombre comercial de POLOXAMER, también denominado en ocasiones
PLURONIC® F68 o Kolliphor® P188. Entre los ésteres polioxietilénicos de acidos grasos se incluyen los que tienen
cadenas alquilicas cortas. Un ejemplo de dicho tensioactivo es SOLUTOL® HS 15, polietileno-660-hidroxiestearato.

En algunos casos, los tensioactivos catidnicos adecuados pueden incluir, pero no se limitan a, fosfolipidos naturales,
fosfolipidos sintéticos, compuestos de amonio cuaternario, cloruro de benzalconio, bromuro de cetiltrimetilamonio,
quitosanos, cloruro de lauril dimetil bencil amonio, clorhidratos de acilcarnitina, bromuro de dimetil dioctadecil amonio
(DDAB), dioleioltrimetil amonio propano (DOTAP), dimiristoil trimetil amonio propano (DMTAP), dimetil amino etano
carbamoil colesterol (DC-Chol), 1,2-diacilglicero-3-(O-alquil) fosfocolina, O-alquilfosfatidilcolina, haluros de
alquilpiridinio, 0 aminas de alquilo de cadena larga tales como, por ejemplo, n-octilamina y oleilamina.

Los tensioactivos zwitteriénicos son eléctricamente neutros pero poseen cargas locales positivas y negativas dentro
de la misma molécula. Los tensioactivos zwitterionicos adecuados incluyen, pero sin limitacién, los fosfolipidos
zwitteriénicos. Los fosfolipidos adecuados incluyen la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, diacil-glicero-
fosfoetanolamina (tal como la dimiristoil-glicero-fosfoetanolamina (DMPE), dipalmitoil-glicero-fosfoetanolamina
(DPPE), distearoil-glicero-fosfoetanolamina (DSPE), y dioleolil-glicero-fosfoetanolamina (DOPE)). En esta invencién
pueden emplearse mezclas de fosfolipidos que incluyen fosfolipidos aniénicos y zwitteridnicos. Dichas mezclas
incluyen, pero sin limitacién, lisofosfolipidos, fosfolipido de huevo o de soja o cualquier combinacién de los mismos. El
fosfolipido, independientemente de si es anibnico, zwitteriénico o una mezcla de fosfolipidos, puede ser salado o
desalado, hidrogenado o parcialmente hidrogenado o natural, semisintético o sintético.

En determinados casos, el tensioactivo es poloxamero, p. €j., poloxamero 188. En algunos casos, una composicién
de linfocitos T enriquecidos se cultiva en presencia de entre 0,1 pl/mly 10,0 pl/ml, entre 0,2 pl/ml y 2,5 pl/ml, entre 0,5
pi/mly 5 pl/ml, entre 1 pl/mly 3 pl/ml, o entre 2 pl/mly 4 pl/ml de poloxamero. En algunos casos, la composicién de
linfocitos T enriquecidos se cultiva en presencia de, de aproximadamente, o al menos 0,1 pl/ml, 0,2 pl/ml, 0,4 pl/ml,
0,6 pl/ml, 0,8 pl/ml, 1 pli/ml, 1,5 yl/ml, 2,0 pl/iml, 2,5 pl/ml, 5,0 yl/ml, 10 pl/ml, 25 pl/ml, o 50 pl/ml del tensioactivo. En
determinados casos, la composicion de linfocitos T enriquecidos se cultiva en presencia de o de aproximadamente 2
HI/ml de poloxamero.

En casos particulares, el cultivo finaliza, tal como mediante la cosecha de células, cuando las células alcanzan una
cantidad, concentracion y/o expansién umbral. En casos particulares, el cultivo finaliza cuando la célula alcanza o
alcanza aproximadamente o al menos una expansién de 1,5 veces, una expansién de 2 veces, una expansiéon de 2,5
veces, una expansiéon de 3 veces, una expansién de 3,5 veces, una expansién de 4 veces, una expansion de 4,5
veces, una expansion de 5 veces, una expansion de 6 veces, una expansién de 7 veces, una expansion de 8 veces,
una expansién de 9 veces, una expansion de 10 veces, o superior a una expansién de 10 veces, p. €j., con respecto
y/o con relacién a la cantidad de densidad de las células al inicio o comienzo del cultivo. En algunos casos, la expansion
umbral es una expansidn de 4 veces, p. €j., con respecto y/o con relacién a la cantidad de densidad de las células al
inicio o comienzo del cultivo.

En algunos casos, el cultivo finaliza, tal como mediante la cosecha de células, cuando las células alcanzan un umbral
de cantidad total de células, p. ej., umbral de recuento de células. En algunos casos, el cultivo finaliza cuando las
células alcanzan un recuento umbral de células nucleadas totales (CNT). En algunos casos, el cultivo finaliza cuando
las células alcanzan una cantidad umbral de células viables, p. ej., umbral de recuento de células viables. En algunos
casos, el recuento de células umbral es o es de aproximadamente o es de al menos 50 x 10° células, 100 x 10° células,
200 x 10° células, 300 x 10° células, 400 x 10° células, 600 x 10° células, 800 x 10° células, 1000 x 108 células, 1200
x 10° células, 1400 x 10° células, 1600 x 10° células, 1800 x 10° células, 2000 x 10° células, 2500 x 108 células, 3000
x 10° células, 4000 x 108 células, 5000 x 10° células, 10.000 x 10° células, 12.000 x 10° células, 15.000 x 10° células
0 20.000 x 10° células, o cualquiera de los umbrales anteriores de células viables. En casos particulares, el cultivo
finaliza cuando las células alcanzan un recuento de células umbral. En algunos casos, el cultivo finaliza en, en
aproximadamente, o en un plazo de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias
0 7 0 mas dias, una vez alcanzado el umbral de recuento de células. En casos particulares, el cultivo finaliza 1 dia o
aproximadamente 1 dia después de alcanzar el recuento de células umbral. En determinados casos, la densidad
umbral es, es aproximadamente, o es al menos 0,1 x 10 células/ml, 0,5 x 10° células/ml, 1 x 10° células/ml, 1,2 x 10°
células/ml, 1,5 x 108 células/ml, 1,6 x 108 células/ml, 1,8 x 108 células/ml, 2,0 x 108 células/ml, 2,5 x 10° células/ml, 3,0
x 108 células/ml, 3,5 x 10° células/ml, 4,0 x 10° células/ml, 4,5 x 10° células/ml, 5,0 x 10 células/ml, 6 x 10° células/ml,
8 x 108 células/ml, o 10 x 10° células/ml, o cualquiera de los umbrales anteriores de células viables. En casos
particulares, el cultivo finaliza cuando las células alcanzan una densidad umbral. En algunos casos, el cultivo finaliza
en, en aproximadamente, o en un plazo de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias,
6 dias o 7 0 mas dias, una vez alcanzado el umbral de densidad. En casos particulares, el cultivo finaliza 1 dia después
o aproximadamente 1 dia después de alcanzar la densidad umbral.

En algunos casos, la etapa de cultivo se realiza durante el tiempo requerido para que las células alcancen una
cantidad, densidad y/o expansién umbral. En algunos casos, el cultivo se realiza durante o durante aproximadamente,
o durante menos de, 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, 2 dias, 3 dias,
4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas o0 4 semanas. En casos
particulares, la media de tiempo requerido para que las células de una pluralidad de composiciones separadas de
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linfocitos T enriquecidos que fueron aislados, enriquecidos y/o seleccionados a partir de diferentes muestras biolégicas
alcancen la densidad umbral es, es aproximadamente o es menos de 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas,
48 horas, 60 horas, 72 horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 1 semana, 2
semanas, 3 semanas 0 4 semanas. En determinados casos, la media de tiempo requerido para que las células de una
pluralidad de composiciones separadas de linfocitos T enriquecidos que fueron aislados, enriquecidos y/o
seleccionados a partir de diferentes muestras biolégicas alcancen la densidad umbral es, es aproximadamente o es
menos de 6 horas, 12 horas, 18 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 60 horas, 72 horas, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias,
6 dias, 7 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas 0 4 semanas.

En determinados casos, la etapa de cultivo se realiza durante un minimo de 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 7 dias, 8
dias, 9 dias, o 10 dias, y/o hasta 12 horas, 24 horas, 36 horas, 1 dia, 2 dias, o 3 dias después de que las células
activen un recuento (0 numero) de células umbral o un recuento (o numero) de células viables umbral de o de
aproximadamente 1000 x 10° células, 1200 x 108 células, 1400 x 10° células, 1600 x 10° células, 1800 x 10° células,
2000 x 108 células, 2500 x 10° células, 3000 x 10° células, 4000 x 10° células, o 5000 x 10° células. En algunos casos,
la etapa de cultivo se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o de
aproximadamente 1200 x 10° células y se cultiven durante un minimo de 10 dias, y/o hasta 1 dia después de que las
células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 5000 x108 células. En algunos casos, la
etapa de cultivo se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o de
aproximadamente 1200 x 10° células y se cultiven durante un minimo de 9 dias, y/o hasta 1 dia después de que las
células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 5000 x10°8 células. En algunos casos, la
etapa de cultivo se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o de
aproximadamente 1000 x 10° células y se cultiven durante un minimo de 8 dias, y/o hasta 1 dia después de que las
células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 4000 x10° células. En determinados casos,
el cultivo es una etapa de expansidn y se realiza durante un minimo de 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 7 dias, 8 dias, 9
dias, o 10 dias, y/o hasta 12 horas, 24 horas, 36 horas, 1 dia, 2 dias, o 3 dias después de que las células activen un
recuento (0 nimero) de células umbral o un recuento (o nimero) de células viables umbral de o de aproximadamente
1000 x 10° células, 1200 x 10° células, 1400 x 10° células, 1600 x 10° células, 1800 x 10° células, 2000 x 10° células,
2500 x 108 células, 3000 x 10° células, 4000 x 108 células, o 5000 x 10° células. En algunos casos, la etapa de
expansién se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o de
aproximadamente 1200 x 10° células y se expandan durante un minimo de 10 dias, y/o hasta 1 dia después de que
las células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 5000 x 10° células. En algunos casos,
la etapa de expansién se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o
de aproximadamente 1200 x 10° células y se expandan durante un minimo de 9 dias, y/o hasta 1 dia después de que
las células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 5000 x 10° células. En algunos casos,
la etapa de expansién se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o
de aproximadamente 1000 x 10° células y se expandan durante un minimo de 8 dias, y/o hasta 1 dia después de que
las células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 4000 x 10° células. En algunos casos,
la etapa de expansién se realiza hasta 1 dia después de que las células alcancen un recuento de células umbral de o
de aproximadamente 1400 x 10° células y se expandan durante un minimo de 5 dias, y/o hasta 1 dia después de que
las células alcancen un recuento de células umbral de o de aproximadamente 4000 x 10° células.

En algunos casos, el cultivo se realiza durante al menos un tiempo minimo. En algunos casos, el cultivo se realiza
durante al menos 14 dias, al menos 12 dias, al menos 10 dias, al menos 7 dias, al menos 6 dias, al menos 5 dias, al
menos 4 dias, al menos 3 dias, al menos 2 dias, al menos 36 horas, al menos 24 horas, al menos 12 horas o al menos
6 horas, incluso si el umbral se alcanza antes del tiempo minimo. En algunos casos, aumentar el tiempo minimo de
realizacion del cultivo, puede, en algunos casos, reducir la activacidn y/o reducir el nivel de uno o0 mas marcadores de
activacién, en las células cultivadas, células formuladas, y/o células de la composiciéon de salida. En algunos casos, el
tiempo minimo de cultivo cuenta a partir de un punto determinado de un proceso ilustrativo (p. ej., una etapa de
seleccidn; una etapa de descongelacidn; y/o una etapa de activacion) hasta el dia de la cosecha de las células.

En casos de los casos divulgados, la densidad y/o concentracién de las células o de las células viables durante el
cultivo se controla o se lleva a cabo durante el cultivo, tal como hasta que se consigue una cantidad, densidad, y/o
expansién umbral como se ha descrito. En algunos casos, dichos métodos incluyen los descritos, incluidos los métodos
Opticos, incluida la microscopia de holografia digital (DHM) o la microscopia de holografia digital diferencial (DDHM).

En determinados casos, las células cultivadas son células de salida. En algunos casos, una composicién de linfocitos
T enriquecidos, tal como linfocitos T modificados genéticamente, que se han cultivado es una composicién de linfocitos
T enriquecidos de salida. En casos particulares, los linfocitos T CD4+ y/o CD8+ que han sido cultivados son linfocitos
T CD4+ y/o CD8+ de salida. En casos particulares, una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como
los linfocitos T CD4+ modificados genéticamente, que se han cultivado es una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos de salida. En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tales como los linfocitos
T CD8+ modificados genéticamente, que se han cultivado es una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos de
salida.

En algunos casos, las células se cultivan en condiciones que promueven la proliferacién y/o expansién en presencia
de una o més citocinas. En casos particulares, al menos una parte del cultivo se realiza con mezcla y/o perfusién
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constantes, tal como la mezcla o la perfusién controlada por un biorreactor. En algunos casos, las células se cultivan
en presencia de una o mas citocinas y con un agente tensioactivo, p. ej., poloxédmero, tal como poloxamero 188, para
reducir el cizallamiento y/o la tensién de cizallamiento debidos a la mezcla y/o perfusién constantes. En algunos casos,
una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tales como los linfocitos T CD4+ modificados genéticamente, se
cultiva en presencia de IL-2, IL-7, IL-15 recombinantes y poloxdmero, en donde al menos una parte del cultivo se
realiza con mezcla y/o perfusién constantes. En determinados casos, una composiciéon de linfocitos T CD8+
enriquecidos, tales como los linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, se cultiva en presencia de IL-2, IL-15
recombinante y poloxdmero, en donde al menos una parte del cultivo se realiza con mezcla y/o perfusién constantes.
En algunos casos, el cultivo se realiza hasta que las células alcanzan un umbral de expansién de al menos 4 veces,
p. €j., en comparacién con el inicio del cultivo.

Control de las células durante el cultivo

En algunos casos, las células se controlan durante la etapa de cultivo. Puede realizarse una monitorizacién, por
ejemplo, para comprobar (p. ej., medir, cuantificar) la morfologia celular, la viabilidad celular, la muerte celular, y/o la
concentracién celular (p. ej., concentracién de células viables). En algunos casos, la monitorizacién se realiza
manualmente, tal como por un operador humano. En algunos casos, la monitorizacién lo realiza un sistema
automatizado. El sistema automatizado puede requerir una intervencién manual minima o nula para monitorizar las
células cultivadas. En algunos casos, la monitorizacién se realiza tanto manualmente como mediante un sistema
automatizado.

En determinados casos, las células son controladas por un sistema automatizado que no requiere ninguna intervencion
manual. En algunos casos, el sistema automatizado es compatible con un biorreactor, por ejemplo, un biorreactor
como se describe en el presente documento, de forma que las células en cultivo puedan extraerse del biorreactor,
controlarse y posteriormente ser devueltas al biorreactor. En algunos casos, la monitorizacién y el cultivo se producen
en una configuracién de bucle cerrado. En algunos casos, en una configuracién de bucle cerrado, el sistema
automatizado y el biorreactor permanecen estériles. En unos casos, el sistema automatizado es estéril. En algunos
casos, el sistema automatizado es un sistema en linea.

En algunos casos, el sistema automatizado incluye el uso de técnicas 4pticas (p. ej., microscopia) para detectar la
morfologia celular, la viabilidad celular, la muerte celular, y/o la concentracion celular (p. ej., concentracién de células
viables). Cualquier técnica éptica adecuada para determinar, por ejemplo, rasgos distintivos, viabilidad y concentracion
de las células. Ejemplos no limitativos de técnicas 6pticas utiles incluyen la microscopia de campo claro, microscopia
de fluorescencia, microscopia de contraste de interferencia diferencial (DIC), microscopia de contraste de fases,
microscopia de holografia digital (DHM), microscopia de holografia digital diferencial (DDHM), o una combinacién de
las mismas. La microscopia de holografia digital diferencial, DDHM y DHM diferencial pueden utilizarse en el presente
documento indistintamente. En determinados casos, el sistema automatizado incluye un microscopio de holografia
digital diferencial. En determinados casos, el sistema automatizado incluye un microscopio de holografia digital
diferencial que incluye medios de iluminacién (p. €j., laser, led). Se pueden encontrar descripciones de la metodologia
y el uso de DDHM, por ejemplo, en los documentos US 7362449; EP 1,631,788; US 9,904,248; y US 9.684.281.

La DDHM permite la obtencién de imagenes sin marcadores, no destructiva de las células, dando lugar a imagenes
holograficas de alto contraste. Las imagenes pueden someterse a una segmentacién de objetos y a un anélisis
posterior para obtener una pluralidad de rasgos distintivos morfolégicos que describan cuantitativamente los objetos
de las iméagenes (p. ej., células cultivadas, restos celulares). Como tal, varios rasgos distintivos (p. ej., morfologia
celular, viabilidad celular, concentracién celular) pueden evaluarse directamente o calcularse a partir de la DDHM
utilizando, por ejemplo, las etapas de adquisicién de imagenes, procesamiento de imagenes, segmentacién de
imagenes y extraccion de rasgos distintivos. En algunos casos, el sistema automatizado incluye un dispositivo de
grabacién digital para grabar imagenes hologréaficas. En algunos casos, el sistema automatizado incluye un ordenador
con algoritmos para analizar imagenes hologréficas. En algunos casos, el sistema automatizado incluye un monitor
y/o un ordenador para visualizar los resultados del analisis de la imagen hologréfica. En algunos casos, el analisis es
automatizado (es decir, capaz de realizarse sin intervencién del usuario). Un ejemplo de sistema automatizado
adecuado para monitorizar las células durante la etapa de cultivo incluye, aunque no de forma limitativa, Ovizio iLine
F (Ovizio Imaging Systems NV/SA, Bruselas, Bélgica).

En determinados casos, la monitorizacién se realiza de forma continua durante la etapa de cultivo. En algunos casos,
la monitorizacion se realiza en tiempo real durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacion se realiza
en momentos concretos durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos cada 15
minutos durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacidn se realiza al menos cada 30 minutos durante
la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos cada 45 minutos durante la etapa de
cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos cada hora durante la etapa de cultivo. En algunos
casos, la monitorizacién se realiza al menos cada 2 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la
monitorizacién se realiza al menos cada 4 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se
realiza al menos cada 6 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos
cada 8 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos cada 10 horas
durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacidn se realiza al menos cada 12 horas durante la etapa
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de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos cada 14 horas durante la etapa de cultivo. En
algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos cada 16 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la
monitorizacion se realiza al menos cada 18 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacion se
realiza al menos cada 20 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos
cada 22 horas durante la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos una vez al dia
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos una vez cada dos dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos una vez cada tres dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacidén se realiza al menos una vez cada cuatro dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos una vez cada cinco dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos una vez cada seis dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos una vez cada siete dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos una vez cada ocho dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizaciéon se realiza al menos una vez cada nueve dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacién se realiza al menos una vez cada diez dias
durante toda la etapa de cultivo. En algunos casos, la monitorizacion se realiza al menos una vez durante la etapa de
cultivo.

En algunos casos, rasgos distintivos de las células que pueden determinarse mediante la monitorizacién, incluyendo
el uso de técnicas 6pticas como DHM o DDHM, incluyen la viabilidad celular, concentracién celular, nimero de células
y/o densidad celular. En algunos casos, se caracteriza o determina la viabilidad celular. En algunos casos, se
caracteriza o determina la concentracién, densidad y/o el nimero de células. En algunos casos, se caracteriza o
determina la concentraciéon de células viables, el nimero de células viables y/o la densidad de células viables. En
algunos casos, las células cultivadas son controladas por el sistema automatizado hasta que se alcanza un umbral de
expansién, tal como se ha descrito anteriormente. En algunos casos, una vez alcanzado un umbral de expansién, se
cosechan las células cultivadas, mediante métodos automaticos o manuales, por ejemplo, por un operador humano.
El umbral de expansién puede depender de la concentracién total, densidad y/o nimero de células cultivadas
determinados por el sistema automatizado. De manera alternativa, el umbral de expansién puede depender de la
concentracién, densidad y/o nimero de células viables.

En algunos casos, las células cosechadas se formulan como se ha descrito, tal como en presencia de un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, las células cosechadas se formulan en presencia de un crioprotector.

E. Formulacién de las células

En algunos casos, los métodos divulgados para fabricar, generar o producir una terapia celular y/o células modificadas
genéticamente puede incluir la formulacién de células, tal como la formulacién de células modificadas genéticamente
resultantes de las etapas de procesamiento divulgadas antes o después de la incubacién, modificacién genética, y
cultivo, y/fo una o més etapas de procesamiento como se ha descrito. En algunos casos, los métodos divulgados
asociados a la formulacién de células incluyen el procesamiento de células transducidas, tales como las células
transducidas y/o expandidas usando las etapas de procesamiento descritas anteriormente, en un sistema cerrado. En
algunos casos, la dosis de células que comprenden células modificadas genéticamente con un receptor de antigeno
recombinante, p. ej., CAR o TCR, se suministra en forma de composicién o formulacién, tal como una composicién o
formulacién farmacéutica. Dichas composiciones pueden utilizarse de acuerdo con los métodos divulgados, tales como
en la prevencion o tratamiento de enfermedades, afecciones y trastornos, o en los métodos de deteccién, diagnéstico
y pronéstico.

En algunos casos, el procesamiento de las células en una o més etapas (p. €j., llevadas a cabo en la camara centrifuga
y/o en el sistema cerrado) para fabricar, generar o producir una terapia celular y/o células modificadas genéticamente
puede incluir la formulacién de células, tal como la formulacién de células modificadas genéticamente resultantes de
las etapas de procesamiento de transduccién divulgadas antes o después del cultivo, p. €j., el cultivo y la expansién,
y/o una o més de otras etapas de transformacion, tal como se han descrito. En algunos casos, las células pueden
formularse en una cantidad para administracién dosificada, tal como para la administracion de una dosis unitaria o de
dosis multiples. En algunos casos, los métodos divulgados asociados a la formulacién de células incluyen el
procesamiento de células transducidas, tales como las células transducidas y/o expandidas usando las etapas de
procesamiento descritas anteriormente, en un sistema cerrado.

En determinados casos, se formulan una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos, tales como los linfocitos
T modificados genéticamente y cultivados, p. j., linfocitos T de salida. En casos particulares, una 0 mas composiciones
de linfocitos T enriquecidos, tales como los linfocitos T modificados genéticamente y cultivados, p. ej., linfocitos T de
salida, se formulan después de que la una o mas composiciones hayan sido modificadas genéticamente y/o cultivadas.
En casos particulares, la una o méas composiciones son composiciones de entrada. En algunos casos, la una o més
composiciones de entrada han sido previamente criocongeladas y almacenadas, y se descongelan antes de la
incubacién.

En determinados casos, la una o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos, tales como los linfocitos T
modificados genéticamente y cultivados, p. ej., linfocitos T de salida, son o incluyen dos composiciones separadas,
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p. ej., composiciones modificadas genéticamente y/o cultivadas de linfocitos T enriquecidos separadas. En casos
particulares, dos composiciones de linfocitos T enriquecidos separadas, p. €j., dos composiciones de linfocitos T CD4+
enriquecidos y linfocitos T CD8+ separadas, aisladas y/o enriquecidas a partir de la misma muestra biol6gica,
modificadas genéticamente y cultivadas por separado, se formulan por separado. En determinados casos, las dos
composiciones separadas incluyen una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como una composicidén de
linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y/o cultivados. En casos particulares, las dos composiciones separadas
incluyen una composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como una composicién de linfocitos T CD8+
modificados genéticamente y/o cultivados. En algunos casos, dos composiciones de linfocitos T CD4+ enriquecidos y
linfocitos T CD8+ enriquecidos separadas, tales como composiciones de linfocitos T CD4+ modificados genéticamente
y cultivados vy linfocitos T CD8+ modificados genéticamente y cultivados separadas, se formulan por separado. En
algunos casos, se formula una composicidén Unica de linfocitos T enriquecidos. En determinados casos, la composicién
Unica es una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como una composicién de linfocitos T CD4+
modificados genéticamente y/o cultivados. En algunos casos, la composicién Unica es una composicién de linfocitos
T CD4+ y CD8+ enriquecidos que se han combinado a partir de composiciones separadas antes de la formulacion.

En algunos casos, las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas, tal como composiciones
de linfocitos T CD4+ y CD8+ modificados genéticamente y cultivados, se combinan en una Unica composicién y se
formulan. En determinados casos, las composiciones formuladas de linfocitos T CD4+ enriquecidos y CD8+
enriquecidos separadas se combinan en una Unica composicién una vez realizada y/o completada la formulacién. En
casos particulares, las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos separadas, tal como composiciones
de linfocitos T CD4+ y CD8+ modificados genéticamente y cultivados, se formulan por separado como composiciones
independientes.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente y cultivados, p. ej., linfocitos T CD4+ de salida, que se formula, incluye al menos un 60 %, al menos un
65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un
95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un
100 % de linfocitos T CD4+. En algunos casos, la composicion incluye al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos
un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos
un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos
T CD4+ que expresan un receptor recombinante y/o han sido transducidos o transfectados con el polinucleétido
recombinante. En determinados casos, la composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos, tal como linfocitos T CD4+
modificados genéticamente y cultivados, p. ej., linfocitos T CD4+ de salida, que se formula incluye menos del 40 %,
menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5
%, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o
esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como linfocitos T CD8+ modificados
genéticamente y cultivados, p. ej., linfocitos T CD8+ de salida, que se formula, incluye al menos un 60 %, al menos un
65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un
95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un
100 % de linfocitos T CD8+. En determinados casos, la composicién incluye al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de
linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido transducidos o transfectados con el
polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos, tal como
linfocitos T CD8+ modificados genéticamente y cultivados, p. ej., linfocitos T CD8+ de salida, que se incuba en
condiciones de estimulacidn incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del
20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de
linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+.

En determinados casos, las células formuladas son células de salida. En algunos casos, una composicién formulada
de linfocitos T enriquecidos, tal como una composicién formulada de linfocitos T modificados genéticamente y
cultivados, es una composicién de linfocitos T enriquecidos de salida. En casos particulares, los linfocitos T CD4+
formulados y/o los linfocitos T CD8+ formulados son los linfocitos T CD4+ y/o CD8+ de salida. En casos particulares,
una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos formulados es una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos
de salida. En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos formulados es una composicién de
linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida.

En algunos casos, las células pueden formularse en un recipiente, tal como una bolsa o un vial. En algunos casos, las
células se formulan entre 0 dias y 10 dias, entre 0 y 5 dias, entre 2 dias y 7 dias, entre 0,5 dias, y 4 dias, o entre 1 dia
y 3 dias después de que las células hayan alcanzado el recuento de células, densidad y/o expansién umbral durante
el cultivo. En determinados casos, las células se formulan a las o aproximadamente las o en el plazo de 12 horas, 18
horas, 24 horas, 1 dia, 2 dias, o 3 dias después de que se haya alcanzado el recuento de células, densidad y/o
expansién umbral durante el cultivo. En algunos casos, las células se formulan en el plazo de 1 dia, aproximadamente,
después de que se haya alcanzado el recuento de células, densidad y/o expansién umbral durante el cultivo.
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Casos particulares contemplan que las células se encuentran en un estado mas activado en etapas tempranas durante
el cultivo que en etapas posteriores durante el cultivo. De forma adicional, en algunos casos, puede ser deseable
formular células que se encuentren en un estado menos activado que el pico de activacion que se produce o puede
producirse durante el cultivo. En determinados casos, las células se cultivan durante una duracién o tiempo minimos,
por ejemplo, de modo que las células se recojan en un estado menos activado que si se formularan en un momento
anterior del cultivo, independientemente del momento en que se alcance el umbral. En algunos casos, las células se
cultivan entre 1 y 3 dias después de que se haya alcanzado el recuento de células, densidad y/o expansién umbral
durante el cultivo. En determinados casos, las células alcanzan el recuento de células, densidad, y/o expansidn y
umbral y permanecen cultivadas durante un tiempo o duracién minimos antes de la formulacién. En algunos casos,
las células que han alcanzado el umbral no se formulan hasta que no se han cultivado durante una duracién y/o tiempo
minimos, tal como un tiempo minimo o una duracién de entre 1y 14 dias, 2 dias y 7 dias, o 3 dias y 6 dias, o un tiempo
minimo o duracién del cultivo de o de aproximadamente 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias 0 mas de 7 dias.
En algunos casos, el tiempo minimo o duracién del cultivo es entre 3 y 6 dias.

En algunos casos, las células se formulan en un tampén farmacéuticamente aceptable, que puede, en algunos casos,
incluir un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, el procesamiento incluye el
intercambio de un medio en un medio o tampén de formulacién que es farmacéuticamente aceptable o deseado para
su administraciéon a un sujeto. En algunos casos, las etapas de procesamiento pueden implicar el lavado de las células
transducidas y/o expandidas para sustituir las células en un tampén farmacéuticamente aceptable que puede incluir
uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables opcionales. Ejemplos de tales formas farmacéuticas,
incluyendo vehiculo o excipientes farmacéuticamente aceptables, puede ser cualquiera de los descritos a continuacion
con relacion a formas aceptables para administrar las células y composiciones a un sujeto. La composicién
farmacéutica en algunos casos contiene las células en cantidades eficaces para tratar o prevenir la enfermedad o
afeccién, tal como una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente en una formulacién farmacéutica, distinto del
principio activo, que no es tdxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, aunque no de
forma limitativa, un tampén, excipiente, estabilizante o conservante.

En algunos casos, la eleccién del vehiculo viene determinada en parte por la célula y/o por el método de administracion
concretos. En consecuencia, existe una diversidad de formulaciones adecuadas. Por ejemplo, la composicién
farmacéutica puede contener conservantes. Los conservantes adecuados pueden incluir, por ejemplo, metilparabeno,
propilparabeno, benzoato de sodio y cloruro de benzalconio. En algunos casos, se usa una mezcla de dos o0 més
conservantes. El conservante o las mezclas de los mismos estan normalmente presentes en una cantidad de
aproximadamente el 0,0001 % a aproximadamente el 2 % en peso de la composicién total. Los vehiculos se describen,
p. ej., por Remington's Pharmaceutical Sciences 16a edicién, Osol, A. Ed. (1980). Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables en general son atéxicos para los destinatarios a las dosificaciones y concentraciones empleadas, e
incluyen, pero no se limitan a: tampones, tales como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes, incluyendo
acido ascérbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos, tales
como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso
molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como seroalblimina, gelatina o inmunoglobulinas;
polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina o lisina; monosacaridos, disacéridos y otros carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes
quelantes tales como EDTA; azUcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de
sales, tales como sodio; complejos metalicos (p. ej., complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos, tales
como polietilenglicol (PEG).

Los agentes tampén en algunos casos se incluyen en las composiciones. Los agentes tampén adecuados incluyen,
por ejemplo, acido citrico, citrato de sodio, acido fosférico, fosfato de potasio y diversos otros acidos y sales. En
algunos casos, se usa una mezcla de dos o mas agentes tampén. El agente tampdn o mezclas del mismo estan
normalmente presentes en una cantidad de aproximadamente el 0,001 % a aproximadamente el 4 % en peso de la
composicién total. Se conocen métodos para preparar composiciones farmacéuticas administrables. Se describen
métodos ilustrativos con mas detalle en, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott
Williams & Wilkins; 212 ed. (1 de mayo de 2005).

Las formulaciones pueden incluir soluciones acuosas. La formulacién o composicion también puede contener mas de
un principio activo Util para la indicacién particular, enfermedad o afeccién tratada con las células, preferentemente
aquellos con actividades complementarias a las células, en donde las actividades respectivas no se afecten
negativamente entre si. Dichos principios activos estan convenientemente presentes en combinacién en cantidades
que son eficaces para el fin previsto. Por lo tanto, en algunos casos, la composicién farmacéutica incluye ademas
otros agentes o farmacos farmacéuticamente activos, tales como agentes quimioterapéuticos, p. ej., asparaginasa,
busulfan, carboplatino, cisplatino, daunorrubicina, doxorrubicina, fluorouracilo, gemcitabina, hidroxiurea, metotrexato,
paclitaxel, rituximab, vinblastina y/o vincristina.
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Las composiciones en algunos casos se proporcionan como preparaciones liquidas estériles, p. ej., soluciones
acuosas isotbnicas, suspensiones, emulsiones, dispersiones o composiciones viscosas, que, en algunos casos,
pueden tamponarse a un pH seleccionado. Las composiciones liquidas pueden comprender vehiculos, que pueden
ser un disolvente o medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, solucién salina, solucién salina tamponada
con fosfato, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, polietilenglicol liquido) y mezclas adecuadas de los mismos. Se
pueden preparar soluciones inyectables estériles incorporando las células en un disolvente, tal como en mezcla con
un vehiculo, diluyente o excipiente adecuados, tales como agua esterilizada, solucién salina fisiolégica, glucosa,
dextrosa o similares. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes,
dispersantes o emulsionantes (p. ej., metilcelulosa), agentes tampén del pH, aditivos gelificantes o potenciadores de
la viscosidad, conservantes, aromatizantes y/o colorantes, en funcién de la via de administracién y la preparacion
deseada. En algunos casos, se pueden consultar los textos convencionales para preparar preparaciones adecuadas.

Pueden afadirse diversos aditivos que mejoran la estabilidad y la esterilidad de las composiciones, incluidos
conservantes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y tampones. Se puede garantizar la prevencién de la
accién de microorganismos mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol y acido sérbico. La absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable se puede conseguir
por la inclusién de agentes que retrasan la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En algunos casos, el tampén de formulacién contiene un crioconservante. En algunos casos, las células se formulan
con una solucién crioconservante que contiene una solucién de DMSO del 1,0 % al 30 %, tal como una solucién de
DMSO del 5 % al 20 % o una solucién de DMSO del 5 % al 10 %. En algunos casos, la solucién de crioconservacion
es o contiene, por ejemplo, PBS que contiene DMSO al 20 % y albumina sérica humana (HSA) al 8 % u otros medios
de congelacién de células adecuados. En algunos casos, la solucidn crioconservante es o contiene, por ejemplo, al
menos o aproximadamente DMSO al 7,5 %. En algunos casos, las etapas de procesamiento pueden implicar el lavado
de las células transducidas y/o expandidas para sustituir las células en una solucién crioconservante. En algunos
casos, las células se congelan, p. ej., criocongelan o crioconservan, en medios y/o solucién con una concentracién
final de o aproximadamente el 12,5%, 12,0 %, 11,5 %, 11,0 %, 10,5 %, 10,0 %, 9,5 %, 9. 0 %, 8,5 %, 8,0 %, 7,5 %,
7,0 %, 6,5 %, 6,0 %, 5,5%, 05,0 % de DMSO, oentreel 1% yel15 %, entreel6 % yel12%, entreel 5% y el 10
%, o entre el 6 % y el 8 % de DMSO. En casos particulares, las células se congelan, p. ej., criocongelan o
crioconservan, en medios y/o solucién con una concentracion final de o aproximadamente el 5,0 %, 4,5 %, 4,0 %, 3,5
%, 3,0 %, 2,5 %, 2,0 %, 1,5 %, 1,25 %, 1,0 %, 0,75 %, 0,5 %, 0 0,25 % de HSA, o entre el 0,1 % y el -5 %, entre el
025%yeld %, entreel0,5%yel2%, oentreel1 % yel2%de HSA.

En casos particulares, la composicién de linfocitos T enriquecidos, p. €j., linfocitos T que han sido estimulados,
modificados genéticamente y/o cultivados, se formula, criocongela y después se conserva durante un tiempo. En
determinados casos, las células criocongeladas formuladas se conservan hasta que se liberan para infusién. En casos
particulares, las células criocongeladas formuladas se conservan entre 1 dia y 6 meses, entre 1 mes y 3 meses, entre
1 diay 14 dias, entre 1 dia y 7 dias, entre 3 dias y 6 dias, entre 6 meses y 12 meses, o0 mas de 12 meses. En algunos
casos, las células se criocongelan y se conservan durante, durante aproximadamente o durante menos 1 dia, 2 dias,
3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias o 7 dias. En determinados casos, las células se descongelan y se administran a un sujeto
tras la conservacién. En determinados casos, las células se conservan durante o durante aproximadamente 5 dias.

En algunos casos, la formulacién se lleva a cabo usando una o més etapas de procesamiento que incluyen el lavado,
la dilucién o la concentracién de las células, tales como las células cultivadas o expandidas. En algunos casos, el
procesamiento puede incluir la dilucién o la concentracidn de las células hasta una concentraciéon o nimero deseados,
tales como composiciones en forma de dosis unitaria que incluyen el nimero de células para su administracién en una
dosis o fraccién determinada. En algunos casos, las etapas de procesamiento pueden incluir una reduccién de
volumen para aumentar asi la concentracién de células segin se desee. En algunos casos, las etapas de
procesamiento pueden incluir una adicién de volumen para disminuir asi la concentracién de células segln se desee.
En algunos casos, el procesamiento incluye afiadir un volumen de un tampén de formulacién a las células transducidas
y/o expandidas. En algunos casos, el volumen del tampén de la formulacién es de 10 ml a 1000 ml o de
aproximadamente 10 ml a aproximadamente 1000 ml, tal como al menos o aproximadamente al menos o
aproximadamente 50 ml, 100 ml, 200 ml, 300 ml, 400 ml, 500 ml, 600 ml, 700 ml, 800 ml, 900 ml o 1000 ml.

En algunos casos, tales etapas de procesamiento para formular una composicién de células se llevan a cabo en un
sistema cerrado. Ejemplos de estas etapas de procesamiento pueden realizarse utilizando una camara centrifuga con
relacién a uno o mas sistemas o kits asociados a un sistema de procesamiento celular, tal como una cdmara centrifuga
producida y vendida por Biosafe SA, incluidos los que se utilizan con los sistemas de procesamiento celular Sepax® o
Sepax 2%. Un sistema y un proceso ilustrativos se describen en la Publicacién Internacional nimero W02016/073602.
En algunos casos, el método incluye efectuar la expresién en la cavidad interna de la camara centrifuga de una
composicién formulada, que es la composicion resultante de las células formuladas en un tampén de formulacién, tal
como un tampén farmacéuticamente aceptable, en cualquiera de los casos como se describe. En algunos casos, la
expresion de la composicién formulada es en un recipiente, tales como los viales de los recipientes de material
biomédico descritos en el presente documento, que esta asociado operativamente como parte de un sistema cerrado
con la camara centrifuga. En algunos casos, los recipientes de material biomédico estan configurados para su
integraciéon y/o conexién operable y/o estan integrados o conectados de forma operable, a un sistema o dispositivo
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cerrado que lleva a cabo una o0 mas etapas de procesamiento. En algunos casos, el recipiente de material biomédico
esta conectado a un sistema en una linea de salida o posicién de salida. En algunos casos, el sistema cerrado se
conecta al vial del recipiente de material biomédico en el tubo de entrada. Entre los sistemas de cierre ilustrativos para
su uso con los recipientes de material biomédico descritos en el presente documento se incluyen el sistema Sepax®y
Sepax® 2.

En algunos casos, el sistema cerrado, tal como el asociado a una cdmara centrifuga o a un sistema de procesamiento
celular, incluye un kit de salida multipuerto que contiene un colector de tuberia multidireccional asociado en cada
extremo de una linea de tuberia con un puerto al que pueden conectarse uno o una pluralidad de recipientes para la
expresion de la composicién formulada. En algunos casos, un nimero deseado o una pluralidad de viales, pueden
conectarse estériimente a uno o mas, generalmente dos o0 més, tal como al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8 0 mas de los puertos
de la salida multipuerto. Por ejemplo, en algunos casos, uno o mas recipientes, p. ej., recipientes de material
biomédico, pueden estar conectados a los puertos, 0 a menos de todos los puertos. Por lo tanto, en algunos casos, el
sistema puede efectuar la expresién de la composiciéon de salida en una pluralidad de viales de los recipientes de
material biomédico.

En algunos casos, las células pueden expresarse en uno o mas de la pluralidad de recipientes de salida, p. €j., viales
de los recipientes de material biomédico, en una cantidad para administracién dosificada, tal como para la
administracién de una dosis unitaria o de dosis multiples. Por ejemplo, en algunos casos, los viales de los recipientes
de material biomédico, pueden contener cada uno el nimero de células para su administracién en una dosis o fraccién
determinada. Por lo tanto, cada vial, en algunos casos, puede contener una dosis unitaria Unica para su administracién
0 puede contener una fraccién de una dosis deseada de tal manera que méas de uno de la pluralidad de viales, tal
como dos de los viales, o 3 de los viales, juntos constituyen una dosis para la administracién.

Por lo tanto, los viales descritos en el presente documento, contienen generalmente las células que deben
administrarse, p. ej., una 0 més dosis unitarias de la misma. La dosis unitaria puede ser una cantidad o nimero de las
células que se administraran al sujeto o el doble del nimero (0 mas) de las células que se administraran. Puede ser
la dosis mas baja o la dosis méas baja posible de las células que se administrarian al sujeto.

En algunos casos, cada uno de los recipientes, p. ej., bolsas de viales comprende individualmente una dosis unitaria
de las células. Asi, en algunos casos, cada uno de los recipientes comprende el mismo o aproximadamente o
practicamente el mismo numero de alvéolos. En algunos casos, cada dosis unitaria contiene al menos o
aproximadamente 1 x 108, 2 x 10% 5 x 108 1 x 107, 5 x 107, 0 1 x 108 células modificadas genéticamente, células
totales, linfocitos T o CMSP. En algunos casos, el volumen de la composicién de células formulada en cada recipiente,
p. €j., bolsa o vial, es de 10 ml a 100 ml, tal como al menos o aproximadamente al menos o aproximadamente 20 ml,
30 ml, 40 ml, 50 ml, 60 ml, 70 ml, 80 ml, 90 ml o 100 ml. En algunos casos, las células del recipiente, p. ej., bolsa o
viales, pueden crioconservarse. En algunos casos, el recipiente, p. €j., viales, puede conservarse en nitrégeno liquido
hasta su uso posterior.

En algunos casos, dichas células producidas por el método, o una composicién que comprende dichas células, se
administran a un sujeto para tratar una enfermedad o afeccién.

F. Rasgos distintivos ilustrativos del proceso y/o de la composicién de salida

En casos particulares, los métodos divulgados se utilizan con relacién a un proceso que produce o genera una 0 mas
composiciones de linfocitos T enriquecidos de salida a partir de una 0 més composiciones de entrada y/o de una Unica
muestra biolégica. En determinados casos, la una 0 méas composiciones de salida contienen células que expresan un
receptor recombinante, p. ej., un TCR o un CAR. En casos particulares, las células de las composiciones de salida
son adecuadas para su administracién a un sujeto como terapia, p. €j., una terapia de células autélogas. En algunos
casos, la una o mas composiciones de salida es una composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos. En
determinados casos, la una o mas composiciones de salida incluyen una composicién de linfocitos T CD4+
enriquecidos. En casos particulares, la una o mas composiciones de salida incluyen una composicién de linfocitos T
CD8+ enriquecidos. En algunos casos, la una o mas composiciones de salida incluyen una composicién de linfocitos
T CD4+ enriquecidos de salida y una composicion de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida.

En algunos casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a un proceso completo para generar o producir
células de salida y/o composiciones de linfocitos T enriquecidos de salida, tal como un proceso que incluye algunas o
todas las etapas de: recoger u obtener una muestra bioldgica; aislar, seleccionar o enriquecer las células de entrada
de la muestra biolégica; criocongelary conservar las células de entrada; descongelar y/o incubar las células de entrada
en condiciones de estimulacién; modificar genéticamente las células estimuladas para que expresen o contengan un
polinucleétido recombinante, p. ej., un polinucleétido que codifica un receptor recombinante tal como un CAR; cultivar
las células modificadas genéticamente hasta una cantidad, densidad o expansién umbral; formular las células
cultivadas en una composicidén de salida; y/o criocongelar y conservar las células de salida formuladas hasta que las
células se liberen para su infusiéon y/o administracién a un sujeto. En algunos casos, todo el proceso se realiza con
una Unica composicién de linfocitos T enriquecidos, p. €j., linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD4+ y CD8+. En casos
particulares, todo el proceso se realiza con dos o mas composiciones de linfocitos T enriquecidos, p. ej., una
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composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos y una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos. En determinados
casos, el proceso se realiza con dos 0 méas composiciones de linfocitos T enriquecidos de entrada que se combinan
antes y/o durante el proceso para generar o producir una Unica composicién de linfocitos T enriquecidos de salida.

En algunos casos, al menos una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos separada y al menos una composicion
de linfocitos T CD8+ enriquecidos separada se aislan, se seleccionan y/o enriquecen a partir de la misma muestra
biologica (p. ej., el mismo producto de aféresis o leucocitaféresis que contiene CMSP autblogas) que se obtiene,
recoge y/o toma del mismo sujeto, tal como un paciente o un donante sano. En un caso, la misma muestra biolégica
se somete primero a una seleccién positiva de linfocitos T CD4+, donde se retienen tanto la fraccién negativa como la
positiva, y la fraccién negativa se somete ademés a una seleccién positiva de linfocitos T CD8+. En otro caso, la misma
muestra biolégica se somete primero a una seleccion positiva de linfocitos T CD8+, donde se retienen tanto la fraccion
negativa como la positiva, y la fraccién negativa se somete ademas a una seleccién positiva de linfocitos T CD4+. En
algunos casos, una composicidn de linfocitos T CD4+ enriquecidos y una composicién de linfocitos T CD8+
enriquecidos procedentes del mismo donante se congelan por separado, p. €j., se criocongelan o se crioconservan en
un medio de crioconservacién. En algunos casos, las composiciones de células crioconservadas por separado se
conservan y/o transfieren a recipientes separados. En otros casos, las composiciones de células crioconservadas se
descongelan y, opcionalmente, se lavan. En algunos casos, dos o més composiciones de linfocitos T enriquecidos
separadas, siendo al menos una de ellas una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos y siendo al menos otra
una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos del mismo donante, se activan y/o estimulan por separado
mediante contacto con un reactivo estimulador (p. ej., mediante incubacién con perlas magnéticas conjugadas
CD3/CD28 para la activacion de linfocitos T), y los volimenes de las composiciones de células enriquecidas por
separado tras la activacidn/estimulacién se ajustan opcionalmente, p. ej., reducen, para alcanzar un volumen diana.
En algunos casos, las composiciones de células enriquecidas activadas/estimuladas se modifican genéticamente, se
transducen y/o transfectan por separado, p. ej., utilizando el mismo vector retrovirico que codifica una proteina
recombinante (p. ej., CAR), para expresar la misma proteina recombinante en las composiciones de linfocitos T CD4+
y linfocitos T CD8+ separadas. En algunos casos, los volimenes de las composiciones de células enriquecidas
separadas después de la modificacién genética se ajustan opcionalmente, p. ej.,, reducen, para alcanzar un volumen
diana. En algunos casos, el método puede comprender eliminar el reactivo estimulador, p. ej., perlas magnéticas, de
las composiciones separadas. En algunos casos, la composicion que contiene los linfocitos T CD4+ modificados
genéticamente por separado y la composicién que contiene los linfocitos T CD8+ modificados genéticamente por
separado se cultivan por separado, p. €j., para la expansién de la poblacién de linfocitos T CD4+ o CD8+ en la misma.
En determinados casos, las composiciones de células separadas tras el cultivo se cosechan y/o recogen y/o formulan
por separado, p. €], lavando las composiciones de células en un tampén de formulacién. En determinados casos, al
menos una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos formulados por separado y al menos una composiciéon de
linfocitos T CD8+ enriquecidos formulados por separado se congelan, p. ej., se criocongelan o se crioconservan en un
medio de crioconservacién. En algunos casos, las formulaciones crioconservadas por separado pueden almacenarse
y/o transferirse a recipientes separados. En algunos casos, al menos una formulacién de linfocitos T CD4+ y al menos
una formulacién de linfocitos T CD8+ procedentes del mismo donante y que expresan la misma proteina de
recombinacién (p. ej., CAR) se administran por separado a un sujeto que las necesita. En algunos casos, las distintas
administraciones se llevan a cabo simultdnea o secuencialmente, en cualquier orden.

En algunos casos, una composicidn de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida incluye al menos un 60 %, al menos
un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente
un 100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composicién de salida incluye al menos un 30 %, al menos
un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente
un 100 % de linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido transducidos o transfectados con
el polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicidén de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida
incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos
del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene
linfocitos T CD8+, y/o estd exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, una composicidén de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida incluye al menos un 60 %, al menos
un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos
un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente
un 100 % de linfocitos T CD8+. En casos particulares, la composicién incluye al menos un 30 %, al menos un 40 %,
al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o aproximadamente un 100 % de
linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido transducidos o transfectados con el
polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida
incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos
del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene
linfocitos T CD4+, y/o estd exenta o sustancialmente exenta de linfocitos T CD4+.

En algunos casos, el proceso asociado a los métodos divulgados se compara con un proceso ilustrativo y/o alternativo.
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En casos particulares, el proceso alternativo y/o ilustrativo puede diferir en uno o més casos especificos, pero, por lo
demas, contiene similares o los mismos rasgos distintivos, casos, etapas, fases, reactivos y/o condiciones del proceso
asociados a los métodos divulgados. En algunos casos, el proceso alternativo y/o ilustrativo es similar o el mismo que
el proceso asociado a los métodos divulgados, con la excepcidon de que: las composiciones de linfocitos T CD4+
enriquecidos no se incuban y/o cultivan con IL-2 recombinante; las células se incuban con un reactivo estimulador en
una proporcién superior a 3 (0 3:1) de reactivo estimulador por célula; el reactivo estimulador no se elimina ni separa
de las células antes del cultivo ni en los 6, 5 6 4 dias siguientes al inicio de la incubacién en condiciones de
estimulacién; las células no se incuban en presencia de un antioxidante; las células no se modifican genéticamente
con una cantidad o concentracién bajas, p. ej., entre 1 ug/ml y 50 pg/ml, de un policatidén; las células no se cultivan
con tensioactivo; y/o las células no se cultivan en condiciones de perfusién y/o mezcla constantes.

En determinados casos, el proceso se completa en una duracién y/o tiempo de o de aproximadamente 35 dias, 34
dias, 33 dias, 32 dias, 31 dias, 30 dias, 29 dias, 28 dias, 27 dias, 26 dias, 25 dias, 24 dias, 23 dias, 22 dias, 21 dias,
20 dias, 19 dias, 18 dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias 0 menos de 9
dias. En determinados casos, el proceso se completa en 21 dias. En algunos casos, el proceso se considera
completado cuando se cosecha y/o formula la composicidn; la composicion esta lista para ser cosechada y/o
formulada; la composicién ha alcanzado un valor umbral diana para la cosecha; y/o la composicién se libera y/o esta
lista para las pruebas posteriores a la formulacion.

En algunos casos, el proceso se completa en una duracidn y/o tiempo de o de aproximadamente 35 dias, 34 dias, 33
dias, 32 dias, 31 dias, 30 dias, 29 dias, 28 dias, 27 dias, 26 dias, 25 dias, 24 dias, 23 dias, 22 dias, 21 dias, 20 dias,
19 dias, 18 dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias 0 menos de 9 dias,
medido desde el inicio o recogida de la muestra biolégica y/o el aislamiento, seleccién, estimulacién, y/o
enriquecimiento de células de entrada a partir de la muestra bioldgica hasta el momento en que las células de salida
son liberadas para infusion; las células de salida se cosechan y/o formulan; las células de salida estan listas para ser
cosechadas y/o formuladas; las células de salida han alcanzado un valor umbral diana para la cosecha; y/o las células
de salida se liberan y/o estén listas para las pruebas posteriores a la formulacién, incluidos los tiempos de conservacién
de las composiciones criocongeladas. En casos particulares, cuando el proceso se realiza en mas de una composicién
de linfocitos T enriquecidos obtenidos de la misma muestra biolégica, el proceso se completa cuando al menos una
muestra representativa de todas y cada una de las composiciones de la misma muestra biolégica ha completado el
proceso. En algunos casos, el proceso se completa en un plazo de 21 dias medidos desde el inicio o la recogida de
la muestra biolégica y/o el aislamiento, seleccion, estimulacién, y/o enriquecimiento de células de entrada a partir de
la muestra biolégica hasta el momento en que las células de salida son liberadas para infusién.

En algunos casos, el proceso se completa en una duracidn y/o tiempo de o de aproximadamente 35 dias, 34 dias, 33
dias, 32 dias, 31 dias, 30 dias, 29 dias, 28 dias, 27 dias, 26 dias, 25 dias, 24 dias, 23 dias, 22 dias, 21 dias, 20 dias,
19 dias, 18 dias, 17 dias, 16 dias, 15 dias, 14 dias, 13 dias, 12 dias, 11 dias, 10 dias, 9 dias 0 menos de 9 dias,
medido desde el inicio o recogida de la muestra bioldgica, p. ej., una muestra de aféresis o leucocitaféresis, hasta al
momento en que la composicién de salida es administrada o estd lista para ser administrada al sujeto, las células de
salida se cosechan y/o formulan; las células de salida estan listas para ser cosechadas y/o formuladas; las células de
salida han alcanzado un valor umbral diana para la cosecha; y/o la composicién de salida se libera para ser probada,
incluidos los tiempos de conservacidn de las composiciones criocongeladas. En algunos casos, el proceso se completa
en 21 dias medidos desde el inicio o recogida de la muestra biol6gica hasta el momento en que las células de salida
estan listas para ser y/o son liberadas para su infusién a un sujeto.

En determinados casos, la duracién y/o el tiempo requerido para completar el proceso es entre 10 y 35 dias, entre 12
dias y 33 dias, entre 17 dias y 25 dias, o entre 19 dias y 23 dias, p. €j., cuando se incluye el tiempo de conservacién,
para muestras obtenidas de un sujeto, para muestras de un nimero de sujetos, y/o para al menos un determinado
porcentaje de sujetos, tales como los que tienen una indicacién o enfermedad particular, tal como al menos el 90,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 % o mas de dichos sujetos. En determinados casos, la mediana del tiempo y/o duracién
para completar el proceso (tal como cuando se mide desde la toma de la muestra del sujeto hasta que el producto
esta listo o liberado para infusién al sujeto) en una pluralidad de composiciones de partida de diferentes muestras
biolégicas es entre 15 dias y 27 dias, entre 17 dias y 25 dias, o entre 19 dias y 23 dias o0 es o0 es aproximadamente
19 dias, 20 dias, 21 dias, 22 dias o0 23 dias, p. €j., cuando se incluye el tiempo de conservacién. En casos particulares,
la media del tiempo y/o duracién para completar el proceso en una pluralidad de composiciones de diferentes muestras
biolégicas es entre 15 dias y 27 dias, entre 17 dias y 25 dias, o entre 19 dias y 23 dias o0 es o0 es aproximadamente
19 dias, 20 dias, 21 dias, 22 dias o 23 dias, p. €j., si se incluye el tiempo de transporte y/o conservacién. En casos
particulares, la duracién para completar el proceso en una pluralidad de composiciones de diferentes muestras
biologicas esta entre 15 dias y 27 dias, entre 17 dias y 25 dias, o entre 19 dias y 23 dias o0 es 0 es aproximadamente
19 dias, 20 dias, 21 dias, 22 dias 0 23 dias, p. €j., cuando se incluye el tiempo de conservaciéon. En determinados
casos, la duracidn del proceso, tal como en una variedad de composiciones de partida, tal como de diferentes muestras
biolégicas y/o sujetos con diferentes enfermedades, es menos de o no mas de 21 dias; en algunos casos, dicho
resultado se consigue con un porcentaje superior al 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 % o0 95 % de éxito en la
fabricacién del producto de dichas muestras o pacientes.

En algunos casos, la duracién y/o el tiempo requerido para completar el proceso es entre 7 y 27 dias, entre 9 dias y
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25 dias, entre 11 dias y 18 dias, entre, 0 entre 11 dias y 15 dias cuando no se incluye ni se tiene en cuenta el tiempo
de conservacién de las células criocongeladas. En ciertos casos, la mediana del tiempo y/o duracién requerido para
completar el proceso en una pluralidad de composiciones de diferentes muestras biol6gicas es entre 7 dias y 27 dias,
entre 9 dias y 25 dias, entre 11 dias y 18 dias, entre, o entre 11 dias y 15 dias, 0 es 0 es de aproximadamente 11
dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, 0 15 dias si no se incluye ni se tiene en cuenta el tiempo de conservacién de las células
criocongeladas. En casos particulares, la media del tiempo y/o duracién requerido para completar el proceso en una
pluralidad de composiciones de diferentes muestras biolégicas es entre 7 dias y 27 dias, entre 9 dias y 25 dias, entre
11 dias y 18 dias, entre, o entre 11 dias y 15 dias, 0 es 0 es de aproximadamente 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias,
o 15 dias si no se incluye ni se tiene en cuenta el tiempo de conservacidn de las células criocongeladas. En algunos
casos, la media del tiempo y/o duracién requerido para completar el proceso en una pluralidad de composiciones de
diferentes muestras bioldgicas es inferior a 21 dias cuando no se incluye el tiempo de conservacién de las células
criocongeladas.

En casos particulares, el tiempo para completar el proceso en al menos el 10 % de una pluralidad de composiciones
obtenidas de fuentes diferentes, p. ej., diferentes muestras biolégicas y/o diferentes composiciones de linfocitos T
enriquecidos aislados, enriquecidos y/o seleccionados a partir de diferentes muestras bioldgicas, es entre 7 y 18 dias,
entre 10 dias y 17 dias, o entre 11 dias y 15 dias 0 es o es aproximadamente 11 dias, 12 dias, o 13 dias si no se
incluye ni se tiene en cuenta el tiempo de conservacién de las células criocongeladas. En casos particulares, el tiempo
requerido para completar el proceso en al menos el 50 % de una pluralidad de composiciones de diferentes fuentes
biologicas es entre 7 y 27 dias, entre 9 dias y 25 dias, entre 11 dias y 18 dias, entre, o entre 11 dias y 15 dias, o es o
es de aproximadamente 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias, o 15 dias si no se incluye ni se tiene en cuenta el tiempo
de conservacidn de las células criocongeladas. En ciertos casos, el tiempo requerido para completar el proceso en al
menos el 90 % de una pluralidad de composiciones de distintas fuentes es entre 7 y 27 dias, entre 9 dias y 25 dias,
entre 11 dias y 18 dias, entre, o entre 11 dias y 15 dias, o0 es 0 es de aproximadamente 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14
dias, o 15 dias si no se incluye ni se tiene en cuenta el tiempo de conservacién de las células criocongeladas. En
ciertos casos, el tiempo requerido para completar el proceso en al menos el 90 % de una pluralidad de composiciones
de distintas fuentes es inferior a 21 dias si no se incluye el tiempo de conservacién de las células criocongeladas.

En algunos casos, la duracién y/o tiempo durante el proceso que transcurre desde el comienzo o inicio de la incubacién
en condiciones de estimulacién hasta el momento en que se alcanza una cantidad, densidad, y/o grado de expansién
umbral (tal como un factor de expansién particular, tal como cuatro veces o una dosis particular) durante el cultivo es
entre 5 dias y 25 dias, entre 7 dias y 18 dias, entre 8 y 15 dias, entre 8 y 14 dias, o entre 8 y 15 dias, tal como entre
8 y 13 dias o entre 9 y 13 dias. En determinados casos, la mediana de tiempo y/o duracién del proceso que tiene lugar
desde el comienzo o inicio de la incubacién hasta el momento en que se alcanza el umbral es entre 5 dias y 25 dias,
entre 7 dias y 18 dias, o entre 9 dias y 13 dias, 0 es 0 es aproximadamente 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias o
13 dias. En casos particulares, la media de tiempo y/o duracién del proceso que se produce desde el comienzo o inicio
de la incubacién hasta el momento en que se alcanza el umbral es entre 5 dias y 25 dias, entre 7 dias y 18 dias, entre
8 dias y 13 dias, o entre 9 dias y 13 dias, o es de o0 es de aproximadamente 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias
o 13 dias.

En determinados casos, la duracién y/o tiempo durante el proceso que ocurre desde el comienzo o inicio de la
incubacion en condiciones de estimulacion hasta el momento en que las células de salida se recogen, se formulan y/o
criocongelan es de entre 5 y 25 dias, entre 7 y 18 dias entre 8 y 15 dias, entre 8 y 14 dias, o entre 8 y 15 dias, tal
como entre 8 y 13 dias o entre 9 y 13 dias. En determinados casos, la mediana de tiempo y/o duracién del proceso
que tiene lugar desde el comienzo o inicio de la incubacién hasta el momento en que se alcanza el umbral es entre 5
dias y 25 dias, entre 7 dias y 18 dias, o entre 9 dias y 13 dias, o0 es 0 es aproximadamente 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11
dias, 12 dias 0 13 dias. En casos particulares, la media de tiempo y/o duracidén del proceso que se produce desde el
comienzo o inicio de la incubacién hasta el momento en que se alcanza el umbral es entre 5 dias y 25 dias, entre 7
dias y 18 dias, entre 8 dias y 13 dias, o entre 9 dias y 13 dias, o es de 0 es de aproximadamente 8 dias, 9 dias, 10
dias, 11 dias, 12 dias o 13 dias. En algunos casos, la duracién y/o tiempo durante el proceso que ocurre desde el
comienzo o inicio de la incubacién en condiciones de estimulacién hasta el momento en que las células de salida se
recogen, se formulan y/o criocongelan es entre 9 dias y 15 dias durante, para aproximadamente, o para al menos un
85 %, 90 %, 95 % de los sujetos.

En algunos casos, la duracién y/o tiempo durante el proceso que se produce desde el aislamiento, enriquecimiento
y/o seleccidn de las composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ enriquecidos a partir de una muestra biolégica, p. €j.,
aféresis y/o leucocitaféresis, hasta el momento en que las células de salida se recogen, se formulan y/o criocongelan
es de entre 5y 25 dias, entre 7 dias y 18 dias, entre 8 y 19 dias, entre 8 y 14 dias, o entre 10 y 16 dias. En determinados
casos, las células de salida se recogen, se formulan y cosechan entre 10 y 16 dias después del aislamiento,
enriquecimiento y/o seleccién para al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, de los sujetos.

En algunos casos, la duracién y/o tiempo del proceso desde el inicio 0 comienzo de la incubacidén en condiciones de
estimulacién hasta el momento en que se alcanza la cantidad, densidad y/o expansién umbral durante el cultivo es de
al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al
menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al
menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, o al menos un 90 %
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menos de tiempo que el de un proceso ilustrativo y/o alternativo. En casos particulares, la duracién y/o tiempo durante
el proceso desde el comienzo o inicio de la incubacién en condiciones de estimulacién hasta el momento en que se
alcanza la cantidad, densidad y/o expansién umbral durante el cultivo es menor que la duracién y/o tiempo de un
proceso ilustrativo y/o alternativo en, en aproximadamente, o en al menos 0,5 dias, 1 dia, 1,5 dias, 2 dias, 3 dias, 4
dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias 0 mas de 14 dias.

En determinados casos, el tiempo necesario para que al menos el 10 % de una pluralidad de composiciones de
diferentes muestras biolégicas alcance la cantidad, densidad y/o expansién umbral desde el inicio o comienzo de la
incubacién en condiciones de estimulacién hasta el momento en que se alcanza la cantidad, densidad y/o expansion
umbral durante el cultivo es entre 5 dias y 20 dias, entre 7 dias y 15 dias, o entre 9 dias y 11 dias, o es 0 es
aproximadamente 7 dias, 8 dias, 9 dias o0 10 dias. En casos particulares, el tiempo necesario para que al menos el 50
% de una pluralidad de composiciones de diferentes muestras biolégicas alcance la cantidad, densidad y/o expansién
umbral desde el inicio o comienzo de la incubacién en condiciones de estimulacién es entre 5 dias y 25 dias, entre 7
dias y 18 dias, o entre 9 dias y 13 dias, 0 es 0 es aproximadamente 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias,
13 dias. En algunos casos, el tiempo necesario para que al menos el 90 % de una pluralidad de composiciones de
diferentes muestras biolégicas alcance la cantidad, densidad y/o expansién umbral desde el inicio o comienzo de la
incubacién en condiciones de estimulacion es entre 5 dias y 25 dias, entre 7 dias y 18 dias, o entre 9 dias y 13 dias,
0 es 0 es aproximadamente 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias.

En algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento se utilizan con relacién a un proceso que genera
linfocitos T modificados genéticamente en un periodo de tiempo inferior al de un proceso alternativo ilustrativo. En
algunos casos, la corta duracién del proceso puede aumentar la tasa, casos y/o probabilidad de generar una
composicién de linfocitos T modificados genéticamente que pueda administrarse a un sujeto para terapia celular. En
determinados casos, los protocolos de fabricaciéon de composiciones de células terapéuticas pueden requerir que las
composiciones de células se produzcan y liberen para infusién en un plazo de tiempo determinado. Por lo tanto, en
algunos casos, se podria esperar que la menor duracién del proceso redujera o eliminara los fallos del proceso que
se producirian por composiciones de células que no consiguen expandirse en el tiempo requerido.

En algunos casos del proceso divulgado en el presente documento, el tiempo requerido para que una composicién de
células alcance una cantidad, densidad y/o expansién umbral desde el inicio o comienzo de la incubacién en
condiciones de estimulacién hasta el momento en que se alcanza la cantidad, densidad y/o expansién umbral durante
el cultivo es entre aproximadamente 9 dias y aproximadamente 13 dias, o entre 9 dias y 13 dias, 0 9 dias, mientras
que en el proceso alternativo, el tiempo correspondiente es entre aproximadamente 12 dias y aproximadamente 23
dias, o entre 12 dias y 23 dias, 0 aproximadamente 15 dias, 0 15 dias. En algunos casos, el tiempo requerido para la
recogida de muestras, aislamiento de las composiciones de células y criocongelacién tanto en el proceso divulgado
como en el proceso alternativo es entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 2 dias, o entre 1 dia y 2 dias. En
algunos casos, las composiciones de células criocongeladas tanto en el proceso divulgado como en el proceso
alternativo se conservan durante aproximadamente 3 dias o durante 3 dias. En algunos casos, el tiempo requerido
desde que se alcanza la cantidad, densidad y/o expansién umbral o desde que las composiciones de células son
cosechadas hasta que la composicién de salida es administrada o esté lista para ser administrada al sujeto tanto en
el proceso divulgado como en el proceso alternativo es de o aproximadamente 5 dias. En algunos casos, el tiempo
total requerido desde la recogida de la muestra hasta que la composicidén de salida se administra o esta lista para ser
administrada al sujeto en el proceso divulgado es o es aproximadamente 19 dias, mientras que en el proceso
alternativo, el tiempo total correspondiente es o es aproximadamente 25 dias.

En determinados casos, el tiempo total requerido para el 50 % o aproximadamente el 50 % de una pluralidad de
composiciones de células desde la recogida de la muestra hasta el momento en que las composiciones de salida se
administran o estan listas para ser administradas al sujeto (lo que requeriria que las composiciones de células
alcanzaran la cantidad, densidad, y/o expansién umbral) en el proceso divulgado es o es aproximadamente 19 dias,
mientras que en el proceso alternativo, el tiempo total correspondiente es o es aproximadamente 25 dias. En
determinados casos, el tiempo total requerido para el 80 % o aproximadamente el 80 % de una pluralidad de
composiciones de células desde la recogida de la muestra hasta el momento en que las composiciones de salida se
administran o estan listas para ser administradas al sujeto (lo que requeriria que las composiciones de células
alcanzaran la cantidad, densidad, y/o expansién umbral) en el proceso divulgado es o es aproximadamente 21 dias,
mientras que en el proceso alternativo, el tiempo total correspondiente es o es aproximadamente 27 dias. En
determinados casos, el tiempo total requerido para el 90 % o aproximadamente el 90 % de una pluralidad de
composiciones de células desde la recogida de la muestra hasta el momento en que las composiciones de salida se
administran o estan listas para ser administradas al sujeto (lo que requeriria que las composiciones de células
alcanzaran la cantidad, densidad, y/o expansién umbral) en el proceso divulgado es o es aproximadamente 21 dias,
mientras que en el proceso alternativo, el tiempo total correspondiente es o es aproximadamente 33 dias desde el
inicio o comienzo de la incubacién en condiciones de estimulacién hasta el momento en que se alcanza la cantidad,
densidad y/o expansién umbral durante el cultivo es

En determinados casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a la generacién o produccién con éxito de

composiciones de linfocitos T modificados genéticamente de salida que son adecuadas para su uso en terapia celular.
En algunos casos, se genera con éxito una composicién de salida si las células de la composicidén alcanzan el recuento
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de células, densidad y/o expansién umbral durante el cultivo. En casos particulares, una composicién de salida se
genera con éxito si las células de al menos el 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 % o 95 % de las células
expresan el receptor recombinante. En casos particulares, se produce o genera con éxito una composicién de salida
si la composiciéon de salida es adecuada para uso terapéutico, p. ej.,, como terapia celular autdloga. En casos
particulares, una composicién de salida es adecuada para uso terapéutico si las células de las composiciones de
salida cumplen uno o més criterios. En algunos casos, las células y/o composiciones de células adecuadas para su
uso en terapia celular son estériles (p. ej., carecen de contaminacién microbiana detectable), estan exentas de
endotoxinas, estdn exentas de virus competentes para la replicacién, son viables, activas (p. ej., que posean actividad
citolitica y/o liberan citocinas en respuesta a un antigeno diana), y/o contienen una elevada porcién de células que
expresan el receptor recombinante.

En casos particulares, los métodos divulgados tienen al menos un 80 %, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al
menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al
menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al
menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de probabilidad de
generar o producir con éxito una composicion de linfocitos T enriquecidos de salida a partir de una composicién de
células de entrada y/o una muestra bioldgica. En determinados casos, la probabilidad o verosimilitud se sitlia entre el
85 %y el 100 %, entre el 90 % y el 95 % o entre el 92 % y el 94 %. En determinados casos, los métodos divulgados
generan o producen con éxito una composicién de linfocitos T enriquecidos de salida de al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos
un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos
un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos
un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de composiciones y/o muestras de una pluralidad de composiciones
de células de entrada y/o de una pluralidad de muestras biolégicas. En algunos casos, los métodos divulgados generan
o producen con éxito una composicién de linfocitos T enriquecidos de salida de entre un 85 % y un 100 %, entre un
90 % y un 95 %, o entre un 92 % y un 94 % de composiciones y/o muestras de una pluralidad de composiciones de
células de entrada y/o de una pluralidad de muestras biolégicas.

En determinados casos, el proceso se completa en 21 dias y tiene un indice de éxito de al menos un 85 %, 90 %,
95 % o més. En algunos casos, el proceso se considera completado cuando las células de salida son administradas
y/o estan listas para ser administradas al sujeto. En algunos casos, el proceso se considera completado cuando la
composicién de salida ha sido cosechada y/o esta lista para ser probada y/o evaluada, p. €j., tal como para un ensayo
de liberacién.

En casos particulares, el proceso asociado a los métodos divulgados tiene una probabilidad o verosimilitud de generar
o producir con éxito una composiciéon de salida que es mayor que la probabilidad o verosimilitud para un proceso
alternativo y/o ilustrativo de generar o producir con éxito una composicién de salida en al menos un 0,5 %, al menos
un 1 %, al menos un 1,5 %, al menos un 2 %, al menos un 2,5 %, al menos un 3 %, al menos un 3,5 %, al menos un
4.0 %, al menos un 4,5 %, al menos un 5 %, al menos un 5,5 %, al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7
%, al menos un 7,5 %, al menos un 8 %, al menos un 8,5 %, al menos un 9 %, al menos un 9,5 %, o al menos un 10
%, o en mas de un 10 %.

En determinados casos, el proceso asociado a los métodos divulgados tiene una probabilidad o verosimilitud de
generar o producir con éxito una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida que es mayor que la
probabilidad o verosimilitud para un proceso alternativo y/o ilustrativo de generar o producir con éxito una composicion
de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida en al menos un 0,5 %, al menos un 1 %, al menos un 1,5 %, al menos un
2 %, al menos un 2,5 %, al menos un 3 %, al menos un 3,5 %, al menos un 4,0 %, al menos un 4,5 %, al menos un 5
%, al menos un 5,5 %, al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7 %, al menos un 7,5 %, al menos un 8 %,
al menos un 8,5 %, al menos un 9 %, al menos un 9,5 %, o al menos un 10 %, o en mas de un 10 %.

En casos particulares, el proceso asociado a los métodos divulgados tiene una probabilidad o verosimilitud de generar
o producir con éxito una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida que es mayor que la probabilidad o
verosimilitud para un proceso alternativo y/o ilustrativo de generar o producir con éxito una composicién de linfocitos
T CD8+ enriquecidos de salida en al menos un 0,5 %, al menos un 1 %, al menos un 1,5 %, al menos un 2 %, al
menos un 2,5 %, al menos un 3 %, al menos un 3,5 %, al menos un 4,0 %, al menos un 4,5 %, al menos un 5 %, al
menos un 5,5 %, al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7 %, al menos un 7,5 %, al menos un 8 %, al
menos un 8,5 %, al menos un 9 %, al menos un 9,5 %, o al menos un 10 %, o en mas de un 10 %.

En algunos casos, la una o mas composiciones de salida generadas o producidas con relacién a los métodos
divulgados contienen células que expresan un receptor recombinante, p. ej., un TCR o un CAR. En algunos casos,
expresar un receptor recombinante puede incluir, aunque no de forma limitativa, que tengan una o mas proteinas
receptoras recombinantes localizadas en la membrana y/o superficie celular, que tengan una cantidad detectable de
proteina receptora recombinante, que tengan una cantidad detectable de ARNmM que codifique el receptor
recombinante, que tengan o contengan un polinucleétido recombinante que codifique el receptor recombinante, y/o
que tengan o contengan un ARNm o una proteina que sea un marcador sustitutivo de la expresién del receptor
recombinante.
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En algunos casos, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al
menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un 99 %, o mas de un 99 % de las células de la una
0 mas composiciones de salida expresan el receptor recombinante. En casos particulares, al menos un 40 %, al menos
un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos
un 99 %, o més de un 99 % de los linfocitos T CD4+ de una composicién de salida expresan el receptor recombinante.
En algunos casos, entre el 30 % y el 90 %, entre el 40 % y el 85 %, entre el 50 % y el 80 %, o entre el 60 % y el 80 %
de los linfocitos T CD4+ expresan el receptor recombinante. En casos particulares, al menos un 30 %, al menos un 40
%, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70
%, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97
%, o0 al menos un 99 % de las células de una composicion de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida expresan el
receptor recombinante. En determinados casos, entre el 30 % y el 90 %, entre el 40 % y el 85 %, entre el 50 % y el 80
%, o entre el 60 % y el 80 % de las células de una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida expresan
el receptor recombinante.

En determinados casos, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55
%, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85
%, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, al menos un 99 %, o mas de un 99 % de los linfocitos T
CD8+ de una composicidén de salida expresan el receptor recombinante. En algunos casos, entre el 30 % y el 90 %,
entre el 40 % y el 85 %, entre el 50 % y el 80 %, o entre el 60 % y el 80 % de los linfocitos T CD8+ expresan el receptor
recombinante. En casos particulares, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al
menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 97 %, o al menos un 99 % de las células de una
composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida expresan el receptor recombinante. En determinados casos,
entre el 30 % y el 90 %, entre el 40 % y el 85 %, entre el 50 % y el 80 %, o entre el 60 % y el 80 % de las células de
una composicidn de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida expresan el receptor recombinante.

En algunos casos, el porcentaje de células de la composiciéon de salida que expresan el receptor recombinante es
mayor que el porcentaje de células que expresan el receptor recombinante que se produjeron o generaron mediante
un proceso alternativo y/o ilustrativo, tal como al menos un 0,5%, al menos un 1 %, al menos un 1,5 %, al menos un 2
%, al menos un 2,5 %, al menos un 3 %, al menos un 3,5 %, al menos un 4,0 %, al menos un 4,5 %, al menos un 5
%, al menos un 5,5 %, al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7 %, al menos un 7,5 %, al menos un 8 %,
al menos un 8,5 %, al menos un 9 %, al menos un 9,5 %, o al menos un 10 %, o en mas de un 10 %.

En determinados casos, el porcentaje de linfocitos T CD4+ de la composicién de salida que expresan el receptor
recombinante es mayor que el porcentaje de linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante que se
produjeron o generaron mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo, tal como al menos un 0,5%, al menos un 1 %,
al menos un 1,5 %, al menos un 2 %, al menos un 2,5 %, al menos un 3 %, al menos un 3,5 %, al menos un 4,0 %, al
menos un 4,5 %, al menos un 5 %, al menos un 5,5 %, al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7 %, al
menos un 7,5 %, al menos un 8 %, al menos un 8,5 %, al menos un 9 %, al menos un 9,5 %, o al menos un 10 %, o
en mas de un 10 %.

En algunos casos, el porcentaje de linfocitos T CD8+ de la composicidén de salida que expresan el receptor
recombinante es mayor que el porcentaje de linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante que se
produjeron o generaron mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo, tal como al menos un 0,5%, al menos un 1 %,
al menos un 1,5 %, al menos un 2 %, al menos un 2,5 %, al menos un 3 %, al menos un 3,5 %, al menos un 4,0 %, al
menos un 4,5 %, al menos un 5 %, al menos un 5,5 %, al menos un 6 %, al menos un 6,5 %, al menos un 7 %, al
menos un 7,5 %, al menos un 8 %, al menos un 8,5 %, al menos un 9 %, al menos un 9,5 %, o al menos un 10 %, o
en mas de un 10 %.

En algunos casos, la una o mas composiciones de salida generadas o producidas por los métodos divulgados
contienen células activadas, y/o contienen células que tienen o muestran uno o mas marcadores de activacién. En
casos particulares, las células de las composiciones de salida producidas o generadas por los métodos divulgados
estan més activadas y/o tienen o muestran una mayor cantidad o grado de uno o méas marcadores de activaciéon que
las células que se generan o producen mediante un proceso ilustrativo y/o alternativo. Los marcadores de activacion
pueden incluir cualquier marcador conocido que indique, se correlacione con y/o se asocie con un estado de activacion
en una célula inmunitaria, tal como un linfocito T. En algunos casos, los marcadores de activacién incluyen, pero no
se limitan a, aumento de la complejidad intracelular (p. ej., determinada por la medicién de la dispersién lateral (SSC),
aumento del tamafio celular (p. ej., determinado mediante la medicion del didmetro celular y/o la dispersién frontal
(FSC), aumento de la expresion de CD27 y/o reduccién de la expresion de CD25.

En algunos casos, las células de salida que se generan o producen por los métodos divulgados son més grandes que

las células generadas o producidas por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, los pardmetros FSC
y/o SSC se miden y comparan con una referencia y/o un patrén para evaluar el tamafio de las células, tal como
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mediante citometria de flujo. En determinados casos, se mide el pardmetro FSC y se compara con una referencia o
patrén para evaluar el tamafio de las células. En algunos casos, el didmetro de la célula, p. ej., la mediana o media
del diametro celular, de las células de la composicién de salida es de al menos 0,25 pm, 0,5 um, 0,75 um, 1,0 um,
1,5 um, 2 ym, 2,5 um, 3 um, 3,5um, 4 um, 45 um, 5 um, o0 mas de 5 pm mayor que el didmetro de las células
generadas o producidas por el proceso alternativo y/o ilustrativo.

En determinados casos, las células de salida estan activas y se expanden, y/o son capaces de activarse y expandirse,
in vivo, cuando se administran a un sujeto. En casos particulares, las células de salida muestran rasgos distintivos y/o
caracteristicas que indican y/o se asocian con la eficacia, actividad y/o expansién in vivo. Por ejemplo, en algunos
casos, dichos rasgos distintivos o caracteres pueden incluir la expresiéon de una proteina, tal como una proteina de
superficie, que se asocia a la activacién, proliferacién y/o expansién. En algunos casos, dichos rasgos distintivos o
caracteristica pueden incluir la producciéon o secrecién de factores tales como citocinas, p. ej., en respuesta a la
exposicién a un antigeno.

En determinados casos, las células de salida que se generan o producen por los métodos divulgados tienen mayor
expresion de CD25 que las células que se generan o producen por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos
casos, los linfocitos T CD4+ de salida tienen una mayor expresién de CD25 que los linfocitos T CD4+ generados o
producidos por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos
un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos
un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, de las células de la composicién de salida son positivas para la
tincién CD25, p. ej., expresan una cantidad detectable de CD25. En casos particulares, la composiciéon de salida
contiene una mayor porcidn de células positivas para CD25 que una composicion de células producidas o generadas
por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, las células de la composicién de salida expresan al menos
un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos
1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces o al menos 5 veces, mas CD25, p. ej., como se indica
midiendo la media o la mediana de la expresién de CD25 en las células de la composicién de salida mediante
citometria de flujo, en comparacién con las células producidas o generadas por el proceso alternativo y/o ilustrativo.

En algunos casos, la expresién de CD27 por las células de salida que se generan o producen por los métodos
divulgados se reduce en comparacién con la expresién de CD27 en las células que se generan o producen por el
proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, una mayor porciéon de las células de la composicién de salida
son CD27 negativas y/o tienen niveles bajos o indetectables de CD27 que la porcién de células generadas o
producidas por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, la expresién de CD27, p. ej., la media o la
mediana de la expresién de CD27 medida por citometria de flujo, por las células de la composicidén de salida se reduce
en al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %,
al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 99 % en comparacién con las células generadas o producidas en
el proceso alternativo y/o ilustrativo.

En determinados casos, las células de salida que se generan o producen mediante los métodos divulgados tienen una
mayor expresion de marcadores asociados a la divisién celular que las células que se generan o producen mediante
el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, las células de salida expresan Ki67. En algunos casos, una
porcién mayor de linfocitos T CD4+ de salida expresan Ki67 que la porcién de linfocitos T CD4+ generados o
producidos por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En determinados casos, una porcién mayor de linfocitos T CD8+
de salida expresan Ki67 que la porcién de linfocitos T CD8+ generados o producidos por el proceso alternativo y/o
ilustrativo. En casos particulares, la composicién de salida contiene una mayor porcién de células positivas para Ki67
que una composicién de células producidas o generadas por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos,
al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al
menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, de las células de la
composicidén de salida son positivas para la tincién Ki67, p. ej., expresan una cantidad detectable de ki67. En algunos
casos, las células de la composicién de salida expresan al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces, méas Ki67, p. ej., como se indica midiendo la media o la mediana de la expresion
de Ki67 en las células de la composicién de salida mediante citometria de flujo, en comparaciéon con las células
producidas o generadas por el proceso alternativo y/o ilustrativo.

En algunos casos, las células de salida tienen una mayor produccién y/o secrecién, y/o son capaces de una mayor
produccién y/o secrecidn de una o mas citocinas, p. €j., en respuesta a la exposicién a un antigeno. En algunos casos,
las células de salida tienen una mayor produccién y/o secrecién, y/o son capaces de una mayor produccién y/o
secrecion de IFN-gamma en comparacion con las células que se producen o generan mediante un proceso alternativo
y/o ilustrativo. En algunos casos, los linfocitos T CD8+ de la composicidén de salida, p. ej., los linfocitos T CD8+ que
expresan el receptor recombinante, tienen una mayor produccién y/o secrecidén, y/o son capaces de una mayor
produccién y/o secrecién de IFN-gamma en comparacién con las células que se producen o generan mediante un
proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, la produccidn o secrecién por las células de salida es de al menos
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un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos
un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150 %, al menos
1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, o al menos 5 veces mayor que la produccién o secrecion
por células producidas por un proceso alternativo y/o ilustrativo.

En determinados casos, las células de salida tienen una mayor produccién y/o secrecién, y/o son capaces de una
mayor produccién y/o secrecién de TNF-alfa en comparacién con las células que se producen o generan mediante un
proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, los linfocitos T CD8+ de la composiciéon de salida, p. €j., los
linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante, tienen una mayor produccién y/o secrecion, y/o son capaces
de una mayor produccién y/o secrecidén de TNF-alfa en comparacién con las células que se producen o generan
mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, la produccidén o secrecidn por las células de salida
es de al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70
%, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 100 %, al menos un 150
%, al menos 1 vez, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, 0 al menos 5 veces mayor que la
produccién o secrecidn por células producidas por un proceso alternativo y/o ilustrativo.

En determinados casos, las células de salida tienen una menor produccién y/o secrecién de una o més citocinas, p. €j.,
en respuesta a la exposiciéon a un antigeno en comparacién con las células que se producen o generan mediante un
proceso alternativo y/o ilustrativo. En casos particulares, las células de salida tienen una menor produccién y/o
secrecién de IFN-gamma. En determinados casos, los linfocitos T CD4+ de la composicién de salida, p. €j., los
linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante, tienen una menor produccion y/o secrecién de IFN-gamma
en comparacion con los linfocitos T CD4+ que se producen o generan mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo.
En algunos casos, la produccién o secrecién de IFN-gamma por las células de salida, p. ej., linfocitos T CD4+ que
expresan el receptor recombinante, se reduce al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un
50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un
90 %,0 al menos un 99 % en comparacién con la produccién o secrecién por células producidas por un proceso
alternativo y/o ilustrativo.

En casos particulares, las células de salida tienen una menor produccién y/o secrecién de IL-2. En algunos casos, los
linfocitos T CD4+ de la composicién de salida, p. ej., los linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante,
tienen una menor produccién y/o secrecién de IL-2 en comparacién con los linfocitos T CD4+ que se producen o
generan mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, la produccién o secrecién de IL-2 por las
células de salida, p. ej., linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante, se reduce al menos un 20 %, al
menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al
menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %,0 al menos un 99 % en comparacién con la produccién o
secrecién por células producidas por un proceso alternativo y/o ilustrativo.

En determinados casos, las células de salida tienen una menor produccién y/o secrecién de GM-CSF. En casos
particulares, los linfocitos T CD4+ de la composicién de salida, p. ej., los linfocitos T CD4+ que expresan el receptor
recombinante, tienen una menor produccién y/o secrecién de GM-CSF en comparacién con los linfocitos T CD4+ que
se producen o generan mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo. En determinados casos, la produccién o
secrecién de GM-CSF por las células de salida, p. €j., linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante, se
reduce al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un
70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %,0 al menos un 99 % en comparacién
con la produccién o secrecion por células producidas por un proceso alternativo y/o ilustrativo.

En casos particulares, las células de salida tienen una menor produccién y/o secrecién de MIP1-alfa. En algunos
casos, los linfocitos T CD4+ de la composicién de salida, p. ej., los linfocitos T CD4+ que expresan el receptor
recombinante, tienen una menor produccidn y/o secreciéon de MIP1-alfa en comparacién con los linfocitos T CD4+ que
se producen o generan mediante un proceso alternativo y/o ilustrativo. En determinados casos, la produccién o
secrecién de MIP1-alfa por las células de salida, p. e]., linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante, se
reduce al menos un 20 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un
70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %,0 al menos un 99 % en comparacién
con la produccién o secrecion por células producidas por un proceso alternativo y/o ilustrativo.

En casos particulares, las células de salida que se generan o producen mediante los métodos divulgados tienen menos
expresidon de marcadores asociados a la apoptosis, p. €j., niveles de caspasas activadas y/o tincidn positiva con
anexina V, que las células generadas o producidas por el proceso alternativo y/o ilustrativo.

En algunos casos, los linfocitos T CD4+ de salida contienen menos células anexina V+ que los linfocitos T CD4+
generados o producidos por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En algunos casos, menos del 25 %, menos del 20
%, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %, menos del
11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, o menos del
0,1 % de los linfocitos CD4+ de la composicién de salida son positivos para la tincién de anexina V, p. €j., se unen y/o
son capaces de unirse a la anexina V, tal como la anexina V recombinante y/o marcada. En ciertos casos, menos del
25 %, menos del 20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos del 14 %, menos del 13 %, menos
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del 12 %, menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos del 5 %, menos del 3 %, menos
del 1 %, o menos del 0,1 % de los linfocitos CD4+ de la composicién de salida que expresan el receptor recombinante
son positivos para la tincién de anexina V.

En determinados casos, los linfocitos T CD8+ de salida contienen menos células anexina V+ que los linfocitos T CD4+
generados o producidos por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En casos particulares, menos del 25 %, menos del
20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %, menos
del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, 0 menos
del 0,1 % de los linfocitos CD8+ de la composicién de salida son positivos para la tincién de anexina V. En
determinados casos, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos
del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %, menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos
del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, o menos del 0,1 % de los linfocitos CD8+ de la composicién de salida que
expresan el receptor recombinante son positivos para la tincién de anexina V.

En determinados casos, los linfocitos T CD4+ de salida contienen menos células positivas para una caspasa activada,
p. €j., la caspasa 3 activada, que los linfocitos T CD4+ generados o producidos por el proceso alternativo y/o ilustrativo.
En casos particulares, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos
del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %, menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos
del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, o menos del 0,1 % de los linfocitos CD4+ de la composicion de salida son
positivos para una caspasa activada, p. €j., la caspasa 3 activada. En determinados casos, menos del 25 %, menos
del 20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %,
menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, o
menos del 0,1 % de los linfocitos CD4+ de la composiciéon de salida que expresan el receptor recombinante son
positivos para una caspasa activada, p. €j.,, la caspasa 3 activada.

En algunos casos, los linfocitos T CD8+ de salida contienen menos células positivas para una caspasa activada, p. €j.,
la caspasa 3 activada, que los linfocitos T CD4+ generados o producidos por el proceso alternativo y/o ilustrativo. En
determinados casos, menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos
del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %, menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos
del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, o menos del 0,1 % de los linfocitos CD8+ de la composicion de salida son
positivos para una caspasa activada, p. €j., la caspasa 3 activada. En determinados casos, menos del 25 %, menos
del 20 %, menos del 18 %, menos del 16 %, menos del 15 %, menos del 14 %, menos del 13 %, menos del 12 %,
menos del 11 %, menos del 10 %, menos del 8 %, menos del 6 %, menos del 5 %, menos del 3 %, menos del 1 %, o
menos del 0,1 % de los linfocitos CD8+ de la composiciéon de salida que expresan el receptor recombinante son
positivos para una caspasa activada, p. €j.,, la caspasa 3 activada.

En determinados casos, las células de la composiciéon de salida se administran a un sujeto. En algunos casos, las
células de la composicién de salida se administran para tratar una enfermedad o afeccién. En algunos casos, la
enfermedad o afeccién es cancer. En algunos casos, las células las composiciones de salida se administran al sujeto,
y el sujeto experimenta una reduccién de las células cancerosas y/o del volumen del tumor. En algunos casos, el
sujeto tiene, o tiene aproximadamente o tiene al menos un 25 %, 50 %, 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %,
97 %, 98 %, 99 %, 100 % de reduccién de la cantidad de células cancerosas y/o reduccién del tumor tras la
administracidn de las células de la composicién de salida, p. ej., en comparacién con la cantidad de células cancerosas
y/o el volumen tumoral en el sujeto antes de la administracién. En algunos casos, la administraciéon de células de la
composicién de salida produce una mayor reduccién del volumen tumoral y/o de la cantidad de células cancerosas en
el sujeto en comparacién con la reduccién del volumen tumoral y/o de la cantidad de células cancerosas en el sujeto
tras la administracién de células de salida producidas mediante un proceso alternativo ilustrativo.

En casos particulares, la administraciéon de células de la composicién de salida tiene como resultado un aumento de
la reduccién del volumen del tumor y/o de la cantidad de células cancerosas en el sujeto de, de aproximadamente, o
de al menos el 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 125 %, 150 %, 1 vez, 2 veces,
3 veces, 4 veces, 0 5 veces, en comparacién con la reduccién del volumen tumoral y/o la cantidad de células
cancerosas en el sujeto tras la administracién de células de salida producidas mediante un proceso alternativo
ilustrativo.

En casos particulares, las células de la composicion de salida, p. ej., una porcién y/o una dosis de células de la
composicién de salida, se administran a un sujeto. En algunos casos, el sujeto al que se administran células de la
composicién de salida tiene una probabilidad y/o una verosimilitud de lograr y/o experimentar una respuesta completa
(RC). En determinados casos, la probabilidad de lograr o experimentar una RC es de al menos un 10 %, al menos un
15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un
45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un
90 % o al menos un 95 %. En determinados casos, la probabilidad y/o verosimilitud de alcanzar o experimentar una
RC es de al menos el 25 %. En casos particulares, la probabilidad y/o verosimilitud de alcanzar la RC es de al menos
el 50 %.

En determinados casos, el sujeto al que se le administran células de la composicién de salida tiene una probabilidad
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y/o y/o una verosimilitud de lograr y/o experimentar una TRO. En determinados casos, la posibilidad y/o verosimilitud
de lograr y/o experimentar una TRO es de al menos un 40 %, al menos un 45 %, al menos un 50 %, al menos un 55
%, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o al menos un 95 %. En determinados
casos, la probabilidad y/o verosimilitud de alcanzar y/o experimentar una TRO es de al menos el 80 %. En casos
particulares, la probabilidad y/o verosimilitud de alcanzar una TRO es de al menos el 90 %. En determinados casos,
la probabilidad y/o verosimilitud de alcanzar la TRO es o es aproximadamente el 100 %.

En algunos casos, la eficacia de las células de salida, p. €], la probabilidad de que un sujeto alcance y/o experimente
RC o TRO tras la administracion de células de la composicién de salida, es mayor que la de una composicién de
células terapéutica que contenga células que expresen un receptor recombinante producido por un proceso alternativo.
En determinados casos, hay al menos 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100
%, 125 %, 150 %, 1 vez, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 50 veces, o 100 veces més de probabilidades de lograr RC o
TRO ftras la administracion de las células de salida en comparacién con la administraciéon de las células de la
composicidén de células terapéutica que se producen por el proceso alternativo.

En algunos casos, las células de salida producidas por los métodos divulgados en el presente documento tienen un
grado de seguridad alto y/o relativamente alto. En algunos casos, las células de la composicién de salida, p. €j., una
porcién y/o una dosis de células de la composicién de salida, se administran a un sujeto. En algunos casos, el sujeto
al que se administran células de la composicién de salida tiene un riesgo, probabilidad y/o verosimilitud de
experimentar una toxicidad, p. ej., SLC o neurotoxicidad, que es inferior al 80 %, 75 %, 70 %, 60 %, 50 %, 40 %, 30
%, 25 %, 20 %, 15 %, 10 % o 5 %. En algunos casos, la toxicidad es de cualquier grado de neurotoxicidad o SLC. En
determinados casos, el sujeto al que se han administrado células de la composicién de salida tiene un riesgo,
probabilidad y/o verosimilitud de menos del 80 % de experimentar cualquier grado de SLC o neurotoxicidad. En casos
particulares, el sujeto al que se han administrado células de la composicién de salida tiene un riesgo, probabilidad y/o
verosimilitud de menos del 80 % de experimentar cualquier grado de SLC o neurotoxicidad.

En algunos casos, las células de la composicién de salida, p. ej.,, una porcidn y/o una dosis de células de la
composicién de salida, son méas seguras que las células de una composicién de salida producida por un proceso
alternativo. En algunos casos, la incidencia o probabilidad de experimentar neurotoxicidad de cualquier grado, grado
3 o superior, grado 3 prolongado o superior, grado 4 o superior, o de grado 5 es inferior al 10 %, 20 %, 30 %, 40 %,
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, o inferior al 95 % de la incidencia y/o probabilidad tras la administraciéon de
células de salida producidas por un proceso alternativo.

En determinados casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a un proceso que genera una o mas
composiciones de linfocitos T enriquecidos de salida que se modifican genéticamente para expresar un receptor
recombinante con una tasa de éxito de al menos el 85 % (p. ej., genera con éxito composiciones de células de salida
a partir de al menos el 85 % de una pluralidad de muestras biolégicas diferentes y/o composiciones de células de
entrada), tal como una tasa de éxito de entre el 92 % y el 94 %. En algunos casos, el proceso incluye las etapas para
incubar las células en condiciones de estimulacién; modificar genéticamente las células estimuladas para que
expresen o contengan un polinucleétido recombinante, p. ej., un polinucledtido que codifica un receptor recombinante
tal como un CAR; y cultivar las células modificadas hasta una cantidad, densidad o expansién umbral. En algunos
casos, la duracidn y/o el tiempo requerido para completar estas etapas es entre 8 y 15 dias o entre 9 y 13 dias. En
determinados casos, el proceso incluye etapas para recoger u obtener una muestra bioldgica; aislar, seleccionar o
enriquecer las células de entrada de la muestra biolégica; criocongelar y conservar las células de entrada; descongelar
y/o incubar las células de entrada en condiciones de estimulacién; modificar genéticamente las células estimuladas
para que expresen o contengan un polinucleétido recombinante, p. ej., un polinucleétido que codifica un receptor
recombinante tal como un CAR; cultivar las células modificadas genéticamente hasta una cantidad, densidad o
expansion umbral; formular las células cultivadas en una composicién de salida; y criocongelar y conservar las células
de salida formuladas hasta que las células se liberen para su infusién y/o administracién a un sujeto. En algunos casos,
el proceso se completa en un plazo de 19-23 dias a partir de la obtencién o recogida de la muestra biolégica.

En algunos casos, los métodos divulgados se utilizan con relacién a un proceso que genera una o0 mas composiciones
de linfocitos T enriquecidos, tal como de una Unica fuente, p. ej., una muestra biolégica y/o composiciones de entrada
aisladas, seleccionados o enriquecidos a partir de una muestra biolégica. En casos particulares, la una o mas
composiciones de linfocitos T enriquecidos es o incluye una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos que
contiene al menos un 80 % de linfocitos T CD4+ y al menos un 50 % de linfocitos T CD4+ que expresan el receptor
recombinante. En algunos casos, casos, la una o méas composiciones de linfocitos T enriquecidos incluye una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos y una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos que contienen al
menos un 80 % de linfocitos T CD8+ y al menos un 50 % de linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante.

Il. PROTEINAS RECOMBINANTES
En algunos casos, las células tratadas, procesadas, modificadas genéticamente y/o producidas por los métodos
divulgados en el presente documento contienen o expresan, o estdn modificadas genéticamente para contener o

expresar, una proteina recombinante, tal como un receptor recombinante, p. €., un receptor de antigeno quimérico
(CAR), o un receptor de linfocitos T (TCR). En determinados casos, los métodos divulgados en el presente documento
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producen y/o son capaces de producir células, o poblaciones o composiciones que contienen y/o estan enriquecidas
en células, que estan modificadas genéticamente para expresar o contener una proteina recombinante. En algunos
casos, los linfocitos T CD4+, o poblaciones o composiciones de linfocitos T CD4+, son tratadas, procesadas,
modificadas genéticamente y/o producidas.

En algunos casos, las células incluyen uno o mas acidos nucleicos introducidos mediante modificaciéon genética, y de
ese modo expresan productos recombinantes o0 manipulados genéticamente de dichos acidos nucleicos. En algunos
casos, la transferencia de genes se logra estimulando primero las células, tal como mediante combinacién con un
estimulo que induce una respuesta tal como la proliferacion, la supervivencia y/o la activacion, p. ej., tal como se mide
por la expresién de una citocina o un marcador de activacion, seguido de la transduccion de las células activadas y la
expansion en cultivo hasta cantidades suficientes para aplicaciones clinicas.

Las células suelen expresar receptores recombinantes, tales como los receptores de antigeno, incluidos los receptores
de antigeno funcionales no TCR, p. ej., receptores de antigeno quiméricos (CAR) y otros receptores de unién a
antigeno, tales como los receptores transgénicos de linfocitos T (TCR). Entre los receptores también se encuentran
otros receptores quiméricos

I. Receptores de antigeno quiméricos

En algunos casos de los métodos y usos divulgados, los receptores quiméricos, tales como el receptor de antigeno
quimérico, contienen uno 0 més dominios que combinan un dominio de unién a ligando (p. ej., anticuerpo o fragmento
de anticuerpo) que proporciona especificidad para un antigeno deseado (p. ej., antigeno tumoral) con dominios de
sefializacién intracelular. En algunos casos, el dominio de sefializacién intracelular es una porciéon de dominio
intracelular activador, tal como un dominio activador de linfocitos T, que proporciona una sefial de activacién primaria.
En algunos casos, el dominio de sefializacidén intracelular contiene o contiene adicionalmente un dominio de
seflalizacién coestimulador para facilitar las funciones efectoras. En algunos casos, los receptores quiméricos, cuando
se modifican genéticamente en las células inmunitarias, pueden modular la actividad de los linfocitos T, y, en algunos
casos, pueden modular la diferenciaciéon o la homeostasis de los linfocitos T, obteniéndose de este modo células
modificadas genéticamente con mayor longevidad, supervivencia y/o persistencia /n vivo, tal como para uso en
métodos de terapia celular adoptiva.

Los receptores de antigeno ilustrativos, incluidos los CAR, y los métodos para modificar genéticamente e introducir
dichos receptores en las células, incluyen los descritos, por ejemplo, en las publicaciones de solicitud de patente
internacional ndmero WO0200014257, WQ02013126726, W02012/129514, WO02014031687, WO2013/166321,
WO2013/071154, WO2013/123061, las publicaciones de solicitud de patente de Estados Unidos nimero
US2002131960, US2013287748, US20130149337, las patentes de los Estados Unidos N.°: 6451995, 7.446.190,
8252592, 8.339.645, 8.398.282, 7.446.179, 6.410.319, 7.070.995, 7.265.209, 7.354.762, 7.446.191, 8.324.353 y
8.479.118, y la solicitud de patente europea nimero EP25374186, y/o los descritos por Sadelain et al., Cancer Discov.
abril de 2013; 3(4): 388-398; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338; Turtle et al., Curr. Opin. Immunol., octubre
de 2012; 24(5): 633-39; Wu et al., Cancer, 18 de marzo de 2012 (2): 160-75. En algunos casos, los receptores de
antigeno incluyen un CAR tal como se describe en la patente de Estados Unidos N.%: 7.446.190 y los descritos en la
publicacién de solicitud de patente internacional N.°: WO/2014055668 A1. Los ejemplos de los CAR incluyen CAR tal
como se divulgan en cualquiera de las publicaciones mencionadas anteriormente, tal como W02014031687, US
8339645, US 7446179, US 2013/0149337, patente de Estados Unidos N.°: 7446190, patente de Estados Unidos N.°:
8389282, Kochenderfer et al., 2013, Nature Reviews Clinical Oncology, 10, 267-276 (2013); Wang et al. (2012) J.
Immunother. 35(9): 689-701; y Brentjens et al.,, Sci Transl Med. 2013 5(177). Véanse también los documentos
W02014031687, US 8339645, US 7446179, US 2013/0149337, patente de Estados Unidos N.°: 7.446.190 y patente
de Estados Unidos N.° 8.389.282.

Los receptores quiméricos, tales como los CAR, suelen incluir un dominio extracelular de unién a antigeno, tal como
una porcidén de una molécula de anticuerpo, generalmente una regién variable de cadena pesada (VH) y/o una regién
variable de cadena ligera (VL) del anticuerpo, p. ej., un fragmento de anticuerpo scFv.

En algunos casos, el antigeno al que se dirige el receptor es un polipéptido. En algunos casos, es un carbohidrato u
otra molécula. En algunos casos, el antigeno se expresa o se sobreexpresa selectivamente en las células de la
enfermedad o afeccidn, p. ej., el tumor o las células patégenas, en comparacién con células o tejidos normales o no
diana. En otros casos, el antigeno se expresa en células normales y/o se expresa en células modificadas
genéticamente.

En algunos casos, el antigeno es o incluye la integrina avp6 (integrina avb6), antigeno de maduracién de linfocitos B
(BCMA), B7-H3, B7-H6, anhidrasa carbénica 9 (CA9, también conocida como CAIX o G250), un antigeno del cancer
de testiculo, antigeno céncerftestis 1B (CTAG, también conocido como NY-ESO-1 y LAGE-2), antigeno
carcinoembrionario (CEA), una ciclina, ciclina A2, ligando 1 de quimiocinas (motivo C-C) (CCL-1), CD19, CD20, CD22,
CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123, CD133, CD138, CD171, condroitin sulfato
proteoglicano 4 (CSPG4), proteina del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), mutacién del receptor del factor de
crecimiento epidérmico de tipo |ll (EGFR VlII), glucoproteina 2 epitelial (EPG-2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40),
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efrina B2, receptor de efrina A2 (EPHa2), receptor de estrégenos, receptor Fc de tipo 5 (FCRL5), también conocido
como receptor Fc homdlogo 5 o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal), una proteina fijadora de folato
(FBP), receptor alfa de folato, gangliésido GD2, GD2 O-acetilado (OGD2), gangliésido GD3, glucoproteina 100
(gp100), glipicano-3 (GPC3), receptor 5D acoplado a proteina G (GPRCS5D), Her2/neu (receptor tirosina quinasa erb-
B2), Her3 (erb-B3), Her4 (erb-B4), dimeros erbB, antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular humano
(HMW-MAA), antigeno de superficie de la hepatitis B, antigeno leucocitario humano A1 (HLA-A1), antigeno leucocitario
humano A2 (HLA-A2), receptor alfa de IL-22 (IL-22Ra), receptor IL-13 alfa 2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de
insercién de la quinasa (kdr), cadena ligera kappa, molécula de adhesién de células L1 (L1-CAM), epitopo CE7 de L1-
CAM, miembro A de la familia 8 que contiene repeticiones ricas en leucina (LRRC8A), Lewis Y, antigeno asociado a
melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-A6, MAGE-A10, mesotelina (MSLN), c-Met, citomegalovirus murino (CMV),
mucina 1 (MUC1), MUC186, ligandos de linfocitos citoliticos naturales, grupo 2, miembro D (NKG2D), melan A (MART-
1), molécula de adhesién celular neural (NCAM), antigeno oncofetal, antigeno preferentemente expresado del
melanoma (PRAME), receptor de progesterona, antigeno especifico de préstata, antigeno de células madre de
prostata (PSCA), antigeno de membrana especifico de prostata (PSMA), receptor huérfano 1 similar al receptor tirosina
quinasa (ROR1), survivina, glicoproteina del trofoblasto (TPBG también conocida como 5T4), glicoproteina 72
asociada a tumores (TAG72), proteina 1 relacionada con la tirosinasa (TRP1, también conocida como TYRP1 o gp75),
proteina 2 relacionada con la tirosinasa (TRP2, también conocida como dopacromo tautomerasa, dopacromo delta-
isomerasa o DCT), receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR2), tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégeno o expresado por
patégeno, o un antigeno asociado con una etiqueta universal, y/o moléculas biotiniladas, y/o moléculas expresadas
por VIH, VHC, VHB u otros patégenos. Los antigenos a los que se dirigen los receptores en algunos casos incluyen
antigenos asociados con una neoplasia de linfocitos B, tal como cualquiera de una serie de marcadores de linfocitos
B conocidos. En algunos casos, el antigeno es o incluye CD20, CD19, CD22, ROR1, CD45, CD21, CD5, CD33, Ig
kappa, Ig lambda, CD79a, CD79b o CD30.

En algunos casos, el antigeno es o incluye un antigeno especifico de un patégeno o un antigeno expresado por un
patégeno. En algunos casos, el antigeno es un antigeno virico (tal como un antigeno virico del VIH, VHC, VHB, etc.),
antigenos bacterianos y/o antigenos parasitarios. Los antigenos a los que se dirigen los receptores en algunos casos
incluyen antigenos asociados con una neoplasia de linfocitos B, tal como cualquiera de una serie de marcadores de
linfocitos B conocidos. En algunos casos, el antigeno al que se dirige el receptor es el CD20, CD19, CD22, ROR1,
CD45, CD21, CD5, CD33, Ig kappa, Ig lambda, CD79a, CD79b o CD30.

En algunos casos, el antigeno o dominio de unién al antigeno es CD19. En algunos casos, el scFv contiene una VH y
una VL derivadas de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo especifico de CD19. En algunos casos, el anticuerpo
o fragmento de anticuerpo que se une a CD19 es un anticuerpo derivado de ratén tal como FMC63 y SJ25C1. En
algunos casos, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo es un anticuerpo humano, p. ej., como se describe en la
publicacién de patente de Estados Unidos n.® US 2016/0152723.

El término "anticuerpo” se usa en el presente documento en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos policlonales
y monoclonales, incluyendo anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpos funcionales (de unién a antigeno),
incluyendo fragmentos de unién a antigeno (Fab), fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv, fragmentos de
IgG recombinante (rlgG), regiones variables de la cadena pesada (V4) capaces de unirse especificamente al antigeno,
fragmentos de anticuerpos monocatenarios, incluyendo fragmentos variables monocatenarios (scFv) y anticuerpos de
dominio dnico (p. ej., sdAb, sdFv, nanocuerpo). El término abarca formas de inmunoglobulinas modificadas
genéticamente y/o de otro modo, tales como intracuerpos, pepticuerpos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos
completamente humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos heteroconjugados, anticuerpos multiespecificos,
p. ej., biespecificos o triespecificos, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos, di-scFv en tandem, tri-scFv en tdndem. A
menos que se indique lo contrario, el término "anticuerpo” debe entenderse que engloba los fragmentos funcionales
de anticuerpo de los mismos también denominados en el presente documento "fragmentos de unién a antigeno”. El
término también incluye anticuerpos intactos o de longitud completa, incluyendo anticuerpos de cualquier clase o
subclase, incluyendo IgG y sus subclases, IgM, IgE, IgA e IgD.

Las expresiones "regién determinante de la complementariedad" y "CDR", sinénimo de "regién hipervariable" o "HVR",
son conocidas en la técnica por referirse a secuencias no contiguas de aminoacidos dentro de regiones variables de
anticuerpos, que confieren especificidad de antigeno y afinidad de unién. En general, hay tres CDR en cada regién
variable de cadena pesada (CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3) y tres CDR en cada regi6n variable de cadena ligera (CDR-
L1, CDR-L2, CDR-L3). Las "regiones marco" y "FR" se conocen en la técnica para referirse a las porciones que no
son CDR de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera. En general, hay cuatro FR en cada regién variable
de cadena pesada de longitud completa (FR-H1, FR-H2, FR-H3 y FR-H4) y cuatro FR en cada regi6én variable de
cadena ligera de longitud completa (FR-L1, FR-L2, FR-L3 y FR-L4).

Los limites exactos de la secuencia de aminoé&cidos de una CDR o FR dada se pueden determinar facilmente usando
cualquiera de varios esquemas bien conocidos, entre los que se incluyen los descritos por Kabat ef al. (1991),
"Sequences of Proteins of Immunological Interest’, 5.2 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (esquema de numeracién "Kabat"); Al-Lazikani ef al,, (1997) JMB 273,927-948 (esquema de
numeracion "Chothia"); MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996), "Antibody-antigen interactions: Contact

73



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2999 361 T3

analysis and binding site topography", J. Mol. Biol. 262, 732-745". (Esquema de numeracién "Contact"); Lefranc MP et
al., "IMGT unique numbering for immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like
domains”", Dev Comp Immunol, Enero de 2003; 27(1):55-77 (esquema de numeraciéon "IMGT"); Honegger A y
Pluckthun A, "Yet another numbering scheme for immunoglobulin variable domains: an automatic modeling and
analysis tool", J Mol Biol, 8 de junio de 2001; 309(3):657-70, (esquema de numeracién "Aho"); y Martin et al., "Modeling
antibody hypervariable loops: a combined algorithm", PNAS, 1989, 86(23):9268-9272, (esquema de numeracion
"AbM").

Los limites de una determinada CDR o FR pueden variar segun el esquema utilizado para la identificacion. Por ejemplo,
el esquema de Kabat se basa en alineamientos estructurales, mientras que el esquema de Chothia se basa en
informacién estructural. La numeracion de los esquemas de Kabat y Chothia se basa en las longitudes de secuencia
de las regiones de anticuerpos més comunes, con inserciones acomodadas por letras de insercidn, por ejemplo, "30a",
y deleciones que aparecen en algunos anticuerpos. Los dos esquemas colocan determinadas inserciones y deleciones
("indels") en diferentes posiciones, dando como resultado la numeracién diferencial. El esquema Contact se basa en
el andlisis de estructuras cristalinas complejas y es similar en muchos aspectos al esquema de numeracién de Chothia.
El esquema AbM es un compromiso entre las definiciones de Kabat y Chothia basado en el utilizado por el software
de modelado de anticuerpos AbM de Oxford Molecular.

La Tabla 1, a continuacién, enumera los limites de posicién ilustrativos de CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-
H2, CDR-H3 identificados mediante los esquemas de Kabat, Chothia, AbM y Contact, respectivamente. Para CDR-
H1, la numeracién de restos se enumera utilizando los esquemas de numeracién de Kabat y Chothia. Las FR se
encuentran entre las CDR, por ejemplo, con FR-L1 situada antes de CDR-L1, FR-L2 situada entre CDR-L1y CDR-L2,
FR-L3 situada entre CDR-L2 y CDR-L3, y asi sucesivamente. Se observa que debido a que el esquema de numeracion
de Kabat que se muestra coloca inserciones en H35A y H35B, el final del bucle Chothia CDR-H1 cuando se numera
utilizando la convencién de numeracidén de Kabat que se muestra varia entre H32 y H34, dependiendo de la longitud
del bucle.

Tabla 1. Limites de las CDR de acuerdo con diversos esquemas de numeracién.

CDR Kabat Chothia AbM Contact
CDR-L1 L24--134 L24--134 L24--134 L30--L36
CDR-L2 L50--L56 L50--L56 L50--L56 L46--L55
CDR-L3 L89--L97 L89--L97 L89--L97 L89--L96
CDR-H1 (numeracién de Kabat") H31--H35B H26--H32..34 H26--H35B H30--H35B
CDR-H1 (Numeracion de Chothia?) H31--H35 H26--H32 H26--H35 H30--H35
CDR-H2 H50--H65 H52--H56 H50--H58 H47--H58
CDR-H3 H95--H102 H95--H102 H95--H102 H93--H101
1 - Kabat et al. (1991), "Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD

2 - Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273,927-948

Por lo tanto, salvo que se indique lo contrario, una "CDR" o "regién determinante de la complementariedad”, o CDR
especificas individuales (p. ej., "CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3), de un anticuerpo dado o regién del mismo, tal como una
regién variable del mismo, debe entenderse que abarca una regién determinante de la complementariedad (o la
especifica) definida por cualquiera de los esquemas mencionados anteriormente. Por ejemplo, cuando se indica que
una CDR particular (p. ej., una CDR-H3) contiene la secuencia de aminoacidos de una CDR correspondiente en una
secuencia de aminoacidos de Vy o V. dada, se entiende que dicha CDR tiene una secuencia de la CDR
correspondiente (p. ej., CDR-H3) dentro de la regién variable, tal como se define en cualquiera de los esquemas
mencionados U otros esquemas conocidos. En algunos casos, se especifican secuencias de CDR especificas. Las
secuencias CDR ilustrativas de los anticuerpos divulgados se describen utilizando varios esquemas de numeracién,
aunque se entiende que un anticuerpo divulgado puede incluir CDR como se describe de acuerdo con cualquiera de
los otros esquemas de numeracién mencionados u otros esquemas de numeracidén conocidos por un experto.

Anélogamente, salvo que se indique lo contrario, una FR o una FR individual especificada (p. ej., FR-H1, FR-H2, FR-
H3, FR-H4), de un anticuerpo dado o regién del mismo, tal como una regién variable del mismo, debe entenderse que
abarca una regién marco (o la especifica) definida por cualquiera de los esquemas conocidos. En algunos casos, se
especifica el esquema de identificacion de una CDR, FR, o varias FR o CDR particulares, tal como la CDR definida
por el método Kabat, Chothia, AbM o Contact, u otros esquemas conocidos. En otros casos, se proporciona la
secuencia de aminoacidos particular de una CDR o FR.

La expresion "regidn variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
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que esta implicada en la unién del anticuerpo al antigeno. Las regiones variables de la cadena pesada y la cadena
ligera (Vu y V|, respectivamente) de un anticuerpo natural tienen generalmente estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones marco conservadas (FR) y tres CDR. (Véase, p. €j., Kindt ef al. Kuby Immunology, 62
ed., W. H. Freeman y Co., pagina 91 (2007). Un solo dominio Vy 0 V| puede ser suficiente para conferir especificidad
de unién a antigeno. Por otro lado, se pueden aislar anticuerpos que se unen a un antigeno particular usando un
dominio Vi 0 V| de un anticuerpo que se une al antigeno para efectuar una deteccién sistemética de una biblioteca de
dominios V| 0 Vy complementarios, respectivamente. Véase, p. ¢j., Portolano et a/., J. Immunol. 150:880-887 (1993);
Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).

Entre los anticuerpos incluidos en los CAR divulgados hay fragmentos de anticuerpo. Un "fragmento de anticuerpo” o
"fragmento de unién a antigeno" se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una porcién
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al que se une el anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen, pero sin limitaciéon, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab'),; diacuerpos; anticuerpos lineales; regiones
variables de la cadena pesada (Vy), moléculas de anticuerpo de cadena sencilla, tal como los scFv y los anticuerpos
de dominio Unico que comprenden Unicamente la regién Vy; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpo. En algunos casos, el dominio de unidén a antigeno en los CAR divulgados es o comprende
un fragmento de anticuerpo que comprende una regién de cadena pesada variable (Vu) y una regién de cadena ligera
variable (V.). En casos particulares, los anticuerpos son fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla que
comprenden una regién variable de cadena pesada (Vy) y/o una region variable de cadena ligera (V.), tal como scFvs.

En algunos casos, el scFv se deriva del FMC83. FMCB&3 se refiere generalmente a un anticuerpo monoclonal IgG1 de
ratén obtenido contra células Nalm-1y -16 que expresan CD19 de origen humano (Ling, N. R., et al. (1987). Leucocyte
typing Ill. 302). En algunos casos, el anticuerpo FMC63 comprende CDRH1 y H2 establecidas en las SEQ ID NO: 38
y 39, respectivamente, y CDRH3 establecida en la SEQ ID NO: 40 o 54 y CDRL1 establecida en la SEQ ID NO: 35y
CDR L2 establecida en la SEQ ID NO: 36 0 55 y CDR L3 establecida en la SEQ ID NO: 37 o 34. En algunos casos, el
anticuerpo FMC63 comprende la regién variable de cadena pesada (Vi) que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 41 y la regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de la
SEQ ID NO: 42.

En algunos casos, el scFv comprende una cadena ligera variable que contiene la secuencia de CDRL1 de SEQ ID
NO: 35, una secuencia de CDRL2 de SEQ ID NO: 36, y una secuencia de CDRL3 de SEQ ID NO: 37 y/o una cadena
pesada variable que contiene una secuencia de CDRH1 de SEQ ID NO: 38, una secuencia de CDRH2 de SEQ ID NO:
39, y una secuencia de CDRH3 de SEQ ID NO: 40. En algunos casos, el scFv comprende una regién variable de
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 41 y una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO:
42. En algunos casos, las cadenas pesada y ligera variables estan unidas por un enlazador. En algunos casos, el
enlazador es el establecido en la SEQ ID NO: 56. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una Vy, un
enlazador, y una V.. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una V|, un enlazador, y una Vu. En algunos
casos, el scFv esta codificado por una secuencia de nucleétidos establecida en la SEQ ID NO: 57 o una secuencia
que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 57. En algunos casos, el scFv comprende la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 43 o una secuencia que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %,
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
43.

En algunos casos, el scFv se deriva de SJ25C1. SJ25C1 es un anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén obtenido contra
células Nalm-1 y -16 que expresan CD19 de origen humano (Ling, N. R., et al. (1987). Leucocyte typing Ill. 302). En
algunos casos, el anticuerpo SJ25C1 comprende CDRH1, H2 y H3 establecidas en las SEQ ID NO: 47-49,
respectivamente, y las secuencias CDRL1, L2 y L3 establecidas en las SEQ ID NO: 44-46, respectivamente. En
algunos casos, el anticuerpo SJ25C1 comprende la regién variable de cadena pesada (Vy) que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 50 y la regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia
de aminodcidos de la SEQ ID NO: 51.

En algunos casos, el scFv comprende una cadena ligera variable que contiene la secuencia de CDRL1 de SEQ ID
NO: 44, una secuencia de CDRL2 de SEQ ID NO: 45, y una secuencia de CDRL3 de SEQ ID NO: 46 y/o una cadena
pesada variable que contiene una secuencia de CDRH1 de SEQ ID NO: 47, una secuencia de CDRH2 de SEQ ID NO:
48, y una secuencia de CDRH3 de SEQ ID NO: 49. En algunos casos, el scFv comprende una regién variable de
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 50 y una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO:
51. En algunos casos, la cadena pesada variable y la cadena ligera variable estan unidas por un enlazador. En algunos
casos, el enlazador es el establecido en la SEQ ID NO: 52. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una Vy,
un enlazador, y una V.. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una V|, un enlazador, y una V. En algunos
casos, el scFv comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 53 o una secuencia que
presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99
% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 53.

En algunos casos, el antigeno o dominio de unién a antigeno es BCMA. En algunos casos, el scFv contiene una VH
y una VL derivadas de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo especifico de BCMA. En algunos casos, el
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anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a BCMA es o contiene una VH y una VL de un anticuerpo o fragmento
de anticuerpo establecido en las solicitudes internacionales de patente, nimero de publicacién WO 2016/090327 y
WO 2016/090320.

En algunos casos, el antigeno o dominio de unién al antigeno es GPRC5D. En algunos casos, el scFv contiene una
VH y una VL derivadas de un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo especifico de GPRCS5D. En algunos casos, el
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a GPRCSD es o contiene una VH y una VL de un anticuerpo o
fragmento de anticuerpo establecido en las solicitudes internacionales de patente, nimero de publicacién WO
2016/090329 y WO 2016/090312.

En algunos casos, el antigeno es CD20. En algunos casos, el scFv contiene una VH y una VL derivadas de un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo especifico de CD20. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a CD20 es un anticuerpo que es o se deriva de rituximab, tal como el scFv de rituximab.

En algunos casos, el antigeno es CD22. En algunos casos, el scFv contiene una VH y una VL derivadas de un
anticuerpo o un fragmento de anticuerpo especifico de CD22. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de
anticuerpo que se une a CD22 es un anticuerpo que es o se deriva de m971, como es el scFv de m971.

En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye una porcidn extracelular que contiene un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo. En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye una porcién extracelular que
contiene el anticuerpo o fragmento y un dominio de sefializacién intracelular. En algunos casos, el anticuerpo o
fragmento incluye un scFv.

En algunos casos, la porcion de anticuerpo del receptor recombinante, p. ej., CAR, incluye ademas al menos una parte
de una regién constante de inmunoglobulina, tal como una regién de bisagra, p. €j., una regién de bisagra de 1gG4 y/o
una region CH1/CL y/o Fc. En algunos casos, la regién o porcién constante es de una IgG humana, tal como 19G4 o
IgG1. En algunos casos, la porcién de la regién constante sirve como una regidén espaciadora entre el componente de
reconocimiento de antigeno, p. ej., scFv y dominio transmembrana. El espaciador puede tener una longitud que
proporcione una mayor capacidad de respuesta de la célula después de la unién del antigeno, en comparacién con
en ausencia del espaciador. Los espaciadores ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en Hudecek et
al. (2013) Clin. Cancer Res., 19:3153, publicacién de solicitud de patente internacional nimero W0O2014031687,
patente US-8.822.647 o solicitud publicada. n.° US2014/0271635.

En algunos casos, la regién o porcién constante es de una IgG humana, tal como 1gG4 o IgG1. En algunos casos, el
espaciador tiene la secuencia ESKYGPPCPPCP (establecida en la SEQ ID NO: 1), y esté codificada por la secuencia
establecida en la SEQ ID NO: 2. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 3.
En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 4. En algunos casos, la regién o
porcién constante es de IgD. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 5. En
algunos casos, el espaciador tiene una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88
%, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con
cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 3, 4 0 5. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia establecida en la SEQ
ID NO: 25-33. En algunos casos, el espaciador tiene una secuencia de aminoécidos que presenta al menos un 85 %,
86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de
secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 25-33.

En algunos casos, el receptor de antigeno comprende un dominio intracelular unido directa o indirectamente al dominio
extracelular. En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye un dominio transmembrana que une el
dominio extracelulary el dominio de sefializacidn intracelular. En algunos casos, el dominio de sefializacidn intracelular
comprende un ITAM. Por ejemplo, en algunos casos, el dominio de reconocimiento del antigeno (p. ej., el dominio
extracelular) generalmente est4 unido a uno o mas componentes de sefializacion intracelular, tales como componentes
de sefalizacién que imitan la activacién a través de un complejo de receptor de antigeno, tal como un complejo TCR,
en el caso de un CAR, y/o sefial a través de otro receptor de superficie celular. En algunos casos, el receptor quimérico
comprende un dominio transmembrana unido o fusionado entre el dominio extracelular (p. ej., scFv) y el dominio de
sefializacién intracelular. Por lo tanto, en algunos casos, el componente de unién a antigeno (p. ej., anticuerpo) esta
unido a uno o mas dominios de sefializacidén transmembrana e intracelular.

En un caso, se usa un dominio transmembrana que se asocia de manera natural con uno de los dominios en el
receptor, p. ej.,, CAR. En algunos casos, el dominio transmembrana se selecciona o se modifica mediante sustitucion
de aminoacidos para evitar la unién de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas o diferentes
proteinas de membrana de superficie para minimizar las interacciones con otros miembros del complejo receptor.

El dominio transmembrana en algunos casos deriva de una fuente natural o de una fuente sintética. Cuando la fuente
es natural, el dominio en algunos casos deriva de cualquier proteina unida a la membrana o transmembrana. Las
regiones transmembrana incluyen las derivadas de (es decir, comprenden al menos la regibn o regiones
transmembrana de) la cadena alfa, beta o zeta del receptor de linfocitos T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5,
CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. Como alternativa, el dominio
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transmembrana en algunos casos es sintético. En algunos casos, el dominio transmembrana sintético comprende
predominantemente restos hidréfobos tales como leucina y valina. En algunos casos, se encontrara un triplete de
fenilalanina, triptéfano y valina en cada extremo de un dominio transmembrana sintético. En algunos casos, el enlace
es por enlazadores, espaciadores y/o dominio(s) transmembrana. En algunos casos, el dominio transmembrana
contiene una porcién transmembrana de CD28.

En algunos casos, el dominio extracelular y el dominio transmembrana se pueden unir directa o indirectamente. En
algunos casos, el dominio extracelular y el fransmembrana estadn unidos por un espaciador, tal como cualquiera
descrito en el presente documento. En algunos casos, el receptor contiene la porcién extracelular de la molécula de
la que deriva el dominio transmembrana, tal como una porcidén extracelular de CD28.

Entre los dominios de sefializacién intracelular se encuentran aquellos que imitan o se aproximan a una sefial a través
de un receptor de antigeno natural, una sefial a través de dicho receptor en combinacién con un receptor
coestimulador, y/o una sefial a través de un receptor coestimulador solo. En algunos casos, un enlazador de
oligopéptido o polipeptidico corto, por ejemplo, un enlazador de entre 2 y 10 aminoéacidos de longitud, tal como uno
que contiene glicinas y serinas, p. ej., doblete de glicina-serina, esta presente y forma un enlace entre el dominio
transmembrana y el dominio de sefializacion citoplasmatica del CAR.

La activaciéon de los linfocitos T se describe en algunos casos como mediada por dos clases de secuencias de
sefializaciéon citoplasmatica: las que inician la activacién primaria dependiente de antigeno a través del TCR
(secuencias de sefializacién citoplasmaticas primarias) y las que actian de forma independiente del antigeno para
proporcionar una sefial secundaria o coestimuladora (secuencias de sefializacién citoplasmaticas secundarias). En
algunos casos, el CAR incluye uno o ambos componentes de sefializacion.

El receptor, p. €j., el CAR, incluye generalmente al menos un componente o componentes de sefializacién intracelular.
En algunos casos, el CAR incluye una secuencia de sefializacién citoplasmatica primaria que regula la activacion
primaria del complejo TCR. Las secuencias de sefializacién citoplasmaticas primarias que actian de manera
estimuladora pueden contener motivos de sefializacion que se conocen como motivos de activacién del
inmunorreceptor basados en tirosina o ITAM. Ejemplos de ITAM que contienen secuencias de sefializacion
citoplasmaticas primarias incluyen las derivadas de la cadena zeta de CD3, gamma de FcR, gamma de CD3, delta de
CD3y épsilon de CD3. En algunos casos, la(s) molécula(s) de sefializacion citoplasmatica en el CAR contiene(n) un
dominio de sefializacién citoplasmatica, porcién del mismo, o secuencia derivada de la cadena zeta de CD3.

En algunos casos, el receptor incluye un componente intracelular de un complejo TCR, tal como una cadena CD3 de
TCR que media la activacidn y citotoxicidad de los linfocitos T, p. ej., cadena zeta de CD3. Por lo tanto, en algunos
casos, la porcién de unién a antigeno se une a uno 0 mas moédulos de sefializacioén celular. En algunos casos, los
médulos de sefializacién celular incluyen el dominio transmembrana de CD3, los dominios de sefializacidn intracelular
de CD3 y/u otros dominios transmembrana de CD3. En algunos casos, el receptor, p. €., CAR, incluye ademas una
porcién de una o mas moléculas adicionales tales como el receptor Fc y, CD8, CD4, CD25 o CD16. Por ejemplo, en
algunos casos, el CAR u otro receptor quimérico incluye una molécula quimérica entre CD3-zeta (CD3-0) o el receptor
FcyyCD8, CD4, CD25 o CD16.

En algunos casos, tras la ligacién del CAR u otro receptor quimérico, el dominio citoplasmatico o el dominio de
sefializacién intracelular del receptor activa al menos una de las funciones efectoras normales o respuestas de la
célula inmunitaria, p. ej., el linfocito T modificado genéticamente para expresar el CAR. Por ejemplo, en algunos
contextos, el CAR induce una funcién de un linfocito T, tal como la actividad citolitica o la actividad de los linfocitos T
colaboradores, tal como la secrecién de citocinas u otros factores. En algunos casos, se usa una porcién truncada de
un dominio de sefializacién intracelular de un componente receptor de antigeno o molécula coestimuladora en lugar
de una cadena inmunoestimuladora intacta, por ejemplo, si ésta transduce la sefial de funcidén efectora. En algunos
casos, el dominio o dominios de sefializacién intracelular incluyen las secuencias citoplasméticas del receptor de
linfocitos T (TCR) y, en algunos casos, también las de los correceptores que en el contexto natural actian en concierto
con dichos receptores para iniciar la transduccién de sefiales tras el acoplamiento del receptor de antigeno.

En el contexto de un TCR natural, la activacién total generalmente requiere no solo la sefializacién a través del TCR,
sino también una sefial coestimuladora. Por lo tanto, en algunos casos, para promover la activacién total, también se
incluye en el CAR un componente para generar una sefial secundaria o coestimuladora. En otros casos, el CAR no
incluye un componente para generar una sefial coestimuladora. En algunos casos, un CAR adicional se expresa en la
misma célula y proporciona el componente para generar la sefial secundaria o coestimuladora.

En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico contiene un dominio intracelular de una molécula coestimuladora
de linfocitos T. En algunos casos, el CAR incluye un dominio de sefializacién y/o una porcién transmembrana de un
receptor coestimulador, tal como CD28, 4-1BB, OX40, DAP10 recombinantes y ICOS. En algunos casos, el mismo
CAR incluye tanto el componente activador como el coestimulador. En algunos casos, el receptor de antigeno
quimérico contiene un dominio intracelular derivado de una molécula coestimuladora de linfocitos T o una variante
funcional de la misma, tal como entre el dominio transmembrana y el dominio de sefializacién intracelular. En algunos
casos, la molécula coestimuladora de linfocitos T es CD28 o 41BB.
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En algunos casos, el dominio de activacién esté incluido dentro de un CAR, mientras que el componente coestimulador
lo proporciona otro CAR que reconoce otro antigeno. En algunos casos, los CAR incluyen CAR activadores o
estimuladores, CAR coestimuladores, ambos expresados en la misma célula (véase el documento W0O2014/055668).
En algunos casos, las células incluyen uno o mas CAR estimuladores o activadores y/o un CAR coestimulador. En
algunos casos, las células incluyen ademas CAR inhibidores (iCARs, véase Fedorov et al., Sci. Transl. Medicine,
5(215) (diciembre de 2013), tal como un CAR que reconoce un antigeno distinto del asociado y/o especifico de la
enfermedad o afeccion, en donde una sefial activadora emitida a través del CAR dirigido a la enfermedad se ve
disminuida o inhibida por la unién del CAR inhibidor a su ligando, p. ej., para reducir los efectos colaterales.

En algunos casos, los dos receptores inducen, respectivamente, una sefial activadora y otra inhibidora a la célula, tal
que la ligacién de uno de los receptores a su antigeno activa la célula o induce una respuesta, pero la ligacién del
segundo receptor inhibidor a su antigeno induce una sefial que suprime o amortigua esa respuesta. Algunos ejemplos
son las combinaciones de CAR activadores y CAR inhibidores (iCAR). Se puede usar una estrategia de este tipo, por
ejemplo, para reducir la probabilidad de efectos colaterales en el contexto en donde el CAR activador se une a un
antigeno expresado en una enfermedad o afeccién pero que también se expresa en células normales, y el receptor
inhibidor se une a un antigeno distinto que se expresa en las células normales pero no en las células de la enfermedad
o afeccion.

En algunos casos, el receptor quimérico es o incluye un CAR inhibidor (p. ej., iCAR) e incluye componentes
intracelulares que amortiguan o suprimen una respuesta inmunitaria, tal como una respuesta promovida por ITAM y/o
coestimuladora en la célula. Ejemplos de tales componentes de sefializacién intracelular son los que se encuentran
en las moléculas de puntos de control inmunitario, incluyendo PD-1, CTLA4, LAG3, BTLA, OX2R, TIM-3, TIGIT, LAIR-
1, los receptores PGE2, los receptores de adenosina EP2/4, incluido A2AR. En algunos casos, la célula modificada
genéticamente incluye un CAR inhibidor que incluye un dominio de sefializacién de o derivado de dicha molécula
inhibidora, de tal forma que sirva para amortiguar la respuesta de la célula, por ejemplo, la inducida por un CAR
activador y/o coestimulador.

En determinados casos, el dominio de sefializacidn intracelular comprende un dominio transmembrana de CD28 y un
dominio de sefializacién unido a un dominio intracelular de CD3 (p. ej., CD3-zeta). En algunos casos, el dominio de
sefializacién intracelular comprende dominios coestimuladores CD28 y CD137 (4-1BB, TNFRSF9) quiméricos, unidos
a un dominio intracelular CD3 zeta.

En algunos casos, el CAR abarca uno o mas, p. €j., dos 0 mas, dominios coestimuladores y un dominio de activacién,
p. €j., un dominio de activacién principal, en la porcién citoplasmética. Los CAR ilustrativos incluyen componentes
intracelulares de CD3-zeta, CD28 e 4-1BB.

En algunos casos, el receptor de antigeno incluye ademés un marcador y/o las células que expresan el CAR u otro
receptor de antigeno incluyen ademas un marcador indirecto, tal como un marcador de superficie celular, que se puede
usar para confirmar la transduccion o la modificacién genética de la célula para expresar el receptor. En algunos casos,
el marcador incluye todo o parte (p. ej., forma truncada) de CD34, un NGFR, o receptor de factor de crecimiento
epidérmico, tal como la versién truncada de dicho receptor de superficie celular (p. ej., tEGFR). En algunos casos, el
acido nucleico que codifica el marcador esta operativamente unido a un polinucleétido que codifica una secuencia
enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible, p. ej., T2A. Por ejemplo, un marcador, y opcionalmente
una secuencia enlazadora, puede ser cualquiera de los divulgados en la solicitud de patente publicada N.°
WO2014031687. Por ejemplo, el marcador puede ser un EGFR truncado (tEGFR), es decir, opcionalmente, unido a
una secuencia enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible T2A.

Un polipéptido ilustrativo para un EGFR truncado (p. ej., tEGFR) comprende la secuencia de aminoacidos establecida
en la SEQ ID NO: 7 0 16 0 una secuencia de aminoécidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7
0 16. Una secuencia de enlazador T2A ilustrativa comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 6 0 17 o0 una secuencia de amino4cidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 0 17.

En algunos casos, el marcador es una molécula, p. €j., una proteina de la superficie celular, que no se encuentra
naturalmente en los linfocitos T 0 no se encuentra naturalmente en la superficie de los linfocitos T, o una parte de los
mismos. En algunos casos, la molécula es una molécula no propia, p. €j., una proteina no propia, es decir, una que
no es reconocida como "propia" por el sistema inmunitario del hospedador al que se transferiran adoptivamente las
células.

En algunos casos, el marcador no tiene ninguna funcién terapéutica y/o no produce ningln efecto que no sea el de
ser utilizado como marcador para la modificacién genética, p. ej., para seleccionar células modificadas genéticamente
con éxito. En otros casos, el marcador puede ser una molécula terapéutica o una molécula que de otro modo ejerza
algun efecto deseado, tal como un ligando para detectar una célula /in vivo, tal como una molécula coestimuladora o
del punto de control inmunitario para mejorar y/o atenuar las respuestas de las células tras la transferencia adoptiva y
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el acoplamiento con el ligando.

En algunos casos, los CAR se denominan como CAR de primera, segunda y/o tercera generacién. En algunos casos,
un CAR de primera generacién es uno que proporciona Unicamente una sefial inducida por la cadena de CD3 tras la
unién del antigeno; en algunos casos, un CAR de segunda generacién es aquel que proporciona dicha sefial y sefial
coestimuladora, tal como uno que incluye un dominio de sefializacién intracelular de un receptor coestimulador tal
como CD28 o CD137; en algunos casos, un CAR de tercera generacién es uno que incluye mdaltiples dominios
coestimuladores de diferentes receptores coestimuladores.

Por ejemplo, en algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo, p. €j., un fragmento de anticuerpo, tal como un scFy,
especifico de un antigeno, incluido cualquiera de los descritos, un dominio transmembrana que es o contiene una
porcidén transmembrana de CD28 o una variante funcional del mismo, y un dominio de sefializacién intracelular que
contiene una porcién de sefializacién de CD28 o una variante funcional del mismo y una porcién de sefializaciéon de
CD3 zeta o una variante funcional del mismo. En algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo, p. ej., fragmento de
anticuerpo, tal como un scFv, especifico de un antigeno, incluido cualquiera de los descritos, un dominio
transmembrana que es o contiene una porcién transmembrana de CD28 o una variante funcional del mismo, y un
dominio de sefializacién intracelular que contiene una porcién de sefializacién de 4-1BB o una variante funcional del
mismo y una porcién de sefializacién de CD3 zeta o una variante funcional del mismo. En algunos de dichos casos, el
receptor incluye ademés un espaciador que contiene una porcién de una molécula de Ig, tal como una molécula de Ig
humana, tal como una bisagra de Ig, p. €j., una bisagra de IgG4, tal como un espaciador solo de bisagra.

En algunos casos, el dominio transmembrana del receptor recombinante, p. ej., el CAR, es o incluye un dominio
transmembrana de CD28 humano (p. ej., n.° de acceso P01747.1) o una variante del mismo, tal como un dominio
transmembrana que comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 8 o una secuencia de
aminodacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o més de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 8; en algunos casos, la porcién que contiene
el dominio transmembrana del receptor recombinante comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 9 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos o aproximadamente un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de identidad de secuencia con la misma.

En algunos casos, el componente o componentes de sefializacién intracelular del receptor recombinante, p. ej., el
CAR, contiene un dominio de sefializaciéon coestimuladora intracelular de CD28 humano o una variante funcional o
porcién del mismo, tal como un dominio con una sustitucién de LL a GG en las posiciones 186-187 de una proteina
CD28 nativa. Por ejemplo, el dominio de sefializacién intracelular puede comprender la secuencia de aminoécidos
establecida en la SEQ ID NO: 10 u 11 o una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 10 u 11. En algunos casos, el dominio intracelular comprende un dominio de sefializacidén coestimulador
intracelular de 4-1BB (p. ej.,, numero de acceso Q07011.1) o una variante funcional o parte del mismo, tal como la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 12 o una secuencia de aminoacidos que presenta al menos
un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 12.

En algunos casos, el dominio de sefializacién intracelular del receptor recombinante, p. ej., el CAR, comprende un
dominio de sefializacién estimulador de CD3 zeta humano o una variante funcional del mismo, tal como un dominio
citoplasmatico de 112 AA de la isoforma 3 de CD3C humano (numero de referencia: P20963.2) o un dominio de
sefializacion CD3 zeta tal como se describe en la Patente US- 7.446.190 o la Patente US-8.911.993. Por ejemplo, en
algunos casos, el dominio de sefializacién intracelular comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las
SEQ ID NO: 13, 14 0 15 0 una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:
13, 14 0 15.

En algunos casos, el espaciador contiene solo una regién de bisagra de una 1gG, tal como solo una bisagra de 1gG4
o 1gG1, tal como solo el espaciador de bisagra establecido en la SEQ ID NO: 1. En otros casos, el espaciador es o
contiene una bisagra de Ig, p. €j., una bisagra derivada de 1gG4, opcionalmente unida a los dominios CH2 y/o CH3.
En algunos casos, el espaciador es una bisagra de Ig, p. €j., una bisagra de 1gG4, unida a los dominios CH2 y CH3,
tal como se establece en la SEQ ID NO: 4. En algunos casos, el espaciador es una bisagra de Ig, p. ej., una bisagra
de 1gG4, unida a un dominio CH3 Unicamente, tal como se establece en la SEQ ID NO: 3. En algunos casos, el
espaciador es o comprende una secuencia rica en glicina-serina u otro enlazador flexible tal como los enlazadores
flexibles conocidos.

Por ejemplo, en algunos casos, el CAR incluye un anticuerpo, tal como un fragmento de anticuerpo, incluidos los scFyv,
un espaciador, tal como un espaciador que contiene una parte de una molécula de inmunoglobulina, tal como una
regiéon de bisagra y/o una o més regiones constantes de una molécula de cadena pesada, tal como un espaciador que
contiene una bisagra de lg, un dominio transmembrana que contiene todo o parte de un dominio transmembrana
derivado de CD28, un dominio de sefializacién intracelular derivado de CD28 y un dominio de sefializacién zeta de
CD3. En algunos casos, el CAR incluye un anticuerpo o fragmento, tal como scFv, un espaciador tal como cualquiera
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de los espaciadores que contienen una bisagra de Ig, un dominio transmembrana derivado de CD28, un dominio de
sefializacién intracelular derivado de 4-1BB, y un dominio de sefializacién derivado de CD3 zeta.

Los marcadores indirectos ilustrativos pueden incluir formas truncadas de polipéptidos de la superficie celular, tales
como las formas truncadas que no son funcionales y no transducen o no son capaces de transducir una sefial o una
sefial transducida normalmente por la forma de longitud completa del polipéptido de superficie celular, y/o no se
internalizan o no son capaces de internalizarse. Los polipéptidos de superficie celular truncados ilustrativos que
incluyen formas truncadas de factores de crecimiento u otros receptores tales como un receptor truncado del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (tHER2), un receptor truncado del factor de crecimiento epidérmico (tEGFR,
secuencia ilustrativa de tEGFR establecida en 7 0 16) o un antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA)
o una forma modificada del mismo. El tEGFR puede contener un epitopo reconocido por el anticuerpo cetuximab
(Erbitux®) u otro anticuerpo anti-EGFR terapéutico o molécula de unién, que pueden utilizarse para identificar o
seleccionar células que han sido modificadas genéticamente para expresar la construccién tEGFR y una proteina
exbgena codificada, y/o para eliminar o separar células que expresan la proteina exdgena codificada. Véanse, la
patente US-8802374 y Liu et al., Nature Biotech. abril de 2016; 34(4): 430-434). En algunos casos, el marcador, p. €],
marcador indirecto, incluye todo o parte (p. ej., forma truncada) de CD34, un NGFR, un CD19 o un CD19 truncado,
p. €j., un CD19 no humano truncado, o un receptor del factor de crecimiento epidérmico (p. ej., tEGFR). En algunos
casos, el marcador es o comprende una proteina fluorescente, tales como la proteina verde fluorescente (GFP),
proteina fluorescente verde potenciada (EGFP), tal como la GFP superfolder (sfGFP), proteina roja fluorescente (RFP),
tal como tdTomato, mCherry, mStrawberry, AsRed2, DsRed o DsRed2, proteina fluorescente cian (CFP), proteina
fluorescente verde azulada (BFP), proteina fluorescente azul mejorada (EBFP), y proteina fluorescente amarilla (YFP),
y sus variantes, incluidas las variantes de las especies, variantes monoméricas, y variantes optimizadas por codén y/o
mejoradas de las proteinas fluorescentes. En algunos casos, el marcador es o comprende una enzima, tal como una
luciferasa, el gen lacZ de E. coli, fosfatasa alcalina, fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP), cloranfenicol
acetil transferasa (CAT). Algunos ejemplos de genes indicadores emisores de luz son la luciferasa (luc), B-
galactosidasa, cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), B-glucuronidasa (GUS) o sus variantes.

En algunos casos, el marcador es un marcador de seleccién. En algunos casos, el marcador de selecciéon es o
comprende un polipéptido que confiere resistencia a agentes o farmacos exdgenos. En algunos casos, el marcador
de seleccién es un gen de resistencia a antibidticos. En algunos casos, el marcador de seleccién es un gen de
resistencia a los antibiéticos que confiere resistencia a los antibiéticos a una célula de mamifero. En algunos casos, el
marcador de seleccién es o comprende un gen de resistencia a la puromicina, un gen de resistencia a la higromicina,
un gen de resistencia a la blasticidina, un gen de resistencia a la neomicina, un gen de resistencia a la geneticina o un
gen de resistencia a la zeocina o una forma modificada de los mismos.

En algunos casos, el 4cido nucleico que codifica el marcador estd operativamente unido a un polinucleétido que
codifica una secuencia enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible, p. ej., una T2A. Por ejemplo, un
marcador, y opcionalmente una secuencia enlazadora, puede ser cualquiera de los descritos en el documento PCT
Pub. n.° W0O2014031687.

En algunos casos, las moléculas de &cido nucleico que codifican dichas construcciones CAR incluyen ademés una
secuencia que codifica un elemento de salto ribosémico T2A y/o una secuencia tEGFR, p. ej., en direccidén 3' de la
secuencia de nucleétidos que codifica el CAR. En algunos casos, la secuencia codifica un elemento de salto
ribosémico T2A establecido en la SEQ ID NO: 6 0 17, 0 una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 85
%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o més de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 6 0 17.

En algunos casos, también pueden generarse linfocitos T que expresen un receptor de antigeno (p. ej., CAR) para
expresar un EGFR truncado (EGFRt) como epitopo de seleccidn no inmunogénico (p. ej., mediante la introduccién de
una construcciéon que codifique el CAR y el EGFRt separados por un interruptor ribosémico T2A para expresar dos
proteinas de la misma construccién), que puede utilizarse como marcador para detectar dichas células (véase, por
ejemplo, la patente US-8.802.374). En algunos casos, la secuencia codifica una secuencia tEGFR establecida en la
SEQ ID NO: 7 0 16, o0 una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 o
16. En algunos casos, el péptido, tal como T2A, puede hacer que el ribosoma se salte (salto ribosdmico) la sintesis de
un enlace peptidico en el C-terminal de un elemento 2A, dando lugar a una separacion entre el final de la secuencia
2Ay el siguiente péptido en direccidn 3' (véase, por ejemplo, de Felipe. Genetic Vaccines and Ther. 2:13 (2004) y de
Felipe et al. Traffic 5:616-626 (2004)). Se conocen muchos elementos de 2A. Ejemplos de secuencias 2A que pueden
utilizarse en los métodos y acidos nucleicos divulgados en el presente documento, sin limitacién, secuencias 2A del
virus de la fiebre aftosa (F2A, p. ej.,, SEQ ID NO: 21), virus de la rinitis equina A (E2A, p. ej., SEQ ID NO: 20), Virus
Thosea asigna (T2A, p. €j.,, SEQ ID NO: 6 0 17), y teschovirus porcino 1 (P2A, p. ej.,, SEQ ID NO: 18 0 19) como se
describe en la publicacién de patente de EE.UU. n.° 20070116690.

Los receptores recombinantes, tales como los CAR, expresados por las células administradas al sujeto generalmente

reconocen o se unen especificamente a una molécula que se expresa en, se asocia con y/o es especifica de la
enfermedad o afeccién o células de la misma que se estan tratando. Tras la unidén especifica a la molécula, p. €],
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antigeno, el receptor emite generalmente una sefial inmunoestimuladora, tal como una sefial inducida por ITAM, en la
célula, promoviendo asi una respuesta inmunitaria dirigida a la enfermedad o afeccién. Por ejemplo, en algunos casos,
las células expresan un CAR que se une especificamente a un antigeno expresado por una célula o tejido de la
enfermedad o afeccidn o asociado a la enfermedad o afeccion.

B.TCR

En algunos casos, se divulgan células manipuladas genéticamente, tales como linfocitos T, que expresan un receptor
de linfocitos T (TCR) o una porcién de unién a antigeno del mismo que reconoce un epitopo peptidico o un epitopo de
linfocitos T de un polipéptido diana, tal como el antigeno de un tumor, proteina virica o autoinmunitaria.

En algunos casos, un "receptor de linfocitos T" 0 "TCR" es una molécula que contiene cadenas ay B variables (también
conocidas como TCRa y TCR, respectivamente) o cadenas y y d variables (también conocidas como TCRy y TCRS9,
respectivamente), o porciones de unién a antigeno del mismo, y que es capaz de unirse especificamente a un péptido
unido a una molécula de MHC. En algunos casos, el TCR esta en forma af. Normalmente, los TCR que existen en
formas af y yd son generalmente estructuralmente similares, pero los linfocitos T que los expresan pueden tener
distintas ubicaciones o funciones anatémicas. Un TCR se puede encontrar en |la superficie de una célula o en forma
soluble. Generalmente, un TCR se encuentra en la superficie de las células T (o linfocitos T) donde generalmente es
responsable de reconocer los antigenos unidos a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC).

A menos que se indique lo contrario, debe entenderse que el término "TCR" abarca tanto los TCR completos como
las porciones de unién a antigeno o los fragmentos de unidén a antigeno de los mismos. En algunos casos, el TCR es
un TCR intacto o de longitud completa, incluyendo TCR en la forma af3 o y. En algunos casos, el TCR es una porcién
de unién al antigeno que es menor que un TCR completo pero que se une a un péptido especifico unido en una
molécula MHC, tal como la unién a un complejo MHC-péptido. En algunos casos, una porcién o fragmento de unién a
antigeno de un TCR puede contener sélo una parte de los dominios estructurales de un TCR completo o intacto, pero
que sigue siendo capaz de unirse al epitopo peptidico, tal como el complejo MHC-péptido, al que se une el TCR
completo. En algunos casos, una porcién de unién a antigeno contiene los dominios variables de un TCR, tales como
la cadena a variable y la cadena B variable de un TCR, suficiente para formar un sitio de unién para unirse a un
complejo MHC-péptido especifico. Generalmente, las cadenas variables de un TCR contienen regiones determinantes
de la complementariedad que intervienen en el reconocimiento del péptido, MHC y/o complejo MHC-péptido.

En algunos casos, los dominios variables del TCR contienen bucles hipervariables, o regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), que generalmente son los principales contribuyentes al reconocimiento del antigeno y a
las capacidades de unién y especificidad. En algunos casos, una CDR de un TCR o una combinacién de las mismas
forma todo o sustancialmente todo el sitio de unién al antigeno de una molécula de TCR dada. Las distintas CDR de
una regién variable de una cadena TCR suelen estar separadas por regiones marco (FR), que generalmente muestran
menos variabilidad entre las moléculas TCR en comparacién con las CDR (véase, p. ej., Jores et al., Proc. Nat'l Acad.
Sci. U.S.A. 87:9138, 1990; Chothia et al., EMBO J. 7:3745, 1988; véase también Lefranc et al., Dev. Comp. Immunol.
27: 55, 2003). En algunos casos, La CDR3 es la principal CDR responsable de la unién al antigeno o de la
especificidad, o es la mas importante entre las tres CDR de una regién variable del TCR dada para el reconocimiento
del antigeno, y/o para la interaccién con la porcién peptidica procesada del complejo péptido-MHC. En algunos
contextos, la CDR1 de la cadena alfa puede interactuar con la parte N-terminal de ciertos péptidos antigénicos. En
algunos contextos, la CDR1 de la cadena beta puede interactuar con la parte C-terminal del péptido. En algunos
contextos, la CDR2 contribuye en mayor medida o es la principal CDR responsable de la interaccién o el
reconocimiento de la porcion MHC del complejo MHC-péptido. En algunos casos, la regién variable de la cadena B
puede contener otra regién hipervariable (CDR4 o HVR4), que generalmente interviene en la unién del superantigeno
y no en el reconocimiento del antigeno (Kotb (1995) Clinical Microbiology Reviews, 8:411-426).

En algunos casos, un TCR también puede contener un dominio constante, un dominio transmembrana y/o una cola
citoplasmatica corta (véase, p. €j., Janeway et al., Immunobiology: The Immune System in Health and Disease, 32 Ed.,
Current Biology Publications, p. 4:33, 1997). En algunos casos, cada cadena del TCR puede poseer un dominio
variable de inmunoglobulina en N-terminal, un dominio constante de inmunoglobulina, una regién transmembrana y
una cola citoplasmética corta en el extremo C-terminal. En algunos casos, un TCR se asocia con proteinas invariantes
del complejo CD3 implicadas en la mediacién de la transduccién de sefiales.

En algunos casos, una cadena TCR contiene uno o mas dominios constantes. Por ejemplo, la porcidn extracelular de
una cadena TCR determinada (p. ej, cadena a o cadena P) puede contener dos dominios similares a
inmunoglobulinas, tal como un dominio variable (p. ej., Va o VB; normalmente los aminoacidos 1 a 116 basado en la
numeracidén de Kabat, Kabat et al., "Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept. Health and Human
Services, Public Health Service National Institutes of Health, 1991, 52 ed.) y un dominio constante (p. ej., dominio
constante de la cadena a o Ca, normalmente las posiciones 117 a 259 de la cadena basado en la numeracién de
Kabat o dominio constante de la cadena $ o CB, normalmente las posiciones 117 a 295 de la cadena segln la
numeracidén de Kabat) adyacente a la membrana celular. Por ejemplo, en algunos casos, la porcién extracelular del
TCR formada por las dos cadenas contiene dos dominios constantes proximales a la membrana y dos dominios
variables distales a la membrana, cuyos dominios variables contienen cada uno CDR. El dominio constante del TCR
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puede contener secuencias de conexién cortas en las que un resto de cisteina forma un enlace disulfuro, uniendo asi
las dos cadenas del TCR. En algunos casos, un TCR puede tener un resto de cisteina adicional en cada una de las
cadenas ay B, de forma que el TCR contiene dos enlaces disulfuro en los dominios constantes.

En algunos casos, las cadenas de TCR contienen un dominio transmembrana. En algunos casos, el dominio
transmembrana estd cargado positivamente. En algunos casos, las cadenas de TCR contienen una cola
citoplasmatica. En algunos casos, la estructura permite al TCR asociarse con otras moléculas como CD3 y sus
subunidades. Por ejemplo, un TCR que contiene dominios constantes con una regién transmembrana puede anclar la
proteina en la membrana celular y asociarse con subunidades invariantes del aparato o complejo de sefializacién de
CD3. Las colas intracelulares de las subunidades de sefializacién de CD3 (p. ej., cadenas CD3y, CD38, CD3e y CD30)
contienen uno o mas motivos de activacién del inmunorreceptor basados en tirosinas o ITAM que intervienen en la
capacidad de sefializaciéon del complejo TCR.

En algunos casos, el TCR puede ser un heterodimero de dos cadenas ay 3 (u opcionalmente y y &) o puede ser una
construccién de TCR de cadena sencilla. En algunos casos, el TCR es un heterodimero que contiene dos cadenas
separadas (cadenas ay o cadenas y y 8) que estan unidas, tal como por un enlace disulfuro o enlaces disulfuro.

En algunos casos, el TCR puede generarse a partir de una(s) secuencia(s) TCR conocida(s), tales como secuencias
de cadenas Va,pB, para los que se dispone de una secuencia de codificacién sustancialmente completa. Los métodos
de obtencién de secuencias de TCR de longitud completa, incluidas las secuencias de la cadena V, de fuentes
celulares son bien conocidos. En algunos casos, los acidos nucleicos que codifican el TCR pueden obtenerse de
diversas fuentes, tales como mediante la amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los &cidos
nucleicos que codifican el TCR dentro de una célula o aislados de una célula o células dadas, o la sintesis de
secuencias de ADN del TCR disponibles publicamente.

En algunos casos, el TCR se obtiene de una fuente biolégica, tal como de células como de un linfocito T (p. €., linfocito
T citotoxico), hibridomas de linfocitos T u otra fuente puablica disponible. En algunos casos, los linfocitos T pueden
obtenerse a partir de células aisladas /n vivo. En algunos casos, el TCR es un TCR seleccionado timicamente. En
algunos casos, el TCR es un TCR restringido al neoepitopo. En algunos casos, los linfocitos T pueden ser un hibridoma
o clon de linfocitos T cultivados. En algunos casos, el TCR o la porcidén de unidén a antigeno del mismo o el fragmento
de unién a antigeno del mismo pueden generarse sintéticamente a partir del conocimiento de la secuencia del TCR.

En algunos casos, el TCR se genera a partir de un TCR identificado o seleccionado a partir del cribado de una
biblioteca de TCR candidatos contra un antigeno polipéptido diana, o epitopo de linfocitos T diana del mismo. Las
bibliotecas de TCR pueden generarse por amplificacién del repertorio de Va 'y V3 de linfocitos T aislados de un sujeto,
incluidas las células presentes en las CMSP, bazo u otro 6rgano linfoide. En algunos casos, los linfocitos T pueden
amplificarse a partir de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL). En algunos casos, las bibliotecas de TCR pueden
generarse a partir de linfocitos T CD4+ o CD8+. En algunos casos, los TCR pueden amplificarse a partir de una fuente
de linfocitos T de un sujeto normal o sano, es decir, bibliotecas de TCR normales. En algunos casos, los TCR pueden
amplificarse a partir de una fuente de linfocitos T de un sujeto enfermo, es decir, bibliotecas de TCR afectados. En
algunos casos, se utilizan cebadores degenerados para amplificar el repertorio de genes de Va y VB, tales como por
RT-PCR en muestras, tales como linfocitos T, obtenidos de seres humanos. En algunos casos, las bibliotecas de scTv
pueden ensamblarse a partir de bibliotecas de Vay VB sin exposicién previa en las que los productos amplificados se
clonan o ensamblan para ser separados por un enlazador. Dependiendo de la fuente del sujeto y de las células, las
bibliotecas pueden ser especificas para cada alelo HLA. De manera alternativa, en algunos casos, las bibliotecas de
TCR pueden generarse por mutagénesis o diversificacién de una molécula de TCR original o de andamio. En algunos
casos, los TCR estdn sometidos a una evolucién dirigida, tal como por mutagénesis, p. ej., de la cadena a o B. En
algunos casos, se alteran determinados restos dentro de las CDR del TCR. En algunos casos, los TCR seleccionados
pueden modificarse mediante maduracién por afinidad. En algunos casos, pueden seleccionarse linfocitos T
especificos de antigeno, tal como mediante un cribado para evaluar la actividad CTL contra el péptido. En algunos
casos, los TCR, p. €j., presentes en los linfocitos T especificos de antigeno, pueden seleccionarse, tal como por la
actividad de union, p. ej., especial afinidad o avidez por el antigeno.

En algunos casos, el TCR o la porcién de unién a antigeno del mismo es uno que ha sido modificado o modificado
genéticamente. En algunos casos, se utilizan métodos de evolucidén dirigida para generar TCR con propiedades
alteradas, tal como con una mayor afinidad por un complejo MHC-péptido especifico. En algunos casos, la evolucién
dirigida se consigue mediante métodos de presentacién que incluyen, pero sin limitacién, presentacién en levaduras
(Holler et al. (2003) Nat Immunol, 4, 55-62; Holler et a/. (2000) Proc Natl Acad Sci U S A, 97, 5387-92), presentacion
en fagos (Li et al. (2005) Nat Biotechnol, 23, 349-54), o presentacién en linfocitos T (Chervin et al. (2008) J Immunol
Methods, 339, 175-84). En algunos casos, los enfoques de presentacidén implican modificacién genética o modificacion
de un TCR original o de referencia conocido. Por ejemplo, en algunos casos, un TCR de tipo silvestre puede utilizarse
como molde para producir TCR mutagenizados en los que uno o mas restos de las CDR estdn mutados, y se
seleccionan mutantes con una propiedad alterada deseada, tal como una mayor afinidad por un antigeno diana
deseado.

En algunos casos, los péptidos de un polipéptido diana para su uso en la produccién o generacién de un TCR de
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interés son conocidos o pueden identificarse facilmente. En algunos casos, los péptidos adecuados para su uso en la
generacién de TCR o porciones de unién a antigeno pueden determinarse basandose en la presencia de un motivo
restringido por HLA en un polipéptido diana de interés, tal como un polipéptido diana descrito a continuacién. En
algunos casos, los péptidos se identifican utilizando los modelos informaticos de prediccién disponibles. En algunos
casos, para predecir los sitios de unién al MHC de clase |, dichos modelos incluyen, pero no se limitan a, ProPred1
(Singh and Raghava (2001) Bioinformatics 17(12):1236-1237 y SYFPEITHI (véase Schuler et al. (2007)
Immunoinformatics Methods in Molecular Biology, 409(1): 75-93, 2007). En algunos casos, el epitopo restringido por
el MHC es HLA-A0201, que se expresa en aproximadamente el 39-46 % de todos los caucésicos y, por tanto,
representa una eleccién adecuada de antigeno MHC para su uso en la preparacion de un TCR u otra molécula de
unién a MHC-péptido.

Se conocen los motivos de unién del HLA-A0201 y los sitios de corte de los proteasomas e inmunoproteasomas
mediante modelos informaticos de prediccién. Para predecir los sitios de unién al MHC de clase |, dichos modelos
incluyen, pero no se limitan a, ProPred1 (descrito con mas detalle en Singh y Raghava, ProPred: prediccién de sitios
de unién HLA-DR. BIOINFORMATICS 17(12):1236-1237 2001), y SYFPEITHI (véase Schuler et a/. SYFPEITHI,
Database for Searching and T-Cell Epitope Prediction en Immunoinformatics Methods in Molecular Biology, vol 409(1):
75-93 2007)

En algunos casos, el TCR o la porcién de unién a antigeno del mismo puede ser una proteina natural producida
recombinantemente o una forma mutada de la misma en donde una o mas propiedades, tal como la caracteristica de
unién, se ha alterado. En algunos casos, un TCR puede derivarse de una de varias especies animales, tal como un
ser humano, ratén, rata u otros mamiferos. Un TCR puede estar unido a células o en forma soluble. En algunos casos,
para los propésitos de los métodos divulgados, el TCR se encuentra en forma unida a la célula y se expresa en la
superficie de una célula.

En algunos casos, el TCR es un TCR de longitud completa. En algunos casos, el TCR es una porcién de unién a
antigeno. En algunos casos, el TCR es un TCR dimérico (dTCR). En algunos casos, el TCR es un TCR de cadena
sencilla (sc-TCR). En algunos casos, un dTCR o un scTCR tienen las estructuras descritas en los documentos WO
03/020763, WO 04/033685, W0O2011/044186.

En algunos casos, el TCR contiene una secuencia correspondiente a la secuencia transmembrana. En algunos casos,
el TCR contiene una secuencia correspondiente a secuencias citoplasmaticas. En algunos casos, el TCR es capaz de
formar un complejo TCR con CD3. En algunos casos, cualquiera de los TCR, incluyendo un dTCR o un scTCR, pueden
unirse a dominios de sefializacién que dan lugar a un TCR activo en la superficie de un linfocito T. En algunos casos,
el TCR se expresa en la superficie de las células.

En algunos casos un dTCR contiene un primer polipéptido en donde una secuencia correspondiente a una secuencia
de la regién variable de la cadena a del TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia correspondiente a una
secuencia extracelular de la regién constante de la cadena a del TCR, y un segundo polipéptido en donde una
secuencia correspondiente a una secuencia de la regién variable de la cadena B del TCR esta fusionada al extremo
N de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular de la regién constante de la cadena 3 del TCR,
estando el primer y segundo polipéptidos unidos por un enlace disulfuro. En algunos casos, el enlace puede
corresponder al enlace disulfuro nativo entre cadenas presente en los TCR ap diméricos nativos. En algunos casos,
los enlaces disulfuro entre cadenas no estan presentes en un TCR nativo. Por ejemplo, en algunos casos, una 0 méas
cisteinas pueden incorporarse a las secuencias extracelulares de la regién constante del par de polipéptidos dTCR.
En algunos casos, puede ser deseable tanto un enlace disulfuro nativo como uno no nativo. En algunos casos, el TCR
contiene una secuencia transmembrana para anclarse a la membrana.

En algunos casos, un dTCR contiene una cadena a del TCR con un dominio a variable, un dominio a constante y un
primer motivo de dimerizacién unido al extremo C-terminal del dominio a constante, y una cadena B del TCR que
comprende un dominio B variable, un dominio p constante y un primer motivo de dimerizacién unido al extremo C-
terminal del dominio § constante, en donde el primer y segundo motivos de dimerizacién interactian facilmente para
formar un enlace covalente entre un aminoéacido del primer motivo de dimerizacién y un aminoécido del segundo
motivo de dimerizacién que une la cadena a del TCR y la cadena B del TCR.

En algunos casos, el TCR es un scTCR. Normalmente, un scTCR puede generarse utilizando métodos conocidos,
véase, p. ej., Soo Hoo, W. F. ef al. PNAS (USA) 89, 4759 (1992); Wilfing, C. y Pluckthun, A., J. Mol. Biol. 242, 655
(1994); Kurucz, |. et al. PNAS (USA) 90 3830 (1993); solicitudes PCT internacional publicadas nimeros WO 96/13593,
WO 96/18105, W099/60120, W0O99/18129, WO 03/020763, W0O2011/044186; y Schlueter, C. J. et al. J. Mol. Biol.
256, 859 (1996). En algunos casos, un scTCR contiene un enlace disulfuro entre cadenas no nativo introducido para
facilitar la asociacién de las cadenas del TCR (véase, p. ej., la solicitud PCT internacional publicada n.° WO
03/020763). En algunos casos, un scTCR es un TCR truncado no unido por disulfuro en donde cremalleras de leucina
heterdlogas fusionadas a los extremos C del mismo facilitan la asociacién de cadenas (véase, p. €j., la solicitud PCT
internacional publicada n.° W099/60120). En algunos casos, un scTCR contiene un dominio variable TCRa unido
covalentemente a un dominio variable TCRB mediante un enlazador peptidico (véase, p. ej., la solicitud PCT
internacional publicada n.° W0O99/18129).
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En algunos casos, un scTCR contiene un primer segmento constituido por una secuencia de aminoéacidos
correspondiente a una regién variable de la cadena a del TCR, un segundo segmento constituido por una secuencia
de aminoacidos correspondiente a una secuencia de la regidn variable de la cadena B del TCR fusionada al extremo
N de una secuencia de aminoacidos correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena
B del TCR, y una secuencia enlazadora que une el extremo C del primer segmento con el extremo N del segundo
segmento.

En algunos casos, un scTCR contiene un primer segmento constituido por una secuencia de regién variable de la
cadena a fusionada al extremo N de una secuencia de dominio constante extracelular de la cadena q, y un segundo
segmento constituido por una secuencia de regién variable de la cadena B fusionada al extremo N de una secuencia
transmembrana y constante extracelular de la cadena f, y, opcionalmente, una secuencia enlazadora que une el
extremo C del primer segmento con el extremo N del segundo segmento.

En algunos casos, un scTCR contiene un primer segmento constituido por una secuencia de regién variable de la
cadena B del TCR fusionada al extremo N de una secuencia de dominio constante extracelular de la cadena B, y un
segundo segmento constituido por una secuencia de regién variable de la cadena a fusionada al extremo N de una
secuencia transmembrana constante extracelular de la cadena q, y, opcionalmente, una secuencia enlazadora que
une el extremo C del primer segmento con el extremo N del segundo segmento.

En algunos casos, el enlazador de un scTCR que une el primer y segundo segmentos del TCR puede ser cualquier
enlazador capaz de formar una Unica cadena polipeptidica, conservando la especificidad de unién al TCR. En algunos
casos, la secuencia del enlazador puede, por ejemplo, tener la férmula -P-AA-P- en donde P es prolina y AA representa
una secuencia de aminoacidos en donde los aminoacidos son glicina y serina. En algunos casos, el primer y segundo
segmentos estan emparejados de modo que sus secuencias de region variable estan orientadas para dicha unién. Por
consiguiente, en algunos casos, el enlazador tiene una longitud suficiente para abarcar la distancia entre el extremo
C del primer segmento y el extremo N del segundo segmento, o viceversa, pero para que no sea demasiado largo
para bloquear o reducir la unidén del scTCR al ligando diana. En algunos casos, el enlazador puede contener de 10 a
45 aminoacidos o de aproximadamente 10 a aproximadamente 45 aminoécidos, tal como de 10 a 30 aminoéacidos o
de 26 a 41 restos de aminoacidos, por ejemplo, 29, 30, 31 0 32 aminoéacidos. En algunos casos, el enlazador tiene la
férmula -PGGG-(SGGGG)5-P- en donde P es prolina, G es glicina y S es serina (SEQ ID NO: 28). En algunos casos,
el enlazador tiene la secuencia GSADDAKKDAAKKDGKS (SEQ ID NO: 29)

En algunos casos, el scTCR contiene un enlace disulfuro covalente que une un resto de la regién de inmunoglobulina
del dominio constante de la cadena a con un resto de la regién de inmunoglobulina del dominio constante de la cadena
B. En algunos casos, el enlace disulfuro entre cadenas en un TCR nativo no esta presente. Por ejemplo, en algunos
casos, una o mas cisteinas pueden incorporarse a las secuencias extracelulares de la regién constante del primer y
segundo segmentos del polipéptido scTCR. En algunos casos, puede ser deseable tanto un enlace disulfuro nativo
€omo uno no nativo.

En algunos casos de un dTCR o scTCR que contiene enlaces disulfuro entre cadenas introducidos, los enlaces
disulfuro nativos no estan presentes. En algunos casos, la una o més de las cisteinas nativas que forman un enlace
disulfuro nativo entre cadenas se sustituyen por otro resto, tal como por una serina o alanina. En algunos casos, puede
formarse un enlace disulfuro introducido mutando restos no cisteina en el primer y segundo segmentos a cisteina. Los
enlaces disulfuro no nativos ilustrativos de un TCR se describen en la solicitud PCT internacional publicada n.°
W0O2006/000830.

En algunos casos, el TCR o fragmento de unién a antigeno del mismo presenta una afinidad con una constante de
unién de equilibrio para un antigeno diana de entre o aproximadamente 10-5y 10-12 M y todos los valores individuales
e intervalos de los mismos. En algunos casos, el antigeno diana es un complejo MHC-péptido o ligando.

En algunos casos, el 4cido nucleico o acidos nucleicos que codifican un TCR, tal como las cadenas a 'y B, pueden
amplificarse mediante PCR, clonacién u otros medios adecuados y clonarse en un vector o vectores de expresién
adecuados. El vector de expresion puede ser cualquier vector de expresién recombinante adecuado, y puede utilizarse
para transformar o transfectar cualquier hospedador adecuado. Los vectores adecuados incluyen aquellos disefiados
para la propagacidn y expansién o para la expresién o ambas, tales como plasmidos y virus.

En algunos casos, el vector puede ser un vector de la serie pUC (Fermentas Life Sciences), la serie pBluescript
(Stratagene, LaJolla, Calif.), la serie pET (Novagen, Madison, Wis.), la serie pGEX (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia), o la serie pEX (Clontech, Palo Alto, Calif.). En algunos casos, vectores bacteriéfagos, tal como AG10, AGT11,
Napll (Stratagene), AEMBL4 y ANM1149, también puede utilizarse. En algunos casos, se pueden utilizar vectores de
expresion vegetal e incluyen pBI101, pBI101.2, pBI101.3, pBI121 y pBIN19 (Clontech). En algunos casos, los vectores
de expresion animal incluyen pEUK-CI, pMAM y pMAMneo (Clontech). En algunos casos, se utiliza un vector virico,
tal como un vector retrovirico.

En algunos casos, los vectores de expresién recombinantes pueden prepararse mediante técnicas estandar de ADN
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recombinante. En algunos casos, los vectores pueden contener secuencias reguladoras, tales como codones de inicio
y de terminacién de la transcripcién y la traduccién, que son especificos del tipo de hospedador (p. €j., bacteria, hongo,
planta o animal) en donde se va a introducir el vector, segin corresponda y teniendo en cuenta si el vector es de ADN
o de ARN. En algunos casos, el vector puede contener un promotor no nativo operativamente unido a la secuencia de
nucleétidos que codifica el TCR o la porcién de unién a antigeno (u otra molécula de unién a MHC-péptido). En algunos
casos, el promotor puede ser un promotor no virico o un promotor virico, tales como un promotor de citomegalovirus
(CMV), un promotor de SV40, un promotor del RSV, y un promotor que se encuentra en la repeticiéon terminal larga
del virus murino de las células madre. También se contemplan otros promotores conocidos.

En algunos casos, para generar un vector que codifique un TCR, las cadenas ay B se amplifican por PCR a partir de
ADNCc total aislado de un clon de linfocitos T que expresa el TCR de interés y se clonan en un vector de expresién. En
algunos casos, las cadenas a y P se clonan en el mismo vector. En algunos casos, las cadenas ay P se clonan en
vectores diferentes. En algunos casos, las cadenas a y B generadas se incorporan a un vector retrovirico, p. €j.,
lentivirico.

lll. METODOS DE ADMINISTRACION

En algunos casos, las composiciones de salida de linfocitos T enriquecidos, tales como composiciones de CD4+ y
CD8 de salida separadas, producidas mediante los métodos divulgados, tal y como se establece en la Seccion |, se
administran como terapia celular, p. ej., una terapia celular adoptiva. En casos particulares, una o mas composiciones
de células, p. ej., las composiciones de células de salida descritas en el presente documento se administran como
terapia celular. En algunos casos, se describen métodos de terapia adoptiva de linfocitos T, p. €j., en la publicacién de
solicitud de patente de Estados Unidos N.° 2003/0170238 de Gruenberg et al; la patente US-4.690.915 de Rosenberg;
Rosenberg (2011) Nat Rev Clin Oncol. 8(10):577-85). Véase, p. ej., Themeli et al. (2013) Nat Biotechnol. 31(10): 928-
933; Tsukahara et al. (2013) Biochem Biophys Res Commun 438(1): 84-9; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338.

En determinados casos, los métodos divulgados en el presente documento producen una Unica composicién de
linfocitos T enriquecidos de salida a partir de células de entrada aisladas, seleccionadas y/o enriquecidas a partir de
una unica muestra biolégica que se administra como terapia celular. En casos particulares, la composicidén de salida
Unica es una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos. En determinados casos, la composicién de salida Unica
es una composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos. En algunos casos, los métodos divulgados en el
presente documento producen dos 0 mas composiciones de salida a partir de una Unica fuente, p. ej., una muestra
biolbgica y/o composiciones de entrada aisladas, seleccionadas o enriquecidas a partir de una muestra biolégica, que
se administran a un sujeto. En algunos casos, las dos 0 mas composiciones de salida se administran al sujeto por
separado. En determinados casos, las dos 0 mas composiciones de salida se combinan en una Unica composicién y
se administran al sujeto. En determinados casos, las dos 0 mas composiciones de salida incluyen una composicién
de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida y una composicidén de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos de salida que se administra a un sujeto incluye
al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %,
o un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composicidén de salida incluye al
menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %,
0 un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido
transducidos o transfectados con el polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicién de linfocitos
T CD4+ enriquecidos de salida que se administra al sujeto incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %,
menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1
%, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o esta exenta o sustancialmente
exenta de linfocitos T CD8+.

En algunos casos, una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos de salida que se administra a un sujeto incluye
al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %,
0 un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+. En casos particulares, la composicién incluye al menos un
30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un
90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido transducidos o
transfectados con el polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicién de linfocitos T CD8+
enriquecidos de salida que se administra al sujeto incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos
del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, o
menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta
de linfocitos T CD4+.

La enfermedad o afeccién tratada puede ser cualquiera en donde la expresién de un antigeno esté asociada y/o
implicada en la etiologia de una enfermedad o trastorno, p. ej., causa, agrava o esta implicada de otro modo en dicha
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enfermedad, afeccién o trastorno. Las enfermedades y afecciones ilustrativas pueden incluir enfermedades o
afecciones asociadas con neoplasias malignas o transformacién de células (p. ej., céancer), enfermedad
autoinmunitaria o inflamatoria, o una enfermedad infecciosa, p. ej., causada por una patégeno bacteriano, virico u otro
patégeno. Antigenos ilustrativos, que incluyen antigenos asociados a diversas enfermedades y afecciones que pueden
tratarse, se describen mas arriba. En casos particulares, el receptor de antigeno quimérico o TCR transgénico se une
especificamente a un antigeno asociado con la enfermedad o afeccién.

Entre las enfermedades, afecciones y trastornos se cuentan los tumores, incluyendo tumores sélidos, neoplasias
hematolégicas y melanomas, incluidos los tumores localizados y metastasicos, enfermedades infecciosas, tales como
una infeccién por un virus u otro patdgeno, p.ej, VIH, VHC, VHB, CMV, VPH, y enfermedades parasitarias,
autoinmunitarias e inflamatorias. En algunos casos, la enfermedad, trastorno o afeccién es un tumor, cancer, neoplasia
maligna, neoplasia u otra enfermedad o trastorno proliferativo. Dichas enfermedades incluyen, pero sin limitacién,
leucemia, linfoma, p. ej., leucemia mieloide aguda (o0 mielégena) (LMA), leucemia mieloide crdnica (o mielégena)
(LMC), leucemia linfocitica aguda (o linfoblastica) (LLA), leucemia linfocitica crénica (LLC), tricoleucemia (TCL),
linfoma linfocitico de células pequefias (LLCP), linfoma de células del manto (LCM), linfoma de la zona marginal,
linffoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin (LH), linfoma no hodgkiniano (LNH), linfoma de células grandes anaplasicas
(LCGA), linfoma folicular, linfoma folicular refractario, linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) y mieloma
multiple (MM). En algunos casos, la enfermedad o afeccidén es una neoplasia maligna de linfocitos B seleccionada de
leucemia linfobléastica aguda (LLA), LAA de adulto, leucemia linfobléstica crénica (LLC), linfoma no hodgkiniano (LNH)
y linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG). En algunos casos, la enfermedad o afeccién es LNH y el LNH se
selecciona del grupo que consiste en LNH agresivo, linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), NOS (de novo y
transformada de indolente), linfoma mediastinico primario de linfocitos B grandes (LMPLB), linfoma de linfocitos B
grandes rico en linfocitos T/histiocitos, linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto (LCM) o linfoma folicular (LF),
opcionalmente, linfoma folicular de grado 3B (LF3B).

En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una enfermedad o afeccién infecciosa, tal como, pero sin limitacién,
infecciones viricas, retroviricas, bacterianas y protozoarias, inmunodeficiencia, citomegalovirus (CMV), Virus de
Epstein Barr (EBV), adenovirus, poliomavirus BK. En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una enfermedad o
afeccién autoinmunitaria o inflamatoria, tales como artritis, p. ej., artritis reumatoide (AR), diabetes de tipo |, lupus
eritematoso sistémico (LES), enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis, esclerodermia, enfermedad tiroidea
autoinmunitaria, enfermedad de Graves, enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, asma y/o una enfermedad o
afeccién asociada al trasplante.

En algunos casos, el antigeno asociado a la enfermedad o trastorno se selecciona de avp6 integrina (avbé integrina),
antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), B7-H6, anhidrasa carbénica 9 (CA9, también conocida como CAIX o
G250), un antigeno del cancer de testiculo, antigeno cancerftestis 1B (CTAG, también conocido como NY-ESO-1 y
LAGE-2), antigeno carcinoembrionario (CEA), una ciclina, ciclina A2, ligando 1 de quimiocinas (motivo C-C) (CCL-1),
CD19, CD20, CD22, CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123, CD138, CD171, proteina
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), proteina truncada del factor de crecimiento epidérmico (tEGFR),
mutacidn del receptor del factor de crecimiento epidérmico de tipo Il (EGFR vlll), glucoproteina 2 epitelial (EPG-2),
glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), efrina B2, receptor de efrina A2 (EPHa2), receptor de estrégenos, receptor Fc de
tipo 5 (FCRLS5); también conocido como receptor Fc homélogo 5 o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal),
una proteina fijadora de folato (FBP), receptor alfa de folato, receptor de acetilcolina fetal, gangliésido GD2, GD2 O-
acetilado (OGD2), gangliésido GD3, glucoproteina 100 (gp100), receptor 5D acoplado a proteina G (GPCR5D),
Her2/neu (receptor tirosina quinasa erbB2), Her3 (erb-B3), Herd (erb-B4), dimeros erbB, antigeno asociado a
melanoma de alto peso molecular humano (HMW-MAA), antigeno de superficie de la hepatitis B, antigeno leucocitario
humano A1 (HLA-A1), antigeno leucocitario humano A2 (HLA-A2), receptor alfa de IL-22 (IL-22Ra), receptor IL-13 alfa
2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién de la quinasa (kdr), cadena ligera kappa, molécula de adhesién de
células L1 (L1CAM), epitopo CE7 de L1-CAM, miembro A de la familia 8 que contiene repeticiones ricas en leucina
(LRRC8A), Lewis Y, antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-AB, mesotelina, c-Met,
citomegalovirus murino (CMV), mucina 1 (MUC1), MUC18, ligandos de linfocitos citoliticos naturales, grupo 2, miembro
D (NKG2D), melan A (MART-1), molécula de adhesién celular neural (NCAM), antigeno oncofetal, antigeno
preferentemente expresado del melanoma (PRAME), receptor de progesterona, antigeno especifico de préstata,
antigeno de células madre de préostata (PSCA), antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA), receptor
huérfano 1 similar al receptortirosina quinasa (ROR1), survivina, glicoproteina del trofoblasto (TPBG también conocida
como 5T4), glicoproteina 72 asociada a tumores (TAG72), receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR?2), proteina del tumor de Wilms 1 (WT-1),
un antigeno patégeno especifico, 0 un antigeno asociado a una etiqueta universal, y/o moléculas biotiniladas, y/o
moléculas expresadas por el VIH, VHC, VHB u otros patégenos. Los antigenos a los que se dirigen los receptores en
algunos casos incluyen antigenos asociados con una neoplasia de linfocitos B, tal como cualquiera de una serie de
marcadores de linfocitos B conocidos. En algunos casos, el antigeno al que se dirige el receptor es el CD20, CD19,
CD22, ROR1, CD45, CD21, CD%, CD33, Ig kappa, Ig lambda, CD79a, CD79b o CD30. En algunos casos, el antigeno
es un antigeno especifico del patégeno. En algunos casos, el antigeno es un antigeno virico (tal como un antigeno
virico del VIH, VHC, VHB, etc.), antigenos bacterianos y/o antigenos parasitarios.

En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una neoplasia de linfocitos B. En algunos casos, la neoplasia de
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linfocitos B es una leucemia o un linfoma. En algunos casos, la enfermedad o afeccién es leucemia linfoblastica aguda
(LLA), LAA de adulto, leucemia linfoblastica crénica (LLC), linfoma no hodgkiniano (LNH) o linfoma difuso de linfocitos
B grandes (LDLBG). En algunos casos, la enfermedad o afecciéon es LNH, tal como o incluido un LNH que es un LNH
agresivo, linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), NOS (de novo y transformada de indolente), linfoma
mediastinico primario de linfocitos B grandes (LMPLB), linfoma de linfocitos B grandes rico en linfocitos T/histiocitos,
linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto (LCM) o linfoma folicular (LF), opcionalmente, linfoma folicular de
grado 3B (LF3B). En algunos casos, el receptor recombinante, tal como un CAR, se une especificamente a un antigeno
asociado a la enfermedad o afeccidén o es expresado en células del entorno de una lesién asociada a la neoplasia de
linfocitos B. Los antigenos a los que se dirigen los receptores en algunos casos incluyen antigenos asociados con una
neoplasia de linfocitos B, tal como cualquiera de una serie de marcadores de linfocitos B conocidos. En algunos casos,
el antigeno al que se dirige el receptor es el CD20, CD19, CD22, ROR1, CD45, CD21, CD5, CD33, Ig kappa, Ig
lambda, CD79a, CD79b o CD30, o combinaciones de los mismos.

En algunos casos, la enfermedad o afeccién es un mieloma, tal como un mieloma mdltiple. En algunos casos, el
receptor recombinante, tal como un CAR, se une especificamente a un antigeno asociado a la enfermedad o afeccién
0 es expresado en células del entorno de una lesién asociada al mieloma mdltiple. En algunos casos, los antigenos a
los que se dirigen los receptores incluyen antigenos asociados al mieloma mdaltiple. En algunos casos, el antigeno,
p. €., el segundo antigeno o antigeno adicional, tal como el antigeno especifico de la enfermedad y/o el antigeno
relacionado, se expresa en el mieloma multiple, tal como el antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), receptor
acoplado a proteina G clase C grupo 5 miembro D (GPRCS5D), CD38 (ADP ribosa hidrolasa ciclica), CD138 (sindecan-
1), sindecan, SYN-1), CS-1 (CS1, subconjunto 1 de CD2, CRACC, SLAMF7, CD319 y 19A24), BAFF-R, TACI y/o
FcRHS5. Otros antigenos ilustrativos de mieloma multiple incluyen CD36, TIM-3, CD33, CD123, CD44, CD20, CDA40,
CD74, CD200, EGFR, microglobulina p2, HM1.24, IGF-1R, IL-6R, TRAIL-R1, y el receptor de activina tipo I|A (ActRIIA).
Véase Benson y Byrd, J. Clin. Oncol. (2012) 30(16): 2013-15; Tao y Anderson, Bone Marrow Research (2011):9240358;
Chu et al., Leukemia (2013) 28(4):917-27; Garfall et al., Discov Med. (2014) 17(91):37-46. En algunos casos, los
antigenos incluyen los presentes en los tumores linfoides, mieloma, linfoma asociado al SIDA, y/o linfoproliferaciones
post-trasplante, tales como CD38. Los anticuerpos o fragmentos de unién a antigenos dirigidos contra dichos
antigenos son conocidos e incluyen, por ejemplo, los descritos en las patentes US-8.153.765; US-8.603477, US-
8.008.450; la publicacion de los EE.UU. N.° US20120189622 o0 US20100260748; y/o la publicacién internacional PCT
nameros WO2006099875, WO2009080829 o WO02012092612 o WO02014210064. En algunos casos, dichos
anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos (p. ej., scFv) estdn contenidos en anticuerpos
multiespecificos, receptores quiméricos multiespecificos, tal como CAR multiespecificos, y/o células multiespecificas.

En algunos casos, el antigeno es un antigeno especifico de un patégeno o un antigeno expresado por un patdgeno.
En algunos casos, el antigeno es un antigeno virico (tal como un antigeno virico del VIH, VHC, VHB, etc.), antigenos
bacterianos y/o antigenos parasitarios.

En algunos casos, la terapia celular, p. ej., la terapia adoptiva de linfocitos T, se realiza mediante transferencia
autéloga, en donde las células se aislan y/o se preparan de otro modo a partir del sujeto que ha de recibir la terapia
celular, o de una muestra derivada de un sujeto de este tipo. Por lo tanto, en algunos casos, las células derivan de un
sujeto, p. €., paciente, que necesita un tratamiento y las células, después del aislamiento y el procesamiento, se
administran al mismo sujeto.

En algunos casos, la terapia celular, p. ej., la terapia adoptiva de linfocitos T, se realiza mediante transferencia alégena,
en donde las células se aislan y/o preparan de otro modo a partir de un sujeto distinto de un sujeto que ha de recibir
0 que en Ultima instancia recibe la terapia celular, p. ej., un primer sujeto. En dichos casos, las células después se
administran a un sujeto diferente, p. ej., un segundo sujeto, de la misma especie. En algunos casos, los sujetos primero
y segundo son genéticamente idénticos. En algunos casos, los sujetos primero y segundo son genéticamente
similares. En algunos casos, el segundo sujeto expresa la misma clase o supertipo de HLA que el primer sujeto.

Las células, p. ej., células modificadas genéticamente generadas por un método descrito en el presente documento,
tal como se describe en la Seccién |, se pueden administrar por cualquier medio adecuado. En casos particulares, las
células de dos 0 més composiciones de salida separadas, p. ej., composiciones de linfocitos T enriquecidos producidas
por los métodos divulgados en el presente documento, tal como se describe en la Seccién-I, se combinan en una Unica
composicién de células para ser administrada. En determinados casos, las células de distintas composiciones de
salida se administran por separado al sujeto. En determinados casos, los linfocitos T CD4+ se administran por
separado de los linfocitos T CD8+.

En algunos casos, las células pueden administrarse mediante infusién en bolo, mediante inyeccién, p. ej., inyecciones
intravenosas o subcutaneas, inyeccién intraocular, inyeccién periocular, inyeccién subretiniana, inyeccién intravitrea,
inyeccion transeptal, inyeccién subescleral, inyeccién intracoroidea, inyeccién intracameral, inyeccién subconjuntival,
inyeccion subtenoniana, inyeccién retrobulbar, inyeccion peribulbar o administracion yuxtascleral posterior. En algunos
casos, se administran por via parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si se desea para un tratamiento local,
administracién intralesional. Las infusiones parenterales incluyen la administracién intramuscular, intravenosa,
intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. En algunos casos, se administra una dosis dada mediante una Unica
administraciéon en bolo de las células. En algunos casos, se administra mediante bolos multiples de las células, por
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ejemplo, durante un periodo no superior a 3 dias, o mediante la administracion de las células en infusién continua. En
algunos casos, la administracién de la dosis celular o de cualquier terapia adicional, p. €j., la terapia de linfosupresién,
terapia de intervencion y/o terapia combinada, se realiza mediante administracién ambulatoria.

Para la prevencién o el tratamiento de una enfermedad, la dosis apropiada puede depender del tipo de enfermedad
que se vaya a tratar, el tipo de células o receptores recombinantes, de la gravedad y de la evolucién de la enfermedad,
de si las células se administran con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia previa, de la historia clinica del
sujeto y de la respuesta a las células y del criterio del médico responsable. En algunos casos, las composiciones y las
células se administran de manera adecuada al sujeto de una vez o durante una serie de tratamientos.

En algunos casos, las células se administran como parte de un tratamiento combinado, tal como de manera simultéanea
o de manera secuencial con, en cualquier orden, otra intervencién terapéutica, tal como un anticuerpo o célula o
receptor o agente modificado genéticamente, tal como un agente citotéxico o terapéutico. En algunos casos, las células
se coadministran con uno o mas agentes terapéuticos adicionales o con relacidén a otra intervencién terapéutica, ya
sea simultaneamente o secuencialmente en cualquier orden. En algunos contextos, las células se coadministran con
otra terapia lo suficientemente cercana en el tiempo como para que las poblaciones de células mejoren el efecto de
uno o mas agentes terapéuticos adicionales, o viceversa. En algunos casos, las células se administran antes que el
uno o mas agentes terapéuticos adicionales. En algunos casos, las células se administran después del uno o més
agentes terapéuticos adicionales. En algunos casos, el uno o més agentes adicionales incluyen una citocina, tal como
IL-2, por ejemplo, para mejorar la persistencia. En algunos casos, los métodos comprenden la administracién de un
agente quimioterapéutico.

En algunos casos, los métodos comprenden la administracién de un agente quimioterapéutico, p. ej.,, un agente
quimioterapéutico condicionante, por ejemplo, para reducir la carga tumoral antes de la administracion.

En algunos casos, preacondicionar a los sujetos con terapias inmunosupresoras (p. €j., linfosupresoras) puede mejorar
los efectos de la terapia celular adoptiva (ACT).

Por lo tanto, en algunos casos, los métodos incluyen la administraciéon de un agente preacondicionador, tal como un
agente linfosupresor o quimioterapéutico, tales como ciclofosfamida, fludarabina, o combinaciones de los mismos, a
un sujeto antes del inicio de la terapia celular. Por ejemplo, se puede administrar al sujeto un agente preacondicionador
al menos 2 dias antes, tal como al menos 3, 4, 5, 6 o 7 dias antes, del inicio de la terapia celular. En algunos casos,
al sujeto se le administra un agente preacondicionador no mas de 7 dias antes, tal como no méas de 6, 5, 4, 3 0 2 dias
antes, del inicio de la terapia celular.

En algunos casos, el sujeto se preacondiciona con ciclofosfamida a una dosis comprendida entre o entre
aproximadamente 20 mg/kg y 100 mg/kg, tal como entre o entre aproximadamente 40 mg/kg y 80 mg/kg. En algunos
casos, el sujeto es preacondicionado con o con aproximadamente 60 mg/kg de ciclofosfamida. En algunos casos, la
ciclofosfamida puede administrarse en una dosis Unica o puede administrarse en una pluralidad de dosis, tal como la
administracién a diario, en dias alternos o cada tres dias. En algunos casos, la ciclofosfamida se administra una vez
al dia durante uno o dos dias. En algunos casos, donde el agente linfodepresor comprende ciclofosfamida, al sujeto
se le administra ciclofosfamida a una dosis comprendida entre o entre aproximadamente 100 mg/m?y 500 mg/m?, tall
como entre o entre aproximadamente 200 mg/m? y 400 mg/m?, 0 250 mg/m?y 350 mg/m?, ambos inclusive. En algunos
casos, al sujeto se le administran unos 300 mg/m? de ciclofosfamida. En algunos casos, la ciclofosfamida puede
administrarse en una dosis Unica o puede administrarse en una pluralidad de dosis, tal como la administracién a diario,
en dias alternos o cada tres dias. En algunos casos, la ciclofosfamida se administra diariamente, tal como durante 1-
5 dias, por ejemplo, durante 3 a 5 dias. En algunos casos, al sujeto se le administran aproximadamente 300 mg/m?
de ciclofosfamida, a diario durante 3 dias, antes del inicio de la terapia celular.

En algunos casos, donde el agente linfosupresor comprende fludarabina, al sujeto se le administra fludarabina a una
dosis comprendida entre o entre aproximadamente 1 mg/m?y 100 mg/m?, tal como entre o entre aproximadamente 10
mg/m?y 75 mg/m?, 15 mg/m?y 50 mg/m?, 20 mg/m? y 40 mg/m?, 0 24 mg/m?y 35 mg/m?, ambos inclusive. En algunos
casos, se administra al sujeto aproximadamente 30 mg/m? de fludarabina. En algunos casos, la fludarabina puede
administrarse en una dosis Unica o puede administrarse en una pluralidad de dosis, tal como la administracién a diario,
en dias alternos o cada tres dias. En algunos casos, la fludarabina se administra diariamente, tal como durante 1-5
dias, por ejemplo, durante 3 a 5 dias. En algunos casos, se administra al sujeto aproximadamente 30 mg/m? de
fludarabina, a diario durante 3 dias, antes del inicio de la terapia celular.

En algunos casos, el agente linfosupresor comprende una combinacién de agentes, tales como una combinacién de
ciclofosfamida y fludarabina. Por lo tanto, la combinacién de agentes puede incluir ciclofosfamida en cualquier dosis o
pauta de administracion, tales como las descritas anteriormente, y fludarabina en cualquier dosis o pauta de
administracion, tales como las descritas anteriormente. Por ejemplo, en algunos casos, al sujeto se le administra 60
mg/kg (~2 g/m?) de ciclofosfamida y de 3 a 5 dosis de 25 mg/m? de fludarabina antes de la primera dosis o de la
siguiente.

Después de la administracion de las células, en algunos casos se mide la actividad biolégica de las poblaciones de
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células modificadas genéticamente, p. ej., mediante cualquiera de una serie de métodos conocidos. Los pardmetros a
evaluar incluyen la unién especifica de un linfocito T natural o modificado genéticamente u otra célula inmunitaria al
antigeno, in vivo, p. ej.,, mediante formacién de imagenes, o ex vivo, p. ej., por ELISA o citometria de flujo. En
determinados casos, la capacidad de las células modificadas genéticamente para destruir células diana puede medirse
usando cualquier método adecuado conocido en la técnica, tal como ensayos de citotoxicidad descritos en, por
ejemplo, Kochenderfer et a/., J. Immunotherapy, 32(7): 689-702 (2009) y Herman et al. J. Immunological Methods,
285(1): 25-40 (2004). En determinados casos, la actividad biolégica de las células se mide sometiendo a ensayo la
expresién y/o secrecién de una o mas citocinas, tal como CD107a, IFNy, IL-2 recombinantes y TNF. En algunos casos,
la actividad biolégica se mide evaluando el resultado clinico, tal como la reduccién del tamafio o carga tumoral.

En determinados casos, las células modificadas genéticamente se modifican de diversas formas, de manera que se
aumenta su eficacia terapéutica o profilactica. Por ejemplo, el CAR o TCR modificado genéticamente expresado por
la poblacién puede conjugarse directa o indirectamente a través de un enlazador con un resto de direccionamiento.
La préactica de conjugar compuestos, p. ej., el CAR o TCR, para dirigir restos es conocida. Véase, por ejemplo, Wadwa
et al., J. Drug Targeting 3: 1 11 (1995) y la patente US-5.087.616.

En algunos casos, se administra una dosis de células a los sujetos de acuerdo con los métodos divulgados, y/o con
los articulos manufacturados o composiciones divulgados. En algunos casos, el tamafio o el momento de
administracién de las dosis se determina en funcién de la enfermedad o afeccién concreta del sujeto. En algunos
casos, el tamafio o el momento de administracién de las dosis para una enfermedad concreta a la vista de la
descripcién facilitada puede determinarse empiricamente.

En algunos casos, la dosis de células comprende entre o aproximadamente 2 x 10° de las células/kg y o
aproximadamente 2 x 10° de las células/kg, tal como entre o aproximadamente 4 x 10° de las células/kg y o
aproximadamente 1 x 10° de las células/kg o entre y o aproximadamente 6 x 10° de las células/kg y o aproximadamente
8 x 10° de las células/kg. En algunos casos, la dosis de células comprende no mas de 2 x 10° de las células (p. €], las
que expresan antigenos, tal como las células que expresan CAR) por kilogramo de peso corporal del sujeto
(células/kg), tal como no mas de o aproximadamente 3 x 10° células/kg, no mas de o aproximadamente 4 x 10°
células/kg, no mas de o aproximadamente 5 x 10° células/kg, no mas de o aproximadamente 6 x 10° células/kg, no
mas de o aproximadamente 7 x 10% células/kg, no mas de o aproximadamente 8 x 10° células/kg, no méas de o
aproximadamente 9 x 10° células/kg, no mas de o aproximadamente 1 x 10° células/kg, o no mas de o
aproximadamente 2 x 10° células/kg. En algunos casos, la dosis de células comprende al menos o al menos
aproximadamente o es de o aproximadamente 2 x 10° de las células (p. €j., las que expresan antigenos, tal como las
células que expresan CAR) por kilogramo de peso corporal del sujeto (células/kg), tal como al menos o al menos
aproximadamente o es de o aproximadamente 3 x 10° células/kg, al menos o al menos aproximadamente o es de o
aproximadamente 4 x 10° células/kg, al menos o al menos aproximadamente o es de o aproximadamente 5 x 10°
células/kg, al menos o al menos aproximadamente o es de o aproximadamente 6 x 10° células/kg, al menos o al menos
aproximadamente o es de o aproximadamente 7 x 10° células/kg, al menos o al menos aproximadamente o es de o
aproximadamente 8 x 10° células/kg, al menos o al menos aproximadamente o es de o aproximadamente 9 x 10°
células/kg, al menos o al menos aproximadamente o es de o aproximadamente 1 x 10° células/kg, o al menos o al
menos aproximadamente o es de o aproximadamente 2 x 10° células/kg.

En determinados casos, las células o poblaciones individuales de subtipos de células, se administran al sujeto en un
intervalo de aproximadamente un millén a aproximadamente 100 mil millones de células y/o esa cantidad de células
por kilogramo de peso corporal, tal como, p. ej., de 1 millén a aproximadamente 50 mil millones de células (p. €j.,
aproximadamente 5 millones de células, aproximadamente 25 millones de células, aproximadamente 500 millones de
células, aproximadamente 1.000 millones de células, aproximadamente 5.000 millones de células, aproximadamente
20.000 millones de células, aproximadamente 30.000 millones de células, aproximadamente 40.000 millones de
células o un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores anteriores), tal como de aproximadamente 10
millones a aproximadamente 100 mil millones de células (p. ej., aproximadamente 20 millones de células,
aproximadamente 30 millones de células, aproximadamente 40 millones de células, aproximadamente 60 millones de
células, aproximadamente 70 millones de células, aproximadamente 80 millones de células, aproximadamente 90
millones de células, aproximadamente 10.000 millones de células, aproximadamente 25.000 millones de células,
aproximadamente 50.000 millones de células, aproximadamente 75.000 millones de células, aproximadamente 90.000
millones de células, o un intervalo definido por dos cualesquiera de los valores anteriores) y, en algunos casos, de
aproximadamente 100 millones de células a aproximadamente 50.000 millones de células (p. ej., aproximadamente
120 millones de células, aproximadamente 250 millones de células, aproximadamente 350 millones de células,
aproximadamente 450 millones de células, aproximadamente 650 millones de células, aproximadamente 800 millones
de células, aproximadamente 900 millones de células, aproximadamente 3.000 millones de células, aproximadamente
30.000 millones de células, aproximadamente 45.000 millones de células) o cualquier valor entre estos intervalos y/o
por kilogramo de peso corporal. Las dosis pueden variar dependiendo de los atributos particulares de la enfermedad
o trastorno y/o del paciente y/u otros tratamientos.

En algunos casos, la dosis de células es una dosis plana de células o una dosis fija de células, de modo que la dosis
de células no esté asociada ni basada en la superficie corporal o el peso del sujeto.
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En algunos casos, la dosis de células modificadas genéticamente comprende de o de aproximadamente 1 x 10%a 5 x
108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10° a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10° a
1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10%a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1x 10° a
2,5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10° a 1 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10°
a 5 x 10° linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10°% a 2,5 x 10° linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x
10° a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 108 a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x
108 a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 108 a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de
1x 108 a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 10° a 2,5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR,
de 1x 10%a 1 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 108 a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR,
de 1 x 108 a 2,5 x 10° linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 10°% a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan
CAR, de 2,5 x 10° a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 10° a 1 x 108 linfocitos T totales que
expresan CAR, de 2,5 x 10%a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 10%a 2,5 x 107 linfocitos T totales
que expresan CAR, de 2,5 x 10% a 1 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 10° a 5 x 10° linfocitos T
totales que expresan CAR, de 5 x 10%a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 5 x 10° a 2,5 x 108 linfocitos
T totales que expresan CAR, de 5 x 10% a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 5 x 10% a 5 x 107 linfocitos
T totales que expresan CAR, de 5x 10%a 2,5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 5x 108 a 1 x 107 linfocitos
T totales que expresan CAR, de 1x 107 a 5x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 107 a 2,5 x 108 linfocitos
T totales que expresan CAR, de 1 x 107 a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 107 a 5 x 107 linfocitos
T totales que expresan CAR, de 1 x 107 a 2,5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 107 a 5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 107 a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5x 107 a 1
x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 2,5 x 107 a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, de 5x 107 a
5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 5 x 107 a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 5 x 107
a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 108 a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, de 1 x 108
a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, o de 2,5 x 108 a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR.

En algunos casos, por ejemplo, donde el sujeto es un ser humano, la dosis incluye menos de aproximadamente 1 x
108 células totales que expresan el receptor recombinante (p. ej., CAR), linfocitos T o células mononucleares de sangre
periférica (CMSP), p. €]., en el intervalo de aproximadamente 1 x 10% a 1 x 108 células de este tipo, tales como 2 x 108,
5x 108 1x 107, 5x 107, 0 1 x 108 o el total de dichas células, o el intervalo entre dos de los valores anteriores. En
algunos casos, donde el sujeto es un ser humano, la dosis incluye entre aproximadamente 1 x 108 y 3 x 108 células
totales que expresan el receptor recombinante (p. ej., CAR), p. ej., en el intervalo de aproximadamente 1 x 107 a 2 x
108 células de este tipo, tales como un total de 1 x 107, 5 x 107, 1 x 10% 0 1,5 x 108 de dichas células, o el intervalo
entre dos de los valores anteriores. En algunos casos, al paciente se le administran multiples dosis, y cada una de las
dosis o la dosis total puede estar dentro de cualquiera de los valores anteriores. En algunos casos, la dosis de células
comprende la administracion de 1 x 10%a 5 x 108 o de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 5 x 108 linfocitos
T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, de 1 x 10° a 1 x 108 o de aproximadamente 1 x
10° a aproximadamente 1 x 108 linfocitos T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, de 5
x 10%a 1 x 107 o de aproximadamente 5 x 10° a aproximadamente 1 x 107 linfocitos T totales que expresan el receptor
recombinante o linfocitos T totales, o de 1 x 10% a 1 x 107 o de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 107
linfocitos T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, cada uno inclusive.

En algunos casos, los linfocitos T de la dosis incluyen linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+ o linfocitos T CD4+ y CD8+.

En algunos casos, por ejemplo, donde el sujeto es humano, los linfocitos T CD8+ de la dosis, incluidos en una dosis
que incluya linfocitos T CD4+ y CD8+, incluye entre aproximadamente 1 x 10° y 1 x 108 linfocitos CD8+ totales que
expresan el receptor recombinante (p. €., CAR), p. €]., en el intervalo de aproximadamente 5 x 10% a 1 x 108 células
de este tipo, 1 x 107, 2,5x 107, 5x 107, 7,5 x 107 0 1 x 108 total de dichas células, o el intervalo entre dos de los valores
anteriores. En algunos casos, al paciente se le administran multiples dosis, y cada una de las dosis o la dosis total
puede estar dentro de cualquiera de los valores anteriores. En algunos casos, la dosis de células comprende la
administracion de 1 x 107 a 0,75 x 102 o de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 0,75 x 108 linfocitos T CD8+
totales que expresan el receptor recombinante, de 1 x 107 a 2,5 x 107 o de aproximadamente 1 x 107 a
aproximadamente 2,5 x 107 linfocitos T CD8+ totales que expresan el receptor recombinante, de 1 x 107 a 0,75 x 108
o de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 0,75 x 108 linfocitos T CD8+ totales que expresan el receptor
recombinante, cada uno inclusive. En algunos casos, la dosis de células comprende la administracion de o
aproximadamente 1 x 107, 2,5 x 107, 5 x 107 7,5 x 107 0 1 x 108 linfocitos T CD8+ totales que expresan el receptor
recombinante.

En algunos casos, por ejemplo, donde el sujeto es humano, los linfocitos T CD4+ de la dosis, incluidos en una dosis
que incluya linfocitos T CD4+ y CD8+, incluye entre aproximadamente 1 x 10° y 1 x 108 linfocitos CD4+ totales que
expresan el receptor recombinante (p. €., CAR), p. €]., en el intervalo de aproximadamente 5 x 10% a 1 x 108 células
de este tipo, 1 x 107, 2,5x 107, 5x 107, 7,5 x 107 0 1 x 108 total de dichas células, o el intervalo entre dos de los valores
anteriores. En algunos casos, al paciente se le administran multiples dosis, y cada una de las dosis o la dosis total
puede estar dentro de cualquiera de los valores anteriores. En algunos casos, la dosis de células comprende la
administracion de 1 x 107 a 0,75 x 102 o de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 0,75 x 108 linfocitos T CD4+
totales que expresan el receptor recombinante, de 1 x 107 a 2,5 x 107 o de aproximadamente 1 x 107 a
aproximadamente 2,5 x 107 linfocitos T CD4+ totales que expresan el receptor recombinante, de 1 x 107 a 0,75 x 108
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o de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 0,75 x 108 linfocitos T CD4+ totales que expresan el receptor
recombinante, cada uno inclusive. En algunos casos, la dosis de células comprende la administracion de o
aproximadamente 1 x 107, 2,5 x 107, 5 x 107 7,5 x 107 0 1 x 108 linfocitos T CD4+ totales que expresan el receptor
recombinante.

En algunos casos, la dosis de células, p. €], linfocitos T que expresan el receptor recombinante, se administra al sujeto
como dosis Unica o se administra una sola vez en un periodo de dos semanas, un mes, tres meses, seis meses, 1 afio
0 mas.

En el contexto de la terapia celular adoptiva, la administracién de una "dosis" determinada abarca la administracién
de la cantidad o el nimero de células determinados como una Unica composiciéon y/o una Unica administracién
ininterrumpida, p. ej., como una Unica inyeccién o infusién continua, y también abarca la administracién de la cantidad
0 numero determinado de células como una dosis dividida 0 como una pluralidad de composiciones, proporcionadas
en multiples composiciones individuales o infusiones, durante un periodo de tiempo especificado, tal como no mas de
3 dias. Por lo tanto, en algunos contextos, la dosis es una administracidén Unica o continua del nimero especificado de
células, dada o iniciadas en un solo punto temporal individual. En algunos contextos, sin embargo, la dosis se
administra en multiples inyecciones o infusiones durante un periodo no superior a tres dias, tal como una vez al dia
durante tres dias o durante dos dias, 0 mediante infusiones multiples durante un periodo de un solo dia.

Por lo tanto, en algunos casos, las células de la dosis se administran en una Unica composicién farmacéutica. En
algunos casos, las células de la dosis se administran en una pluralidad de composiciones, que contiene colectivamente
las células de la dosis.

En algunos casos, la expresion "dosis fraccionada" se refiere a una dosis que se fracciona para que se administre en
méas de un dia. Este tipo de posologia se incluye en los presentes métodos y se considera una dosis Unica.

Por lo tanto, la dosis de células puede administrarse como una dosis dividida, p. ej., una dosis dividida administrada a
lo largo del tiempo. Por ejemplo, en algunos casos, la dosis puede administrarse al sujeto durante 2 dias o durante 3
dias. Los métodos ilustrativos de dosificacién dividida incluyen la administracién del 25 % de la dosis el primer dia y
la administracién del 75 % restante de la dosis el segundo dia. En otros casos, el 33 % de la dosis puede administrarse
el primer dia y el 67 % restante administrarse el segundo dia. En algunos casos, el 10 % de la dosis se administra el
primer dia, el 30 % de la dosis se administra el segundo dia, y el 60 % de la dosis se administra el tercer dia. En
algunos casos, la dosis dividida no se reparte en més de 3 dias.

En algunos casos, las células de la dosis pueden administrarse mediante la administracién de una pluralidad de
composiciones o soluciones, tales como una primera y una segunda, opcionalmente méas, cada una de las cuales
contiene algunas células de la dosis. En algunos casos, la pluralidad de composiciones, cada una de las cuales
contiene una poblacién y/o subtipos de células diferentes, se administran por separado o de forma independiente,
opcionalmente dentro de un cierto periodo de tiempo. Por ejemplo, las poblaciones o subtipos de células pueden incluir
linfocitos T CD8" y CD4*, respectivamente, y/o poblaciones enriquecidas en CD8+ y CD4+, respectivamente, p. €j.,
linfocitos T CD4+ y/o CD8+, cada una de las cuales incluye individualmente células modificadas genéticamente para
expresar el receptor recombinante. En algunos casos, la administracién de la dosis comprende la administraciéon de
una primera composicién que comprende una dosis de linfocitos T CD8+ o una dosis de linfocitos T CD4+ y la
administraciéon de una segunda composicién que comprende la otra de la dosis de linfocitos T CD4+ y los linfocitos T
CD8+.

En algunos casos, la administracién de la composicién o la dosis, p. ej., administracién de la pluralidad de
composiciones de células, implica la administracién de las composiciones de células por separado. En algunos casos,
las composiciones de células son composiciones de salida separadas producidas por los métodos divulgados, como
se describe en la Seccién |. En algunos casos, las distintas administraciones se llevan a cabo simultanea o
secuencialmente, en cualquier orden. En algunos casos, la dosis comprende una primera composiciéon y una segunda
composicion, y la primera composicién y la segunda composicién se administran con un intervalo de 0 a 12 horas, con
un intervalo de 0 a 6 horas o de 0 a 2 horas. En algunos casos, el inicio de la administracidn de la primera composicién
y el inicio de la administracién de la segunda composicién se llevan a cabo en un intervalo de no mas de 2 horas, no
mas de 1 hora o no mas de 30 minutos, no mas de 15 minutos, no mas de 10 minutos o no mas de 5 minutos. En
algunos casos, el inicio y/o finalizacién de la administracidén de la primera composicién y la finalizacién y/o inicio de la
administracién de la segunda composicién se llevan a cabo en un intervalo de no mas de 2 horas, no méas de 1 hora
0 no mas de 30 minutos, no mas de 15 minutos, no mas de 10 minutos o0 no méas de 5 minutos.

En alguna composicién, la primera composicidn, p. ej., primera composicién de la dosis, comprende linfocitos T CD4+.
En alguna composicién, la primera composicidn, p. ej., primera composicién de la dosis, comprende linfocitos T CD8+.
En algunos casos, la primera composicién se administra antes que la segunda composicién.

En algunos casos, la dosis o composicién de células incluye una proporcién definida o diana entre linfocitos T CD4+

que expresan un receptor recombinante y linfocitos T CD8+ que expresan un receptor recombinante y/o entre linfocitos
T CD4+ y linfocitos T CD8+, cuya proporcidn es opcionalmente de aproximadamente 1:1 o estd entre
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aproximadamente 1:3 y aproximadamente 3:1, tal como aproximadamente 1:1. En algunos casos, la administracién
de una composicién o dosis con la proporciéon diana o deseada de diferentes poblaciones celulares (tal como la
proporcién CD4+:CD8+ o la proporcibn CAR+CD4+.CAR+CD8+, p. ej., 1:1) implica la administracién de una
composicién de células que contenga una de las poblaciones y, a continuacién, la administracién de otra composicién
de células que comprenda la otra de las poblaciones, donde la administracién es o es aproximadamente la proporcién
diana o deseada. En algunos casos, la administracién de una dosis o composicién de células en una proporcién
definida conduce a una expansién, persistencia y/o actividad antitumoral mejorada de la terapia de linfocitos T.

En algunos casos, el sujeto recibe multiples dosis, p. ej., dos 0 méas dosis o multiples dosis consecutivas, de las células.
En algunos casos, se administran dos dosis a un sujeto. En algunos casos, el sujeto recibe la dosis consecutiva, p. €.,
la segunda dosis, se administra aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 21 dias
después de la primera dosis. En algunos casos, tras la primera dosis se administran varias dosis consecutivas, de
forma que se administren una o méas dosis adicionales tras la administracién de la dosis consecutiva. En algunos
casos, el numero de células administradas al sujeto en la dosis adicional es igual o similar al de la primera dosis y/o
dosis consecutiva. En algunos casos, la dosis o dosis adicionales son mayores que las dosis anteriores.

En algunos casos, el tamafio de la dosis primera y/o consecutiva se determina en funcién de uno o mas criterios, como
la respuesta del sujeto a un tratamiento previo, p. €j., quimioterapia, carga de enfermedad en el sujeto, tal como la
carga tumoral, volumen, tamafio o grado, extensién o tipo de metastasis, estadio y/o probabilidad o incidencia de que
el sujeto desarrolle resultados toxicos, p. ej., SLC, sindrome de activacién de macréfagos, sindrome de lisis tumoral,
neurotoxicidad y/o una respuesta inmunitaria del hospedador contra las células y/o los receptores recombinantes
administrados.

En algunos casos, el tiempo transcurrido entre la administracién de la primera dosis y la administracién de la dosis
consecutiva es de aproximadamente 9 a aproximadamente 35 dias, de aproximadamente 14 a aproximadamente 28
dias, o de 15 a 27 dias. En algunos casos, la administracién de la dosis consecutiva se produce en un momento
posterior a aproximadamente 14 dias e inferior a aproximadamente 28 dias después de la administracién de la primera
dosis. En algunos casos, el tiempo transcurrido entre la primera dosis y la consecutiva es de aproximadamente 21
dias. En algunos casos, una o mas dosis adicionales, p. €j., dosis consecutivas, se administran tras la administracién
de la dosis consecutiva. En algunos casos, la dosis o dosis consecutivas adicionales se administran al menos
aproximadamente 14 y menos de aproximadamente 28 dias después de la administracién de una dosis previa. En
algunos casos, la dosis adicional se administra menos de aproximadamente 14 dias después de la dosis anterior, por
ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 o 13 dias después de la dosis anterior. En algunos casos, ninguna dosis se
administra menos de aproximadamente 14 dias después de la dosis anterior y/o ninguna dosis se administra mas de
aproximadamente 28 dias después de la dosis anterior.

En algunos casos, la dosis de células, p. ej., células que expresan el receptor recombinante, comprende dos dosis (p.
ej., una dosis doble), que comprende una primera dosis de linfocitos T y una dosis consecutiva de linfocitos T, en
donde una o ambas de la primera y la segunda dosis comprenden la administracién de la dosis dividida de linfocitos
T.

En algunos casos, la dosis de células suele ser lo suficientemente grande como para ser eficaz en la reduccién de la
carga de la enfermedad.

En algunos casos, las células se administran a una dosificacién deseada, que en algunos casos incluye una dosis o
un numero deseados de células 0 uno o mas tipos celulares y/o una proporcién deseada de tipos celulares. Por lo
tanto, la dosificaciéon de células en algunos casos se basa en un nimero total de células (o niumero por kg de peso
corporal) y una proporcién deseada de las poblaciones individuales o subtipos, tales como la proporcién entre CD4+
y CD8+. En algunos casos, la dosificaciéon de células se basa en un nimero total deseado (o0 niUmero por kg de peso
corporal) de células en las poblaciones individuales o de tipos celulares individuales. En algunos casos, la dosificacién
se basa en una combinacién de dichos rasgos distintivos, tales como un niimero deseado de células totales, proporcién
deseada y numero total deseado de células en las poblaciones individuales.

En algunos casos, las poblaciones o subtipos de células, tales como linfocitos T CD8* y CD4*, se administran en o
dentro de una diferencia tolerada de una dosis deseada de células totales, tal como una dosis deseada de linfocitos
T. En algunos casos, la dosis deseada es un nimero deseado de células o un numero deseado de células por unidad
de peso corporal del sujeto al que se le administran las células, p. ej., células/kg. En algunos casos, la dosis deseada
es igual o superior a un nimero minimo de células o al nimero minimo de células por unidad de peso corporal. En
algunos casos, entre las células totales, administradas a la dosis deseada, las poblaciones individuales o subtipos
estan presentes en una proporcién de salida deseada (tal como una proporcién entre CD4+ y CD8+) o préxima a ella,
p. ej., dentro de una diferencia o un error tolerados determinados de una proporcién de este tipo.

En algunos casos, las células se administran en o dentro de una diferencia tolerada de una dosis deseada de una o
mas de las poblaciones individuales o subtipos de células, tal como una dosis deseada de linfocitos T CD4+ y/o una
dosis deseada de linfocitos T CD8+. En algunos casos, la dosis deseada es un nimero deseado de células del subtipo
o poblacién, o un nimero deseado de dichas células por unidad de peso corporal del sujeto al que se le administran
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las células, p. ej., células/kg. En algunos casos, la dosis deseada es igual o superior a un nimero minimo de células
de la poblacién o subtipo, o el nimero minimo de células de la poblacidén o subtipo por unidad de peso corporal.

Por lo tanto, en algunos casos, la dosificacién se basa en una dosis fija deseada de células totales y una proporcion
deseada, y/o se basa en una dosis fija deseada de uno o0 més, p. €j., de cada uno de los subtipos o subpoblaciones
individuales. Por lo tanto, en algunos casos, la dosificacién se basa en una dosis fijja 0 minima deseada de linfocitos
T y una proporciéon deseada entre linfocitos T CD4* y CD8*, y/o se basa en una dosis fija o minima deseada de
linfocitos T CD4* y/o CD8".

En algunos casos, las células se administran en o dentro de un intervalo tolerado de una proporcién de salida deseada
de multiples poblaciones o subtipos celulares, tales como linfocitos T o subtipos CD4+ y CD8+. En algunos casos, la
proporcién deseada puede ser una proporciéon especifica o puede ser un intervalo de proporciones, por ejemplo, en
algunos casos, la proporcién deseada (p. €j., la proporcién entre linfocitos CD4* y CD8*) es entre o aproximadamente
51 y o aproximadamente 5:1 (0 mas de aproximadamente 1:5 y menos de aproximadamente 5:1), o es entre o
aproximadamente 1:3 y o aproximadamente 3:1 (o0 méas de aproximadamente 1:3 y menos de aproximadamente 3:1),
tal como es entre o aproximadamente 2:1 y o aproximadamente 1:5 (0 méas de aproximadamente 1:5 y menos de
aproximadamente 2:1, tal como o aproximadamente 5:1, 4,5:1, 4.1, 3,5:1, 31, 2,5:1, 221, 1,91, 1,81, 1,71, 1,6:1,
1,5:1,1,41,1,31,1,21,1,1:1, 1.1, 1:11, 11,2, 1:1,3, 1:1,4, 1:1,5, 1:11,6, 1:1,7, 1:1,8, 1:1,9: 1:2, 1:2,5, 1:3, 1:3,5, 1:4,
1:4,5 0 1:5. En algunos casos, la diferencia tolerada esté dentro de aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2
%, aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %, aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %,
aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %, aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %,
aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %, aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 % de la
proporcidn deseada, incluyendo cualquier valor entre estos intervalos. En determinados casos, las composiciones de
linfocitos T CD4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos se combinan en la proporcién deseada y se
administran al sujeto como una Unica composicién de células. En casos particulares, las composiciones de linfocitos
T CD4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos se administran como composiciones separadas en la proporcién
deseada.

En casos particulares, los nimeros y/o concentraciones de células se refieren al nUmero de células que expresan el
receptor recombinante (p. ej., CAR). En otros casos, los nimeros y/o concentraciones de células se refieren al nimero
o concentracidn de todas las células, linfocitos T o células mononucleares de sangre periférica (CMSP) administradas.

En algunos casos, el tamafio de la dosis se determina en funcién de uno o mas criterios, tal como la respuesta del
sujeto a un tratamiento previo, p. ej., quimioterapia, carga de enfermedad en el sujeto, tal como la carga tumoral,
volumen, tamafio o grado, extensién o tipo de metastasis, estadio y/o probabilidad o incidencia de que el sujeto
desarrolle resultados toxicos, p. ej., SLC, sindrome de activacién de macréfagos, sindrome de lisis tumoral,
neurotoxicidad y/o una respuesta inmunitaria del hospedador contra las células y/o los receptores recombinantes
administrados.

En algunos casos, los métodos también incluyen la administracién de una o més dosis adicionales de células que
expresan un receptor de antigeno quimérico (CAR) y/o terapia de linfosupresidn, y/o se repiten una o més etapas de
los métodos. En algunos casos, la una o mas dosis adicionales es la misma que la dosis inicial. En algunos casos, la
una o mas dosis adicionales son diferentes de la dosis inicial, p. ej., superior, tal como 2 veces, 3 veces, 4 veces,
5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o0 10 veces 0 méas superior a la dosis inicial, o inferior, tal como, p. €],
inferior, tal como 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces o 10 veces o0 mas inferior a
la dosis inicial. En algunos casos, la administracion de una o més dosis adicionales se determina en funcién de la
respuesta del sujeto al tratamiento inicial 0 a cualquier tratamiento previo, carga de enfermedad en el sujeto, tal como
la carga tumoral, volumen, tamafio o grado, extensidén o tipo de metastasis, estadio y/o probabilidad o incidencia de
que el sujeto desarrolle resultados téxicos, p. ej., SLC, sindrome de activacién de macréfagos, sindrome de lisis
tumoral, neurotoxicidad y/o una respuesta inmunitaria del hospedador contra las células y/o los receptores
recombinantes administrados.

A. Respuesta, actividad y supervivencia

En algunos casos, las células, p. ej., las células de salida, producidas por los métodos divulgados en el presente
documento, p. ej., tal como se describe en la Seccién-I, se administran a un sujeto y se controla la respuesta,
supervivencia, y/o signos o sintomas de toxicidad.

En algunos casos, al menos un 35 %, al menos un 40 % o al menos un 50 % de los sujetos tratados con composiciones
de células, p. ej., composiciones de células terapéuticas que contienen linfocitos T CAR+ CD4+ y CD8+, alcanzan la
remision (RC); y/o al menos un 50 %, al menos un 60 % o al menos un 70 % de los sujetos tratados de acuerdo con
el método alcanzan una tasa de respuesta objetiva (TRO). En algunos casos, al menos o aproximadamente al menos
un 50 % de los sujetos, al menos o aproximadamente al menos un 60 % de los sujetos, al menos o aproximadamente
al menos un 70 % de los sujetos, al menos o aproximadamente al menos un 80 % de los sujetos o al menos o
aproximadamente al menos un 90 % de los sujetos tratados de acuerdo con el método alcanzan una RC y/o alcanzan
una respuesta objetiva (RO). En algunos casos, los criterios evaluados para determinar la eficacia del tratamiento
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incluyen la tasa de respuesta global (TRO), respuesta completa (RC), duracién de la respuesta (DDR), supervivencia
libre de progresion (SLP) y/o supervivencia global (SG).

En algunos casos, al menos el 40 % o al menos el 50 % de los sujetos tratados de acuerdo con los métodos divulgados
en el presente documento alcanzan la remision completa (RC), presentan una supervivencia libre de progresion (SLP)
y/o una supervivencia global (SG) superior a 3 meses o0 aproximadamente, 6 meses 0 12 meses; en promedio, los
sujetos tratados de acuerdo con el método presentan una mediana de la SLP o SG superior a o aproximadamente 6
meses, 12 meses o 18 meses; y/o el sujeto presenta SLP o SG tras el tratamiento durante al menos 6, 12, 18 o0 més
meses.

En algunos casos, las tasas de respuesta en los sujetos, tales como los sujetos con LNH, se basan en los criterios de
Lugano. (Cheson et al., (2014) JCO 32(27):3059-3067; Johnson et al., (2015) Radiology 2:323-338; Cheson, B.D.
(2015) Chin Clin Oncol 4(1):5). En algunos casos, la evaluacién de la respuesta utiliza cualquiera de los métodos
clinicos, hematolégicos y/o moleculares. En algunos casos, la respuesta evaluada segun los criterios de Lugano
implica el uso de tomografia por emisién de positrones (PET)-tomografia computarizada (TC) y/o TC, segln proceda.
Las evaluaciones PET-CT pueden comprender ademas el uso de fluorodesoxiglucosa (FDG) para los linfomas avidos
de FDG. En algunos casos, cuando se utilice PET-TC para evaluar la respuesta en histologias avidas de FDG, puede
utilizarse una escala de 5 puntos. En algunos aspectos, la escala de 5 puntos comprende los siguientes criterios: 1,
ninguna captacién por encima del fondo; 2, captacién < mediastino; 3, captaciéon > mediastino pero < higado; 4,
captacién moderada > higado; 5, captacién notablemente superior a la del higado y/o lesiones nuevas; X, nuevas
areas de captacidn que probablemente no estén relacionadas con el linfoma.

En algunos casos, una respuesta completa, tal y como se describe utilizando los criterios de Lugano, implica una
respuesta metabdlica completa y una respuesta radioldgica completa en varios puntos medibles. En algunos casos,
estos sitios incluyen los ganglios linfaticos y los sitios extralinfaticos, en donde una RC se describe como una
puntuacién de 1, 2 0 3 con o sin masa residual en la escala de 5 puntos, cuando se utiliza PET-TC. En algunos casos,
en el anillo de Waldeyer o en sitios extraganglionares con alta captacion fisiolégica o con activacién en el bazo o la
médula (p. ej., con quimioterapia o factores estimulantes de colonias mieloides), la captacién puede ser mayor de lo
normal en mediastino y/o higado. En esta circunstancia, puede inferirse una respuesta metabdlica completa si la
captacién en los sitios de afectacién inicial no es superior a la del tejido normal circundante, aunque el tejido tenga
una captacién fisiolégica elevada. En algunos casos, la respuesta se evalla en los ganglios linfaticos mediante TC,
en donde una RC se describe como la ausencia de focos extralinfaticos de enfermedad y los ganglios/masas
ganglionares diana deben retroceder hasta < 1,5 cm en el didmetro transversal mas largo de una lesién (LDi). Otros
lugares de evaluacién incluyen la médula 6sea, en donde la evaluacién basada en PET-TC debe indicar la ausencia
de evidencia de enfermedad avida de FDG en la médula y una evaluacién basada en TC debe indicar una morfologia
normal, que si es indeterminada debe ser IHC negativo. Otros lugares pueden incluir la evaluacién del agrandamiento
de los érganos, que deberia volver a la normalidad. En algunos casos, se evallan las lesiones no medidas y las
lesiones nuevas, que en el caso de la RC deberia estar ausente (Cheson et al., (2014) JCO 32(27):3059-3067; Johnson
et al., (2015) Radiology 2:323-338; Cheson, B.D. (2015) Chin Clin Oncol 4(1):5).

En algunos casos, una respuesta parcial (RP; también conocida en algunos casos como remisién parcial), tal y como
se describe utilizando los criterios de Lugano, implica una respuesta parcial metabdlica y/o radiol6gica en varios puntos
medibles. En algunos casos, estos sitios incluyen los ganglios linfaticos y los sitios extralinfaticos, en donde una RP
se describe como una puntuacién de 4 o 5 con una captacién reducida en comparacién con el valor basal y masa(s)
residual(es) de cualquier tamafio, cuando se utiliza PET-TC. Entre tanto, tales hallazgos pueden indicar la respuesta
de la enfermedad. Al final del tratamiento, tales hallazgos pueden indicar enfermedad residual. En algunos casos, la
respuesta se evalla en los ganglios linfaticos mediante TC, en donde una RP se describe como =50 % de disminucién
de la SPD de hasta 6 ganglios diana medibles y localizaciones extraganglionares. Si una lesiéon es demasiado pequefia
para medirla con TC, se asigha 5 mm x 5 mm como valor por defecto; si la lesién ya no es visible, el valor es 0 mm x
0 mm; para un nodo >5 mm x 5 mm, pero méas pequefio de lo normal, se utilizan para el célculo mediciones reales.
Otros lugares de evaluacién incluyen la médula 6sea, donde la evaluacién basada en PET-TC debe indicar una
captacién residual superior a la captacién en la médula normal, pero reducida en comparacién con el valor basal (se
permite captacién difusa compatible con cambios reactivos de la quimioterapia). En algunos casos, si hay cambios
focales persistentes en la médula en el contexto de una respuesta ganglionar, debe considerarse la posibilidad de
realizar una evaluacidn adicional con RM o biopsia, 0 una gammagrafia de intervalo. En algunos casos, otros lugares
pueden incluir la evaluaciéon del agrandamiento de los érganos, donde en el bazo la regresién debe ser >50 % en
longitud por encima de lo normal. En algunos casos, se evallan las lesiones no medidas y las lesiones nuevas, que
en el caso de la RP deberia estar ausente/normal, regresién, pero sin aumento. La ausencia de respuesta/enfermedad
estable (EE) o la enfermedad progresiva (EP) también pueden medirse mediante evaluaciones basadas en PET-TC
y/o TC. (Cheson et al., (2014) JCO 32(27):3059-3067; Johnson et al., (2015) Radiology 2:323-338; Cheson, B.D.
(2015) Chin Clin Oncol 4(1):5).

En algunos aspectos, la supervivencia libre de progresién (SLP) se describe como la duracién durante y después del
tratamiento de una enfermedad, tal como el cancer, durante la cual un paciente convive con la enfermedad pero no
empeora. En algunos casos, la respuesta objetiva (RO) se describe como una respuesta mensurable. En algunos
casos, la tasa de respuesta objetiva (TRO) se describe como la proporcidn de pacientes que logran una RC o una RP.
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En algunos casos, la supervivencia global (SG) se describe como el tiempo transcurrido desde la fecha del diagnéstico
o el inicio del tratamiento de una enfermedad, tal como el cancer, en el que los sujetos diagnosticados con la
enfermedad siguen vivos. En algunos casos, la supervivencia libre de acontecimientos (SLA) se describe como el
periodo de tiempo tras finalizar el tratamiento de un céncer en donde el sujeto permanece no presenta determinadas
complicaciones o acontecimientos que el tratamiento pretendia prevenir o retrasar. Estos acontecimientos pueden
incluir la reaparicién del cancer o la aparicién de determinados sintomas, tales como dolor 6seo por un cancer que se
ha extendido al hueso, o la muerte.

En algunos casos, la medida de la duracién de la respuesta (DDR) incluye el tiempo transcurrido desde la
documentacién de la respuesta tumoral hasta la progresiéon de la enfermedad. En algunos casos, el parametro para
evaluar la respuesta puede incluir la respuesta duradera, p. ej., respuesta que persiste tras un periodo de tiempo desde
el inicio de la terapia. En algunos casos, la respuesta duradera viene indicada por la tasa de respuesta
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 18 0 24 meses después del inicio del tratamiento. En algunos
casos, la respuesta es duradera durante mas de 3 meses 0 mas de 6 meses.

En algunos casos, se utilizan los criterios RECIST para determinar la respuesta tumoral objetiva; en algunos casos,
en tumores sélidos. (Eisenhauer et al., European Journal of Cancer 45 (2009) 228-247.) En algunos casos, los criterios
RECIST se utilizan para determinar la respuesta tumoral objetiva de las lesiones diana. En algunos aspectos, una
respuesta completa determinada mediante los criterios RECIST se describe como la desaparicién de todas las lesiones
diana y cualquier ganglio linfatico patolégico (ya sea diana o no) debe tener una reduccién en el eje corto a <10 mm.
En otros casos, una respuesta parcial determinada segun los criterios RECIST se describe como una disminucién de
al menos el 30 % en la suma de los diametros de las lesiones diana, tomando como referencia la suma de los diametros
en el basal. En otros casos, la enfermedad progresiva (EP) se define como un aumento de al menos un 20 % en la
suma de los didmetros de las lesiones diana, tomando como referencia la suma mas pequefia del estudio (esto incluye
si la suma en el basal es la méas pequefia del estudio). Ademas del aumento relativo del 20 %, la suma también debe
demostrar un aumento absoluto de al menos 5 mm (en algunos casos, la aparicién de una o mas lesiones nuevas
también se considera progresidén). En otros casos, la enfermedad estable (EE) se describe como ni una reduccion
suficiente para clasificarse como RP ni un aumento suficiente para calificarse como EP, tomando como referencia la
suma més pequefia de los diametros durante el estudio.

La carga de enfermedad puede abarcar un ndmero total de células de la enfermedad en el sujeto 0 en un érgano,
tejido o liquido corporal del sujeto, tal como el érgano o tejido del tumor u otra localizacién, p. ej., lo que indicaria
metéastasis. Por ejemplo, las células tumorales pueden detectarse y/o cuantificarse en la sangre o la médula 6sea en
el contexto de determinadas neoplasias hematolégicas. La carga de morbilidad puede incluir, en algunos casos, la
masa de un tumor, el nimero o la extension de las metastasis y/o el porcentaje de blastos presentes en la médula
osea.

En algunos casos, un sujeto tiene leucemia. El alcance de la carga de la enfermedad puede determinarse mediante la
evaluacién de la leucemia residual en sangre o médula 6sea.

En algunos casos, las tasas de respuesta en los sujetos, tales como los sujetos con LLC, se basan en los criterios de
respuesta del International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia (IWCLL) (Hallek, et al., Blood 2008, Jun 15;
111(12): 5446-5456). En algunos casos, estos criterios se describen a continuacién: remisién completa (RC; también
conocida en algunos casos como respuesta completa), que en algunos casos requiere la ausencia de linfocitos
clonales en sangre periférica mediante inmunofenotipado, ausencia de linfadenopatias, ausencia de hepatomegalia o
esplenomegalia, ausencia de sintomas constitucionales y recuentos sanguineos satisfactorios; remisién completa con
recuperacién incompleta de la médula (RCi), que en algunos casos se describe como RC mas arriba, pero sin
recuentos sanguineos normales; remisién parcial (RP; también conocida en algunos casos como respuesta parcial),
que en algunos casos se describe como una disminucién =50 % del recuento de linfocitos, reduccién = 50 % de las
linfadenopatias o reduccién = 50 % en higado o bazo, junto con una mejora en los recuentos de sangre periférica;
enfermedad progresiva (EP), que en algunos casos se describe como = 50 % de aumento del recuento de linfocitos
hasta > 5 x10%1, 2 50 % de aumento de las linfadenopatias, = 50 % de aumento del tamafio del higado o del bazo,
transformacién de Richter o nuevas citopenias debidas a la LLC; y enfermedad estable, que en algunos casos se
describe como que no cumple los criterios de RC, RCi, RP o EP.

En algunos casos, los sujetos presentan una RC o RO si, en el plazo de 1 mes tras la administracién de la dosis de
células, los ganglios linfaticos del sujeto tienen un tamafio inferior a o aproximadamente 20 mm, inferior a o
aproximadamente 10 mm de tamafio o inferior a 0 aproximadamente 10 mm de tamafio.

En algunos casos, no se detecta un clon de referencia de la LLC en la médula ésea del sujeto (ni en la médula 4sea
de mas del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o més de los sujetos tratados de acuerdo con los métodos. En algunos
casos, un clon de referencia de la LLC se evalla mediante secuenciacién profunda de IgH. En algunos casos, el clon
de referencia no se detecta en un momento que es o aproximadamente es o es al menos o aproximadamente 1, 2, 3,
4,5, 6, 12, 18 0 24 meses después de la administracién de las células.

En algunos casos, un sujeto presenta enfermedad morfolégica si hay un porcentaje superior o igual al 5 % de blastos
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en la médula ésea, por ejemplo, detectado por microscopia 6ptica, tal como superior o igual al 10 % de blastos en la
médula 6sea, superior o igual al 20 % de blastos en la médula 6sea, superior o igual al 30 % de blastos en la médula
Osea, superior o igual al 40 % de blastos en la médula 6sea o superior o igual al 50 % de blastos en la médula 6sea.
En algunos casos, un sujeto presenta remisién completa o clinica si hay menos de un 5 % de blastos en la médula
osea.

En algunos casos, un sujeto tiene leucemia. El alcance de la carga de la enfermedad puede determinarse mediante la
evaluacién de la leucemia residual en sangre o médula 6sea.

En algunos casos, un sujeto presenta enfermedad morfolégica si hay un porcentaje superior o igual al 5 % de blastos
en la médula ésea, por ejemplo, detectado por microscopia 6ptica, tal como superior o igual al 10 % de blastos en la
médula 6sea, superior o igual al 20 % de blastos en la médula 6sea, superior o igual al 30 % de blastos en la médula
Osea, superior o igual al 40 % de blastos en la médula 6sea o superior o igual al 50 % de blastos en la médula 6sea.
En algunos casos, un sujeto presenta remisién completa o clinica si hay menos de un 5 % de blastos en la médula
osea.

En algunos casos, un sujeto puede mostrar una remisién completa, pero existe una pequefia proporcién de células
leucémicas residuales morfolégicamente indetectables (mediante técnicas de microscopia éptica). Se dice que un
sujeto presenta enfermedad residual minima (ERM) si el sujeto presenta menos del 5 % de blastos en la médula ésea
y presenta céncer detectable molecularmente. En algunos casos, el cancer detectable molecularmente puede
evaluarse utilizando cualquiera de las diversas técnicas moleculares que permiten la deteccién sensible de un pequefio
namero de células. En algunos casos, entre estas técnicas se incluyen los ensayos de PCR, que pueden determinar
reordenamientos Unicos de genes de receptores de lg/linfocitos T o transcritos de fusién producidos por
translocaciones cromosémicas. En algunos casos, la citometria de flujo puede utilizarse para identificar células
cancerosas basandose en inmunofenotipos especificos de la leucemia. En algunos casos, la deteccién molecular del
cancer puede detectar tan sélo 1 célula leucémica en 100.000 células normales. En algunos casos, un sujeto presenta
ERM detectable molecularmente si se detecta al menos 0 mas de 1 célula leucémica en 100.000 células, tal como por
PCR o citometria de flujo. En algunos casos, la carga de enfermedad de un sujeto es molecularmente indetectable o
ERM-, de manera que, en algunos casos, no se pueden detectar células leucémicas en el sujeto mediante técnicas de
PCR o citometria de flujo.

En algunos casos, un clon de referencia de leucemia, por ejemplo, LLC, no se detecta en la médula ésea del sujeto (o
en la médula ésea de més del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o mas de los sujetos tratados de acuerdo con los
métodos. En algunos casos, un clon de referencia de leucemia, por ejemplo, LLC, se evalla mediante secuenciacion
profunda de IgH. En algunos casos, el clon de referencia no se detecta en un momento que es o aproximadamente es
o es al menos o aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18 0 24 meses después de la administracién de las células.

En algunos casos, la ERM se detecta mediante citometria de flujo. La citometria de flujo puede utilizarse para
monitorizar muestras de médula ésea y sangre periférica en busca de células cancerosas. En casos particulares, la
citometria de flujo se utiliza para detectar o monitorizar la presencia de células cancerosas en la médula 6sea. En
algunos casos, la deteccién inmunolégica multiparamétrica mediante citometria de flujo se utiliza para detectar células
cancerosas (véase, por ejemplo, Coustan-Smith et al., (1998) Lancet 351:550-554). En algunos casos, la deteccién
inmunolégica multiparamétrica por citometria de masas se utiliza para detectar células cancerosas. En algunos
ejemplos, pueden utilizarse 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 parametros para
detectar células cancerosas. Los antigenos utilizados para la deteccidn se seleccionan en funcidén del cancer detectado
(Foon y Todd (1986) Blood 68:1-31).

En algunos casos, la administracién de una dosis o composicién de células producidas por los métodos divulgados en
el presente documento reduce la carga de la enfermedad o afeccién, p. ej., nimero de células tumorales, tamafio del
tumor, duracién de la supervivencia del paciente o la supervivencia libre de acontecimientos, en mayor grado y/o
durante un mayor periodo de tiempo en comparacién con la reduccién que se observaria con un método comparable
utilizando células generadas por un proceso alternativo. En algunos casos, la carga de una enfermedad o afeccién en
el sujeto se detecta, evalla o mide. La carga de enfermedad puede detectarse en algunos casos detectando el nimero
total de células afectadas o asociadas a la enfermedad, p. ej., células tumorales, en el sujeto o0 en un érgano, tejido o
liquido corporal del sujeto, tal como sangre o suero. En algunos casos, se evalla la supervivencia del sujeto, la
supervivencia dentro de un determinado periodo de tiempo, el grado de supervivencia, la presencia o duracién de
supervivencia libre de acontecimiento o sintomas, o la supervivencia libre de recaida. En algunos casos, se evalla
cualquier sintoma de la enfermedad o afeccién. En algunos casos, se especifica la medida de la carga de enfermedad
o afeccion.

En algunos casos, la tasa de supervivencia libre de acontecimientos o la tasa de supervivencia global del sujeto se
mejora mediante la administracion de células producidas a partir de los métodos divulgados, p. ej., los métodos
descritos en la Seccién-l, en comparacién con las células generadas por métodos alternativos. Por ejemplo, en algunos
casos, la tasa o probabilidad de supervivencia libre de acontecimientos para los sujetos tratados con los métodos a
los 6 meses de la dosis es superior a aproximadamente el 40 %, superior a aproximadamente el 50 %, superior a
aproximadamente el 60 %, superior a aproximadamente el 70 %, superior a aproximadamente el 80 %, superior a
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aproximadamente el 90 % o superior a aproximadamente el 95 %. En algunos casos, la tasa de supervivencia global
es superior a aproximadamente el 40 %, superior a aproximadamente el 50 %, superior a aproximadamente el 60 %,
superior a aproximadamente el 70 %, superior a aproximadamente el 80 %, superior a aproximadamente el 90 % o
superior a aproximadamente el 95 %. En algunos casos, el sujeto tratado con las células producidas por los métodos
divulgados presenta una supervivencia libre de acontecimientos, supervivencia sin recaida, o supervivencia hasta al
menos 6 meses, o almenos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 afios. En algunos casos, se mejora el tiempo de progresion,
tal como un tiempo hasta la progresién superior a 6 meses, o al menos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 afios.

En algunos casos, tras el tratamiento con el método, la probabilidad de recaida se reduce en comparacién con otros
métodos, por ejemplo, los métodos en los que el sujeto recibe una terapia celular que contiene células producidas por
métodos alternativos. Por ejemplo, en algunos casos, la probabilidad de recaida a los 6 meses de la primera dosis es
inferior a aproximadamente el 80 %, menos de aproximadamente el 70 %, menos de aproximadamente el 60 %, menos
de aproximadamente el 50 %, menos de aproximadamente el 40 %, menos de aproximadamente el 30 %, menos de
aproximadamente el 20 % o menos de aproximadamente el 10 %.

B. Toxicidad

En determinados casos, las células, p. ej., las células de salida, producidas por los métodos divulgados en el presente
documento, p. ej.,, tal como se describe en la Seccién-l, se administran a un sujeto, y éste es controlado para detectar
signos o sintomas de toxicidad.

En determinados casos, la dosis o la composicién de las células, p. €j., las células de salida producidas por los métodos
divulgados dan lugar a una menor tasa y/o un menor grado de toxicidad, resultado o sintoma téxico, perfil promotor
de toxicidad, factor o propiedad, tal como un sintoma o resultado asociado con o indicativo de sindrome de liberacién
de citocinas (SLC) o neurotoxicidad, por ejemplo, en comparacién con la administracion de una terapia celular
alternativa, tal como una composicién de linfocitos T CAR+ producida mediante un proceso alternativo.

En algunos casos, la administracién de células producidas por los métodos divulgados no tiene como resultado una
tasa o probabilidad elevada de toxicidad o resultados téxicos, o reduce la tasa o probabilidad de toxicidad o resultados
téxicos, tal como la neurotoxicidad (NT), sindrome de liberacién de citocinas (SLC), tal como en comparacién con otras
terapias celulares y/o células producidas por métodos alternativos. En algunos casos, la administracién de las células,
p. €j., las células de salida, producidas por los métodos divulgados tienen como resultado, 0 no aumentan el riesgo
de, NT grave (NTg), SLC grave (SLCg), sindrome de activaciéon de macréfagos, sindrome de lisis tumoral, fiebre de al
menos o aproximadamente 38 grados Celsius durante tres o méas dias y un nivel plasmatico de PCR de al menos o
aproximadamente 20 mg/dl. En algunos casos, mas de o més de aproximadamente el 30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 55 %,
60 % o mas de los sujetos tratados de acuerdo con los métodos divulgados no presentan ningun grado de SLC ni
ningln grado de neurotoxicidad. En algunos casos, no méas de un 50 % de los sujetos tratados (p. ej., al menos un 60
%, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 % o més de los sujetos tratados) presentan un sindrome de
liberacion de citocinas (SLC) superior al grado 2 y/o una neurotoxicidad superior al grado 2. En algunos casos, al
menos el 50 % de los sujetos tratados de acuerdo con el método (p. ej., al menos un 60 %, al menos un 70 %, al
menos un 80 %, al menos un 90 % o més de los sujetos tratados) no presentan un resultado téxico grave (p. ej., SLC
grave o neurotoxicidad grave), tal como que no presenten neurotoxicidad de grado 3 o superior y/o que no presenten
SLC grave, o que no lo presenten en un determinado periodo de tiempo tras el tratamiento, tal como en el plazo de
una semana, dos semanas o un mes desde la administracién de las células. En algunos casos, los parametros
evaluados para determinar ciertas toxicidades incluyen los acontecimientos adversos (AA), las toxicidades limitantes
de la dosis (TLD), el SLC y la NT.

La administracién de terapia celular T adoptiva, tal como el tratamiento con linfocitos T que expresan receptores de
antigenos quiméricos, puede inducir efectos o resultados tdxicos tales como el sindrome de liberacién de citocinas y
la neurotoxicidad. En algunos ejemplos, tales efectos o resultados son paralelos a niveles elevados de citocinas
circulantes, que pueden subyacer a la toxicidad observada.

En algunos casos, el resultado téxico estd asociado o es indicativo del sindrome de liberacién de citocinas (SLC) o del
SLC grave (SLCq). EI SLC, p. ej., SLCqg, puede producirse en algunos casos tras la terapia de linfocitos T adoptiva y
la administracién a sujetos de otros productos bioldgicos. Véase Davila et al., Sci Transl Med 6, 224ra25 (2014),
Brentjens et al.,, Sci. Transl. Med. 5, 177ra38 (2013); Grupp et al,, N. Engl. J. Med. 368, 1509-1518 (2013); y
Kochenderfer et al., Blood 119, 2709-2720 (2012); Xu et al., Cancer Letters 343 (2014) 172-78.

Normalmente, el SLC estd causado por una respuesta inmunitaria sistémica exagerada mediada por, por ejemplo,
linfocitos T, linfocitos B, linfocitos NK, monocitos y/o macréfagos. Estas células pueden liberar una gran cantidad de
mediadores inflamatorios, tales como citocinas y quimiocinas. Las citocinas pueden desencadenar una respuesta
inflamatoria aguda y/o inducir dafios en los 6rganos endoteliales, lo que puede provocar fugas microvasculares,
insuficiencia cardiaca o muerte. El SLC grave potencialmente mortal puede provocar infiltracién pulmonar y lesiones
pulmonares, insuficiencia renal o coagulacién intravascular diseminada. Otras toxicidades graves potencialmente
mortales pueden incluir toxicidad cardiaca, dificultad respiratoria, toxicidad neuroldgica y/o insuficiencia hepatica.
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El SLC puede tratarse con una terapia antiinflamatoria, tal como una terapia anti-IL-6, p. €j., anticuerpo anti-IL-6, p. €],
tocilizumab, o antibiéticos u otros agentes como se describe. Los resultados, signos y sintomas del SLC son conocidos
e incluyen los descritos en el presente documento. En algunos casos, en los que una pauta posolégica o una
administracién concretas afectan o no afectan a un determinado resultado, signo o sintoma asociado al SLC, se
pueden especificar resultados, signos y sintomas y/o cantidades o grados concretos de los mismos.

En el contexto de la administracién de células que expresan CAR, el SLC suele producirse entre 6 y 20 dias después
de la infusién de células que expresan un CAR. Véase Xu et al., Cancer Letters 343 (2014) 172-78. En algunos casos,
el SLC se produce menos de 6 dias 0 mas de 20 dias después de la infusién de linfocitos T CAR. La incidencia y el
momento de aparicién del SLC pueden estar relacionados con los niveles basales de citocinas o la carga tumoral en
el momento de la infusién. Habitualmente, el SLC implica niveles séricos elevados de interferén (IFN)-y, factor de
necrosis tumoral (TNF)-a, y/o interleucina (IL)-2. Otras citocinas que pueden inducirse rapidamente en el SLC son la
IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10.

Los resultados ilustrativos asociados al SLC incluyen fiebre, rigores, escalofrios, hipotensién, disnea, sindrome de
dificultad respiratoria aguda (SDRA), encefalopatia, elevaciéon de ALT/AST, insuficiencia renal, trastornos cardiacos,
hipoxia, alteraciones neuroldgicas y muerte. Las complicaciones neurolégicas incluyen el delirio, actividad convulsiva,
confusién, dificultad para encontrar palabras, afasia y/u obnubilacién. Otros resultados relacionados con el SLC
incluyen la fatiga, nauseas, cefalea, convulsiones, taquicardia, mialgias, erupcién cutanea, sindrome de fuga vascular
aguda, deterioro de la funcién hepética e insuficiencia renal. En algunos casos, el SLC se asocia a un aumento de uno
0 mas factores, tales como la ferritina sérica, dimero D, aminotransferasa, lactato deshidrogenasa y triglicéridos, o con
hipofibrinogenemia o hepatoesplenomegalia.

Se han desarrollado criterios de SLC que parecen correlacionarse con la aparicién de SLC para predecir qué pacientes
tienen més probabilidades de correr el riesgo de desarrollar SLCg (véase Davilla et al. Science translational medicine.
2014; 6 (224). 224ra25). Los factores incluyen fiebre, hipoxia, hipotensién, cambios neurolégicos, niveles séricos
elevados de citocinas inflamatorias, tal como un conjunto de siete citocinas (IFNy, IL-5, IL-6, IL-10, FIt-3L, fractalquina
y GM-CSF) cuya elevacién inducida por el tratamiento puede correlacionarse bien tanto con la carga tumoral previa al
tratamiento como con los sintomas del SLCg. Se conocen otras directrices sobre el diagnéstico y el tratamiento del
SLC (véase, por ejemplo, Lee et al, Blood. 2014;124(2):188-95). En algunos casos, los criterios que reflejan el grado
de SLC son los que se detallan en la Tabla 2 a continuacién.

Tabla 2: Criterios de calificacion ilustrativos para el SLC

Grado Descripcion de los sintomas
1 Leve No es potencialmente mortal, solo requieren tratamiento sintomatico, tal como antipiréticos
y antieméticos (p. €j., fiebre, nduseas, fatiga, dolor de cabeza, mialgias, malestar general)
2 Moderado Requieren y responden a una intervencién moderada:

* Necesidad de oxigeno < 40 %, o

* Hipotensién que responde a liquidos 0 a una dosis baja de un Unico vasopresor, o

* Toxicidad organica de grado 2 (segun CTCAE v4.0)

3 Grave Requieren y responden a una intervencién agresiva:

* Necesidad de oxigeno 240 %, o

* Hipotensién que requiere dosis altas de un Unico vasopresor (p. €j., norepinefrina = 20
pg/kg/min, dopamina 2 10 pg/kg/min, fenilefrina 2 200 pg/kg/min, o epinefrina = 10
Ha/kg/min), o bien

* Hipotensién que requiere multiples vasopresores (p. €j., vasopresina + uno de los agentes
anteriores, o vasopresores combinados equivalentes a 2 20 pug/kg/min de norepinefrina), o
* Toxicidad orgénica de grado 3 o transaminitis de grado 4 (segun CTCAE v4.0)

4 Potencialmente Potencialmente mortal:

mortal _ _ _ _ _
* Necesidad de asistencia respiratoria, o
* Toxicidad orgénica de grado 4 (excluida la transaminitis)
5 Mortal Muerte

En algunos casos, se considera que un sujeto desarrolla un "SLC grave" ("SLCg") en respuesta o secundariamente a
la administracién de una terapia celular o de una dosis de células de la misma, si, después de la administracién, el
sujeto muestra: (1) fiebre de al menos 38 grados Celsius durante al menos tres dias; (2) elevacién de citocinas que
incluya (a) un factor de cambio maximo de al menos 75 para al menos dos del siguiente grupo de siete citocinas en
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comparacién con el nivel inmediatamente posterior a la administracion: interferén gamma (IFNy), GM-CSF, IL-6, IL-
10, FIt-3L, fractalquina e IL-5 y/o (b) un factor de cambio maximo de al menos 250 para al menos una del siguiente
grupo de siete citocinas en comparacion con el nivel inmediatamente posterior a la administracion: interferén gamma
(IFNy), GM-CSF, IL-6, IL-10, Flt-3L, fractalquina e IL-5; y (c) al menos un signo clinico de toxicidad tal como hipotensién
(que requiera al menos un vasopresor intravenoso) o hipoxia (PO2 < 90 %) o uno o mas trastorno(s) neurolégico(s)
(incluidos cambios del estado mental, embotamiento y/o convulsiones). En algunos casos, el SLC grave incluye el
SLC con un grado igual o superior a 3, tal como se expone en la Tabla 2.

En algunos casos, los resultados asociados al SLC grave o de grado 3 o superior, tal como grado 4 o superior, incluyen
uno o més de: fiebre persistente, p. ¢j., fiebre de una temperatura determinada, p. ej., superior o aproximadamente 38
grados Celsius, durante dos o mas, p. €j., tres 0 més, p. ej.,, cuatro o mas dias o durante al menos tres dias
consecutivos; fiebre superior a 0 aproximadamente 38 grados Celsius; elevacidn de las citocinas, tal como un factor
de cambio maximo, p. €j., de al menos o aproximadamente 75, en comparacion con los niveles previos al tratamiento
de al menos dos citocinas (p. ej., al menos dos del grupo formado por interferén gamma (IFNy), GM-CSF, IL-6, IL-10,
FIt-3L, fractalquina e IL-5, y/o factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)), o un factor de cambio méximo, p. ej., de al
menos o aproximadamente 250 de al menos una de dichas citocinas; y/o al menos un signo clinico de toxicidad, tal
como hipotensién (p. ej., medida por al menos un vasopresor intravenoso); hipoxia (p. e€j., niveles de oxigeno
plasmatico (PO,) inferiores a o aproximadamente un 90 %); y/o uno o mas trastornos neurolégicos (incluidas
alteraciones del estado mental, embotamiento y convulsiones). En algunos casos, el SLC grave incluye el SLC que
requiere tratamiento o cuidados en la unidad de cuidados intensivos (UCI).

En algunos casos, el SLC, tal como el SLC grave, abarca una combinacién de (1) fiebre persistente (fiebre de al menos
38 grados Celsius durante al menos tres dias) y (2) un nivel sérico de PCR de al menos o aproximadamente 20 mg/dl.
En algunos casos, el SLC engloba la hipotensién que requiere el uso de dos 0 mas vasopresores o la insuficiencia
respiratoria que requiere ventilacion mecanica. En algunos casos, se aumenta la dosis de vasopresores en una
segunda o posterior administracién.

En algunos casos, el SLC grave o de grado 3 engloba un aumento de la alanina aminotransferasa, un aumento de la
aspartato aminotransferasa, escalofrios, neutropenia febril, cefalea, disfuncién ventricular izquierda, encefalopatia,
hidrocefalia y/o temblor.

Puede especificarse el método de medicién o deteccién de los distintos resultados.

En algunos casos, el resultado téxico es o esta asociado a neurotoxicidad. En algunos casos, los sintomas asociados
con un riesgo clinico de neurotoxicidad incluyen confusién, delirios, afasia expresiva, embotamiento, mioclonia,
letargia, estado mental alterado, convulsiones, actividad convulsiva, ataques (opcionalmente confirmados por
electroencefalograma [EEG]), niveles elevados de beta amiloide (AB), niveles elevados de glutamato, y niveles
elevados de radicales de oxigeno. En algunos casos, la neurotoxicidad se clasifica en funcién de la gravedad (p. ej.,
utilizando una escala de Grado 1-5 (véase, p. ej., Guido Cavaletti & Paola Marmiroli Nature Reviews Neurology 6, 657-
666 (diciembre de 2010); Instituto Nacional del Céancer-Criterios Comunes de Toxicidad versién 4.03 (NCI-CTCAE
v4.03).

En algunos casos, los sintomas neurolégicos pueden ser los primeros sintomas del SLCg. En algunos casos, se
observa que los sintomas neurolégicos comienzan entre 5 y 7 dias después de la infusién de la terapia celular. En
algunos casos, la duracién de los cambios neuroldgicos puede variar de 3 a 19 dias. En algunos casos, la recuperacién
de los cambios neurolégicos se produce después de que se hayan resuelto otros sintomas del SLCg. En algunos
casos, el tiempo o grado de resolucidn de los cambios neurolégicos no se acelera con el tratamiento con anti-IL-6 y/o
esteroide(s).

En algunos casos, se considera que un sujeto desarrolla "neurotoxicidad grave" en respuesta a la administraciéon de
una terapia celular o de una dosis de células de la misma, o como efecto secundario de la misma, si, después de la
administracion, el sujeto presenta sintomas que limitan su autocuidado (p. ej., bafiarse, vestirse y desvestirse,
alimentarse, ir al bafio, tomar medicamentos) de entre: 1) sintomas de neuropatia motora periférica, incluida la
inflamacidén o degeneracién de los nervios motores periféricos; 2) sintomas de neuropatia sensorial periférica, incluida
la inflamacién o degeneracién de los nervios sensoriales periféricos, disestesia, tal como la distorsién de la percepcion
sensorial, provocando una sensacién anormal y desagradable, neuralgia, tal como sensacién dolorosa intensa a lo
largo de un nervio o un grupo de nervios, y/o parestesia, tales como alteraciones funcionales de las neuronas
sensoriales que dan lugar a sensaciones cutaneas anormales de hormigueo, entumecimiento, presion, frio y calor en
ausencia de estimulo. En algunos casos, la neurotoxicidad grave incluye la neurotoxicidad de grado 3 o superior, tal
como se establece en la Tabla 3.
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Tabla 3: Criterios de clasificacion ilustrativos para la neurotoxicidad

Grado Descripcion de los sintomas

1 Asintomatico o Sintomas leves o asintomaticos

leve
2 Moderado Presencia de sintomas que limitan las actividades instrumentales de la vida diaria (AVD),
tales como preparar comidas, compra de alimentos o ropa, uso del teléfono, manejo de
dinero
3 Grave Presencia de sintomas que limitan las AVD de autocuidado, tales como bafiarse, vestirse y

desvestirse, alimentarse a si mismo, uso del bafio, toma de medicamentos
4 Potencialmente | Sintomas que son potencialmente mortales, que requieren una intervencién urgente
mortal
5 Mortal Muerte

En algunos casos, los métodos reducen los sintomas asociados al SLC o la neurotoxicidad en comparacién con otros
métodos. En algunos casos, los métodos divulgados reducen los sintomas, resultados o factores asociados al SLC,
incluidos los sintomas, resultados o factores asociados al SLC grave o de grado 3 o superior, en comparacién con
otros métodos. Por ejemplo, los sujetos tratados de acuerdo con los presentes métodos pueden carecer de sintomas
detectables y/o presentar menores sintomas, resultados o factores del SLC, p. ej., SLC grave o SLC de grado 3 o
superior, tal como cualquiera de los descritos, p. €j., como se establece en la Tabla 2. En algunos casos, los sujetos
tratados de acuerdo con los presentes métodos pueden presentar sintomas reducidos de neurotoxicidad, tales como
debilidad o entumecimiento de las extremidades, pérdida de memoria, vision y/o intelecto, comportamientos obsesivos
y/o compulsivos incontrolables, delirio, cefalea, problemas cognitivos y de comportamiento, incluida la pérdida de
control motor, deterioro cognitivo, disfuncién del sistema nervioso auténomo y disfuncién sexual, en comparacién con
los sujetos tratados con otros métodos. En algunos casos, los sujetos tratados de acuerdo con los presentes métodos
pueden presentar una reduccién de los sintomas asociados a la neuropatia motora periférica, neuropatia sensorial
periférica, disestesia, neuralgia o parestesia.

En algunos casos, la administracién de células producidas por los métodos divulgados reduce los resultados asociados
con la neurotoxicidad, incluidos los dafios al sistema nervioso y/o al cerebro, tal como la muerte de neuronas. En
algunos casos, los métodos reducen el nivel de factores asociados a la neurotoxicidad, tal como el beta amiloide (AB),
glutamato y radicales de oxigeno.

En algunos casos, se administra una o mas intervenciones o agentes para tratar la toxicidad, tales como las terapias
dirigidas a la toxicidad, en un momento en donde o inmediatamente después de que se determine o confirme que el
sujeto (como cuando se determina o confirma por primera vez) presenta fiebre continuada, por ejemplo, medida seguln
cualquiera de los casos mencionados. En algunos casos, la una o mas terapias dirigidas a la toxicidad se administra
dentro de un cierto periodo de tiempo tras dicha confirmacién o determinacién, tales como en un plazo de 30 minutos,
1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 6 horas, u 8 horas de las mismas.

IV. ARTICULOS MANUFACTURADOS

También se divulgan articulos manufacturados y kits que contienen células modificadas genéticamente que expresan
un receptor recombinante producido por los métodos divulgados en el presente documento, tales como los métodos
descritos en la Seccién | y/o las composiciones de salida de células descritas en la Seccidén IF, y opcionalmente
instrucciones de uso, por ejemplo, instrucciones para administrar las células modificadas a un sujeto, tal como
mediante los métodos descritos en la Seccidn 1.

En algunos casos, en el presente documento se divulgan articulos manufacturados y/o kits que incluyen una
composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las células modificadas
genéticamente descritas en el presente documento, e instrucciones para su administracién, a un sujeto para tratar una
enfermedad o afeccién. En algunos casos, las instrucciones pueden especificar algunos o todos los elementos de los
métodos para administrar las células que se divulgan en el presente documento. En algunos casos, las instrucciones
especifican instrucciones particulares para la administracién de las células para terapia celular, p. ej., dosis, momento,
seleccién y/o identificacién de los sujetos para la administracién y condiciones de administracion. En algunos casos,
los articulos manufacturados y/o kits comprenden ademas un agente para la terapia de linfosupresién, y opcionalmente
incluyen ademas instrucciones para administrar la terapia de linfosupresién. En algunos casos, las instrucciones
pueden incluirse como etiqueta o prospecto que acompafie a las composiciones para administracion.

En algunos casos, el articulo manufacturado puede tener un recipiente, opcionalmente un vial, que contiene una
composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos que expresan un receptor recombinante. En algunos casos, el articulo
manufacturado o kit comprende opcionalmente un segundo recipiente, opcionalmente un segundo vial, que contiene
una composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos que expresan un receptor recombinante. En algunos casos, se
incluye un crioprotector con las células. En algunos casos, el recipiente es un vial o una bolsa. En algunos casos, el
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recipiente contiene una composicién de linfocitos T CD4+ y CD8+ enriquecidos.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos dentro del recipiente incluye al menos un 60 %,
al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+. En determinados casos, la composicién del recipiente incluye al
menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %,
0 un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD4+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido
transducidos o transfectados con el polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicién de linfocitos
T CD4+ enriquecidos dentro del recipiente incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos del 25
%, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1 %, 0 menos del
0,01 % de linfocitos T CD8+, y/o no contiene linfocitos T CD8+, y/o esta exenta o sustancialmente exenta de linfocitos
T CD8+.

En algunos casos, la composicién de linfocitos T CD8+ enriquecidos dentro del recipiente incluye al menos un 60 %,
al menos un 65 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o un o
aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+. En casos particulares, la composicién con el recipiente tiene al
menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %,
0 un o aproximadamente un 100 % de linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante y/o han sido
transducidos o transfectados con el polinucleétido recombinante. En determinados casos, la composicién de linfocitos
T CD8+ enriquecidos de salida que se administra al sujeto incluye menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %,
menos del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 %, menos del 1 %, menos del 0,1
%, o menos del 0,01 % de linfocitos T CD4+, y/o no contiene linfocitos T CD4+, y/o esta exenta o sustancialmente
exenta de linfocitos T CD4+.

En algunos casos, las instrucciones especifican la dosis de células que debe administrarse. Por ejemplo, en algunos
casos, la dosis especificada en las instrucciones incluye un total de células que expresan el receptor recombinante (p.
ej., CAR) entre aproximadamente 1 x 108 y 3x 108, p. ej., en el intervalo de aproximadamente 1 x 107 a 2 x 108 células
de este tipo, tales como un total de 1 x 107, 5x 107, 1 x 108 0 1,5 x 108 de dichas células, o el intervalo entre dos de
los valores anteriores. En algunos casos, al paciente se le administran multiples dosis, y cada una de las dosis o la
dosis total puede estar dentro de cualquiera de los valores anteriores.

En algunos casos, el recipiente, tal como el vial, comprende mas o mas de aproximadamente 10 x 108 linfocitos T o
linfocitos T recombinantes que expresan el receptor, mas o mas de aproximadamente 15 x 10° linfocitos T o linfocitos
T recombinantes que expresan el receptor, mas o mas de aproximadamente 25 x 10° linfocitos T o linfocitos T
recombinantes que expresan el receptor. En algunos casos, el vial comprende entre aproximadamente 10 millones de
células por mly aproximadamente 70 millones de células por ml, entre aproximadamente 10 millones de células por
ml y aproximadamente 50 millones de células por ml, entre aproximadamente 10 millones de células por ml y
aproximadamente 25 millones de células por ml, entre aproximadamente 10 millones de células por ml y
aproximadamente 15 millones de células por ml, 15 millones de células por ml y aproximadamente 70 millones de
células por ml, entre aproximadamente 15 millones de células por ml y aproximadamente 50 millones de células por
ml, entre aproximadamente 15 millones de células por ml y aproximadamente 25 millones de células por ml, entre
aproximadamente 25 millones de células por ml y aproximadamente 70 millones de células por ml, entre
aproximadamente 25 millones de células por ml y aproximadamente 50 millones de células por ml, y entre
aproximadamente 50 millones de células por ml y aproximadamente 70 millones de células por ml.

En algunos casos, la pluralidad de viales o pluralidad de células o dosis unitaria de células especificada para la
administracion, colectivamente, comprende una dosis de células que comprende de 1 x 10° a 5 x 10% o de
aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 5 x 10® de linfocitos T totales que expresan el receptores recombinante
o linfocitos T totales, de 1 x 10° a 1 x 10° o de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 108 linfocitos T totales
que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, de 5 x 10% a 1 x 107 o de aproximadamente 5 x 10° a
aproximadamente 1 x 107 linfocitos T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, o de 1 x 108
a 1 x 107 o de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 107 linfocitos T totales que expresan el receptor
recombinante o linfocitos T totales, cada uno inclusive. En algunos casos, el articulo comprende una o mas dosis
unitarias de los linfocitos T CD4+ y CD8+ o de los linfocitos T CD4+receptor+ y CD8+receptor+, en donde la dosis
unitaria comprende entre o aproximadamente 1 x 107 y o aproximadamente 2 x 108 linfocitos T recombinantes que
expresan el receptor, entre o aproximadamente 5 x 107 y o aproximadamente 1,5 x 108 linfocitos T recombinantes que
expresan el receptor, 5 x 107 o aproximadamente linfocitos T recombinantes que expresan el receptor, 1 x 108 o
aproximadamente linfocitos T recombinantes que expresan el receptor, o 1,5 x 108 o aproximadamente linfocitos T
recombinantes que expresan el receptor, opcionalmente, en donde la informacién del articulo especifica la
administracién de una o de una pluralidad de dosis unitarias y/o un volumen correspondiente a dicha una o pluralidad
de dosis unitarias. En algunos casos, el articulo comprende una 0 méas dosis unitarias de los linfocitos T CD8+, en
donde la dosis comprende entre o aproximadamente 5 x 10° y o aproximadamente 1 x 102 linfocitos T CD8+ que
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expresan el receptor recombinante, la dosis comprende entre o aproximadamente 1 x 107 y o aproximadamente 0,75
x 108 linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante, la dosis comprende 2,5 x 107 o aproximadamente
linfocitos T CD8+ que expresan el receptor recombinante, o la dosis comprende 5 x 107 o aproximadamente linfocitos
T CD8+ que expresan el receptor recombinante, o la dosis comprende 0,75 x 108 o aproximadamente linfocitos T
CD8+ que expresan el receptor recombinante, opcionalmente, en donde la informacién del articulo especifica la
administracién de una o de una pluralidad de dosis unitarias y/o un volumen correspondiente a dicha una o pluralidad
de dosis unitarias. En algunos casos, las células del articulo, colectivamente, comprenden una dosis de células que
comprende no mas de 1 x 108 linfocitos T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, no mas
de 1x 107 linfocitos T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, no mas de 0,5 x 107 linfocitos
T totales que expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, no mas de 1 x 10° linfocitos T totales que
expresan el receptor recombinante o linfocitos T totales, no mas de 0,5 x 108 linfocitos T totales que expresan el
receptor recombinante o linfocitos T totales.

En algunos casos, las instrucciones pueden especificar la pauta posoldgica y el momento de la administracién. Por
ejemplo, en algunos casos, las instrucciones pueden especificar la administracién al sujeto de mdltiples dosis, p. €j.,
dos o mas dosis, de las células. En algunos casos, las instrucciones especifican el calendario de las dosis multiples,
p. €j., la segunda dosis se administra aproximadamente 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 0 21
dias después de la primera dosis; y/o la cantidad administrada en cada dosis.

En algunos casos, el articulo manufacturado o kit comprende una composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos que
expresan un receptor recombinante, e instrucciones para la administracion, a un sujeto que tiene una enfermedad o
afeccién, de la totalidad o una parte de la composicién de linfocitos T CD4+ enriquecidos y la administracién adicional
de linfocitos T CD8+ que expresan un receptor recombinante. En algunos casos, las instrucciones especifican la
administracién de los linfocitos T CD4+ antes de la administracién de los linfocitos T CD8+. En algunos casos, las
instrucciones especifican la administracién de los linfocitos T CD8+ antes de la administracién de los linfocitos T CD4+.
En algunos casos, el articulo manufacturado o kit comprende una pluralidad de linfocitos T CD8+ que expresan un
receptor recombinante, e instrucciones para la administracién, a un sujeto que tiene una enfermedad o afeccién, de la
totalidad o una parte de la pluralidad de linfocitos T CD8+ y linfocitos T CD4+ que expresan un receptor recombinante.
En algunos casos, las instrucciones especifican el régimen de dosificaciéon y el momento de la administracién de las
células.

En algunos casos, las instrucciones especifican la administracién de la totalidad o una parte de los linfocitos T CD4+
y de la totalidad o una parte de los linfocitos T CD8+ con un intervalo de 0 a 12 horas, con un intervalo de 0 a 6 horas
o de 0 a 2 horas. En algunos casos, las instrucciones especifican la administracién de los linfocitos T CD4+ y los
linfocitos T CD8+ en un intervalo de no mas de 2 horas, no mas de 1 hora, no mas de 30 minutos, no mas de 15
minutos, no mas de 10 minutos o no mas de 5 minutos.

En algunos casos, las instrucciones especifican la dosis o el nimero de células o tipo(s) celular(es) y/o una proporcidon
de tipos celulares, p. ej., poblaciones individuales o subtipos, tales como la proporcién entre CD4+ y CD8+. En algunos
casos, las poblaciones o subtipos de células, tales como los linfocitos T CD8" y CD4*. Por ejemplo, en algunos casos,
las instrucciones especifican que las células se administran en o dentro de un intervalo tolerado de una proporcién de
salida de multiples poblaciones o subtipos celulares, tales como linfocitos o subtipos CD4+ y CD8+, de entre o
aproximadamente 5:1 y de o aproximadamente 5:1 (o superior a aproximadamente 1:5 e inferior a aproximadamente
5:1), o de entre o aproximadamente 1:3 y de o aproximadamente 3:1 (o superior a aproximadamente 1:3 e inferior a
aproximadamente 3:1), tal como de entre o aproximadamente 2:1 y de o aproximadamente 1:5 (o superior a
aproximadamente 1:5 e inferior a aproximadamente 2:1, tal como o aproximadamente 5:1, 4,5:1, 4:1, 3,5:1, 3:1, 2,5:1,
21,191,181, 171,161,151, 1,41, 131, 1,21, 1,1:1, 1:1, 1:11, 11,2, 1:1,3, 1:1,4, 1:1,5, 1:1,6, 1:1,7, 1:1,8,
1:1,90 1:2, 1:2,5, 1:3, 1:3,5, 1:4, 1:45 o 1:5. En determinados casos, las instrucciones especifican que las
composiciones de linfocitos T CD4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos se combinan en la proporcién
deseada y se administran al sujeto como una Unica composicién de células. En casos particulares, las instrucciones
especifican que las composiciones de linfocitos T CD4+ enriquecidos y linfocitos T CD8+ enriquecidos se administran
como composiciones separadas en la proporciéon deseada. En algunos casos, la diferencia tolerada esta dentro de
aproximadamente el 1 %, aproximadamente el 2 %, aproximadamente el 3 %, aproximadamente el 4 %,
aproximadamente el 5 %, aproximadamente el 10 %, aproximadamente el 15 %, aproximadamente el 20 %,
aproximadamente el 25 %, aproximadamente el 30 %, aproximadamente el 35 %, aproximadamente el 40 %,
aproximadamente el 45 %, aproximadamente el 50 % de la proporcién deseada, incluyendo cualquier valor entre estos
intervalos.

V. DEFINICIONES

Los términos "polipéptido" y "proteina” se usan indistintamente para referirse a un polimero de restos de aminoacidos,
y no se limitan a una longitud minima. Los polipéptidos, incluidos los receptores divulgados y otros polipéptidos, p. €j.,
enlazadores o péptidos, pueden incluir restos de aminoécidos que incluyen restos de aminoacidos naturales y/o no
naturales. Los términos también incluyen modificaciones posteriores a la expresién del polipéptido, por ejemplo,
glucosilacién, sialilacién, acetilacién y fosforilacion. En algunos casos, los polipéptidos pueden contener
modificaciones con respecto a una secuencia nativa o natural, siempre que la proteina mantenga la actividad deseada.
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Estas modificaciones pueden ser deliberadas, como mediante mutagénesis dirigida, o pueden ser accidentales, tal
como mediante mutaciones de hospedadores que producen las proteinas o errores debidos a la amplificacién por la
PCR.

Como se utiliza en el presente documento, un "sujeto”" es un mamifero, tal como un ser humano u otro animal, y
normalmente es un ser humano. En algunos casos, el sujeto, p. ej., paciente, al que se administra el agente o agentes,
células, poblaciones celulares o composiciones, es un mamifero, normalmente un primate, tal como un ser humano.
En algunos casos, el primate es un mono o un simio. El sujeto puede ser hombre o mujer y puede tener cualquier edad
adecuada, incluyendo bebés, jévenes, adolescentes, adultos y sujetos geriatricos. En algunos casos, el sujeto es un
mamifero no primate, tal como un roedor.

Como se utiliza en el presente documento, "tratamiento" (y variaciones gramaticales del mismo tales como "tratar" o
"que trata") se refiere a la mejora o reducciéon completa o parcial de una enfermedad o afeccién o trastorno, o un
sintoma, efecto o resultado adverso, o fenotipo asociado con el mismo. Los efectos deseables del tratamiento incluyen,
pero no se limitan a, prevenir la apariciéon o recidiva de la enfermedad, aliviar los sintomas, disminuir cualquier
consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, prevenir la metastasis, disminuir la velocidad de
progresién de la enfermedad, mejorar o paliar el cuadro clinico y remisién o pronéstico mejorado. Los términos no
implican la curacién completa de una enfermedad o la eliminacién completa de cualquier sintoma o efecto(s) en todos
los sintomas o resultados.

Como se utiliza en el presente documento, "retrasar el desarrollo de una enfermedad" significa diferir, impedir,
ralentizar, retardar, estabilizar, suprimir y/o posponer el desarrollo de la enfermedad (como el cancer). Este retraso
puede ser de longitudes de tiempo variables, dependiendo de los antecedentes de la enfermedad y/o del individuo
que se trate. En algunos casos, un retraso suficiente o significativo puede, en efecto, abarcar la prevencién, en el
sentido de que el individuo no desarrolla la enfermedad. Por ejemplo, un cancer en estadio avanzado, tal como el
desarrollo de metastasis, puede retrasarse.

"Que previene", como se utiliza en el presente documento, incluye proporcionar profilaxis con respecto a la aparicién
o recurrencia de una enfermedad en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que aln no ha sido
diagnosticado con la enfermedad. En algunos casos, las células y composiciones divulgadas se usan para retrasar el
desarrollo de una enfermedad o para frenar la progresiéon de una enfermedad.

Como se utiliza en el presente documento, "suprimir' una funcién o actividad es reducir la funcién o actividad en
comparacion con las mismas condiciones, excepto por una condicién o parametro de interés, o alternativamente, en
comparacién con otra condicién. Por ejemplo, las células que suprimen el crecimiento tumoral reducen la tasa de
crecimiento del tumor en comparacién con la tasa de crecimiento del tumor en ausencia de las células.

Una "cantidad eficaz" de un agente, p. €j., una formulacién farmacéutica, células, o composicién, en el contexto de la
administracién, se refiere a una cantidad eficaz, a las dosis/cantidades y durante los periodos de tiempo necesarios,
para lograr un resultado deseado, tal como un resultado terapéutico o profilactico.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, p. ej., una formulacién farmacéutica o células, se refiere a una
cantidad eficaz, a las dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir un resultado
terapéutico deseado, tal como para el tratamiento de una enfermedad, afeccién o trastorno y/o efecto farmacocinético
o farmacodinamico del tratamiento. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de acuerdo con factores tales
como la patologia, la edad, el sexo, el peso del sujeto y las poblaciones de células administradas. En algunos casos,
los métodos divulgados implican la administraciéon de las células y/o composiciones en cantidades eficaces, p. €],
cantidades terapéuticamente eficaces.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad que es eficaz, a las dosificaciones y durante los
periodos de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Generalmente, pero no necesariamente,
dado que se usa una dosis profilactica en sujetos antes de o en una etapa mas temprana de la enfermedad, la cantidad
profilacticamente eficaz serd menor que la cantidad terapéuticamente eficaz. En el contexto de una menor carga
tumoral, en algunos casos, la cantidad profilacticamente eficaz sera superior a la cantidad terapéuticamente eficaz.

El término "aproximadamente", como se usa en el presente documento, se refiere al intervalo de error habitual para el
valor correspondiente, facilmente conocido por los expertos en este campo técnico. La referencia a "aproximadamente”
un valor o pardmetro en el presente documento incluye (y describe) casos que se refieren a ese valor o pardmetro en
si.

Como se utiliza en el presente documento, las formas en singular "un/uno”, "una", "el" y "la" incluyen las referencias
en plural a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Por ejemplo, "un" o "una" significa "al menos uno" o
"uno o mas".

A lo largo de la presente divulgacion, diversos casos de la materia objeto reivindicada se presentan en un formato de
intervalo. Ha de comprenderse que la descripciéon en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad,
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y no debe interpretarse como una limitacién inflexible del alcance de la materia objeto reivindicada. En consecuencia,
debe considerarse que la descripciéon de un intervalo ha divulgado especificamente todos los subintervalos posibles,
asi como los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, cuando se proporciona un intervalo
de valores, se entiende que cada valor intermedio, entre el limite superior e inferior de ese intervalo y cualquier otro
valor afirmado o que interviene en el intervalo comentado queda englobado dentro de la materia objeto reivindicada.
Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse de manera independiente en los
intervalos mas pequefios, y también estan englobados dentro de la materia objeto reivindicada, sujetos a cualquier
limite especificamente excluido en el intervalo indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los
intervalos que excluyen alguno o ambos de los limites incluidos también quedan englobados en la materia objeto
reivindicada. Esto es aplicable independientemente de la amplitud del intervalo.

Como se utiliza en el presente documento, una composicién se refiere a cualquier mezcla de dos o mas productos,
sustancias o compuestos, incluyendo células. Puede ser una solucién, una suspensién, liquido, polvo, una pasta,
acuoso, No acuoso o cualquier combinacién de los mismos.

Como se utiliza en el presente documento, "enriquecimiento” cuando se refiere a uno o mas tipos celulares o
poblaciones celulares particulares, se refiere a aumentar el nimero o porcentaje del tipo o poblacién celular, p. €j., en
comparacién con el nimero total de células o el volumen de la composicidn, o con relacién a otros tipos celulares, tal
como mediante seleccién positiva basada en marcadores expresados por la poblaciéon o célula, o mediante seleccién
negativa basada en un marcador no presente en la poblacién celular o célula que ha de empobrecerse. El término no
requiere la eliminacién total de otras células, tipo o poblaciones celulares de la composiciéon y no requiere que las
células enriquecidas de este modo estén presentes en o incluso cerca del 100 % en la composicién enriquecida.

Como se utiliza en el presente documento, una declaracién de que una célula o poblacidén celular es "positiva" para
un marcador particular se refiere a la presencia detectable en la célula de un marcador particular, normalmente un
marcador de superficie. Al referirse a un marcador de superficie, el término se refiere a la presencia de expresion
superficial detectada por citometria de flujo, por ejemplo, mediante tincibn con un anticuerpo que se une
especificamente al marcador y detectando dicho anticuerpo, en donde la tincién es detectable mediante citometria de
flujo a un nivel sustancialmente por encima de la tincién detectada realizando el mismo procedimiento con un control
de isotipo emparejado o fluorescencia menos un (FMO, por sus siglas en inglés) control de activacién en condiciones
por lo deméas idénticas y/o a un nivel sustancialmente similar al de una célula que se sabe que es positiva para el
marcador, y/o a un nivel sustancialmente superior al de una célula que se sabe que es negativa para el marcador.

Como se utiliza en el presente documento, una declaraciéon de que una célula o poblacién de células es "negativa"
para un marcador en particular se refiere a la ausencia de presencia sustancial detectable sobre o dentro de la célula
de un marcador en particular, normalmente un marcador de superficie. Al referirse a un marcador de superficie, el
término se refiere a la ausencia de expresidn superficial detectada por citometria de flujo, por ejemplo, mediante tincién
con un anticuerpo que se une especificamente al marcador y detectando dicho anticuerpo, en donde la tincién no se
detecta mediante citometria de flujo a un nivel sustancialmente por encima de la tincién detectada realizando el mismo
procedimiento con un control de isotipo emparejado o fluorescencia menos un (FMO, por sus siglas en inglés) control
de activacién en condiciones por lo demés idénticas y/o a un nivel sustancialmente inferior al de una célula que se
sabe que es positiva para el marcador, y/o a un nivel sustancialmente similar en comparacién con la de una célula que
se sabe que es negativa para el marcador.

El término "vector", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que esta unido. El término incluye el vector en forma de una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula hospedadora en donde se ha introducido.
Determinados vectores son capaces de dirigir la expresién de &cidos nucleicos a los que estan operativamente unidos.
En el presente documento dichos vectores se denominan "vectores de expresion".

VIl. Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen con fines ilustrativos Gnicamente y no tienen por objeto limitar el alcance de la
invencién.

Ejemplo 1: Procesos para generar composiciones terapéuticas de linfocitos CD4+ y CD8+ que expresan un
CAR anti-CD19.

Se produjeron linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y linfocitos T CD8+ modificados genéticamente que
expresaban cada uno el mismo receptor de antigeno quimérico (CAR) anti-CD19 mediante un proceso que implicaba
someter a poblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+ enriquecidos, por separado, a las etapas del proceso. Los linfocitos
CD4+ y CD8+ se seleccionaron por separado a partir de células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP)
obtenidas por leucocitaféresis, generando composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ enriquecidas separadas, que
después se criocongelaron. Las composiciones CD4+ y CD8+ se descongelaron posteriormente y se sometieron por
separado a las etapas para la estimulacién, transduccidén y expansién.
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Los linfocitos CD4+ y CD8+ descongelados se estimularon por separado en presencia de perlas paramagnéticas
recubiertas de poliestireno acopladas a anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en una proporcién de 1:1 de perla por célula.
La estimulacidn se llevé a cabo en medios que contenian IL-2 recombinante humana, IL-15 recombinante humana y
N-acetil cisteina (NAC). Los medios para linfocitos CD4+ también incluian IL-7 recombinante humana.

Tras la introduccién de las perlas, los linfocitos CD4+ y CD8+ se transdujeron por separado con un vector lentivirico
que codificaba el mismo CAR anti-CD19. El CAR contenia un scFv anti-CD19 derivado de un anticuerpo murino, un
espaciador de inmunoglobulina, un dominio transmembrana derivado de CD28, una regién coestimuladora derivada
de 4-1BB, y un dominio de sefializacién intracelular CD3-zeta. El vectortambién codificaba un EGFR truncado (EGFRY)
que servia como marcador indirecto de la expresién de CAR y que estaba conectado a la construccién CAR mediante
una secuencia T2A. Las células se transdujeron en presencia de 10 ug/ml de sulfato de protamina.

Después de la transduccién, las perlas se retiraron de las composiciones de células por exposicién a un campo
magnético. A continuacién, las composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ se cultivaron por separado para su expansion
con mezcla continua y transferencia de oxigeno mediante un biorreactor (biorreactor Xuri W25). Se afiadié poloxamero
al medio. Ambas composiciones de células se cultivaron en presencia de IL-2 e IL-15. Los medios para linfocitos CD4+
también incluian IL-7. Los linfocitos CD4+ y CD8+ se cultivaron, antes de cosechar hasta una expansion de 4 veces.
Un dia después de alcanzar el umbral, las células de cada composicién se cosecharon, formularon y criocongelaron
por separado. El proceso ilustrativo se resume en la Tabla E1.

Tabla E1: Resumen del proceso ilustrativo para generar linfocitos T-CAR CD4+ y CD8+
Linfocitos CD4+ Linfocitos CD8+

Estadio

Estimulacién (dia 1-2) * perlas conjugadas con anticuerpos
anti-CD3/CD28 anti-CD3/CD28

* proporcién entre perlas y células * proporcién entre perlas y células 1:1
1:1 * medios: IL-2, IL-15y NAC

* medios: IL-2, IL-7, IL-15 y NAC

* perlas conjugadas con anticuerpos

Transduccién (dia 2-
)

» adyuvante de la transduccién (p. ej.,
10 pyg/ml de sulfato de protamina)

» adyuvante de la transduccién (p. ej.,
10 pyg/ml de sulfato de protamina)

Eliminacién de las
perlas (dia 5*)

* eliminacién de las perlas magnéticas

* eliminacién de las perlas magnéticas

Expansién (dia 5* -

* biorreactor de movimiento oscilante

* biorreactor de movimiento oscilante

Cosecha) y/o mezcla continua
* medios: IL-2, IL-7, IL15, y

poloxamero

y/o mezcla continua

* medios: IL-2, IL15, y poloxdmero

*Aproximado

El proceso ilustrativo resumido en la Tabla E1 se comparé con un proceso alternativo ilustrativo. El proceso alternativo
diferia en que: No se afiadié NAC a los medios durante la estimulacién; Los medios para linfocitos CD4+ no contenian
IL-2; las células se estimularon en una proporcién de 3:1 de perla por célula; las células se transdujeron con una mayor
concentracién de sulfato de protamina; la eliminacién de las perlas se produjo hacia aproximadamente el dia7; y la
expansidn se realizé en un ajuste estatico, es decir, sin mezcla o perfusiéon continua (p. €j., perfusién semicontinua y/o
escalonada), y sin poloxédmero.

Ejemplo 2: Evaluacién de la duracién del proceso para generar composiciones terapéuticas de linfocitos T-
CAR CD4+ y CD8+.

Se evaluaron varios atributos de los procesos ilustrativos y alternativos descritos en el Ejemplo 1. En un experimento,
se ejecutaron las etapas del proceso para los procesos ilustrativo y alternativo con composiciones de linfocitos CD4+
y CD8+ separadas obtenidas de la misma muestra de leucocitaféresis humana de LDLBG. El recuento total de células
se midi6 en diferentes momentos durante la estimulacidn, transduccién y expansién de cada proceso. Como se
muestra en la Figura 1, las composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ sometidas al proceso ilustrativo se expandieron
méas rapidamente y alcanzaron el grado de expansion ilustrativo (expansién 4 veces mayor), que se habia designado
como objetivo en este estudio antes de la cosecha, en menos tiempo que con el proceso alternativo.

Se evaluaron las duraciones de la fase de expansion (en este estudio se realizd hasta la expansién de 4 veces) del
proceso ilustrativo del Ejemplo 1 y del proceso alternativo a partir de varias ejecuciones del proceso de composiciones
de linfocitos CD4+ y CD8+ separadas obtenidas de muestras de leucocitaféresis recogidas de sujetos con LDLBG. La
duracién de esta fase del proceso ilustrativo se evalud basandose en un conjunto de ejecuciones ilustrativas con
composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ separadas obtenidas a partir de muestras de leucocitaféresis recogidas de
sujetos sanos y sujetos con LDLBG. La duracién se midié como el tiempo transcurrido entre el inicio de la estimulacién
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y la cosecha (que en este estudio ilustrativo se produjo un dia después de alcanzar una expansién cuadruple). En este
estudio, se observd que las ejecuciones del proceso ilustrativo tenian una duracién més corta desde el inicio de la
expansion hasta la expansién de 4 veces o la cosecha, con una distribucién mas estrecha (p. €j., entre 9 y 13 dias en
un estudio) entre las distintas ejecuciones para esta duracién, en comparacioén con la duracién del proceso alternativo.

Se modelaron las duraciones de los protocolos de fabricacion ilustrativos que utilizan los procesos ilustrativos y
alternativos (protocolos de fabricacién ilustrativos y alternativos, respectivamente). En general, los resultados de la
modelizacién fueron coherentes con la interpretacién de que el proceso ilustrativo es capaz de lograr duraciones de
protocolo comparativamente més cortas, con menos variabilidad, que otros protocolos de fabricacién.

Ejemplo 3: Evaluacién de procesos para generar composiciones terapéuticas de linfocitos T-CAR CD4+ y
CD8+.

Un conjunto ilustrativo de composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ obtenidas a partir de muestras (incluidas las de
un proceso alternativo, que presentaban una duracién de la fase de expansién (expansién hasta la cosecha (expansion
de 4 veces)) superior a 17 dias y las que presentaban una duracién de la fase de expansién igual o inferior a 17 dias
se procesaron mediante el proceso ilustrativo. El recuento total de células se midié en diferentes momentos durante
la estimulacién, transduccién y expansién hasta alcanzar el umbral de cosecha.

Las composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ que se han expandido 4 veces se generaron con el proceso ilustrativo,
a partir de muestras de ambos tipos de composiciones (las que se observa que se expanden hasta 4 veces en menos
de 17 dias 0 més y las que se observa que lo hacen en més de 17 dias, en el otro proceso), con un bajo intervalo de
variabilidad en la duracion.

Ejemplo 4: Generacién de composiciones terapéuticas de linfocitos T-CAR CD4+ y CD8+ a partir de una
muestra bioldgica obtenida de un sujeto con leucemia linfocitica crénica.

Composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ separadas que se seleccionaron a partir de CMSP aisladas de una
muestra de leucocitaféresis humana obtenida de un sujeto con leucemia linfocitica crénica (LLC) se incubaron,
transdujeron y cultivaron mediante el proceso ilustrativo descrito en el Ejemplo |. Se generaron composiciones de
linfocitos T CD4+ modificados genéticamente y linfocitos T CD8+ modificados genéticamente, cada uno de los cuales
expresa el mismo CAR anti-CD19.

Ejemplo 5: Adquisicién de imagenes continuas en linea para la determinacién de la viabilidad celular durante
el cultivo.

Se obtuvieron diversos parametros 6pticos de los linfocitos T en proceso de modificacién genética para la expresion
de un receptor recombinante mediante microscopia de holografia digital (DHM) diferencial en linea. La DHM diferencial
permite obtener imagenes de células sin etiquetas, con imagenes de alto contraste para la segmentacién de objetos,
y obtencién de una pluralidad de rasgos distintivos 6pticos o morfol6gicos que describen cuantitativamente los objetos
fotografiados, por ejemplo, para determinar el recuento y la viabilidad de las células.

Linfocitos T primarios de donantes humanos sanos se modificaron genéticamente para que expresaran un receptor
de antigeno quimérico (CAR) anti-CD19 mediante un proceso de modificaciéon genética ilustrativo, generalmente como
se describe en el Ejemplo 1 anterior. Se realizaron dos experimentos: Experimento 1 con dos analisis experimentales
de linfocitos CD4+ de dos donantes sanos diferentes (Donante 1 o Donante 2), y Experimento 2 con un analisis
experimental, cada uno de linfocitos CD4+ y linfocitos CD8+ de un tercer donante (Donante 3). Las células se cultivaron
para su expansién mediante transferencia a un biorreactor (p. ej., un biorreactor de movimiento oscilante). El cultivo
incluyé la sustitucién de medios con perfusion semicontinua y mezcla continua.

Las imagenes hologréficas y los parametros épticos de las células se capturaron de forma continua hasta
aproximadamente 120 horas de cultivo utilizando un sistema de adquisiciéon de imagenes DHM diferencial en linea
("continuo"), por ejemplo, un Ovizio iLine F (Ovizio Imaging Systems NV/SA, Bruselas, Bélgica). El sistema de DHM
diferencial en linea contenia un sistema de tubos desechables conectado al biorreactor de forma que una muestra
pudiera fluir desde el biorreactor, a través del sistema de tuberias, donde un sistema de adquisicién de imagenes
capta imagenes holograficas y parametros épticos de las células que viajan a su través, y devuelve la muestra al
biorreactor. La viabilidad celular y el recuento de células viables (RCV) se determinaron a partir de las imagenes. La
viabilidad de las células modificadas genéticamente también se compard con los resultados obtenidos mediante
muestreo manual ("manual") y recuento celular con un contador celular automatizado, muestreadas en varios puntos
temporales hasta aproximadamente 120 horas de cultivo. Los dos métodos se compararon basandose en el analisis
del curso temporal y la regresién lineal.

Las Figuras 2A-2D muestran la comparacién del recuento de células viables (RCV) y la viabilidad, evaluados
mediante monitorizacién continua por DHM diferencial o muestreo manual, en linfocitos CD4+ del Donante 1 del
Experimento 1 (Figura 2A), Experimento 1 Donante 2 (Figura 2B) o Experimento 2 Donante 3 (Figura 2C), o linfocitos
CD8+ del Experimento 2 Donante 3 (Figura 2D). EI R2 y la pendiente de la comparacién se muestran en la Tabla E2
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siguiente.

Tabla E2. R? y pendiente de comparacién entre métodos de muestreo.
Experimento R? pendiente

RCV | Viabilidad | RCV | Viabilidad
Experimento 1, Donante 1, CD4+ | 0,98 0,99 1,29 1,02
Experimento 1, Donante 2, CD4+ | 0,98 1,00 1,49 1,01
Experimento 2, Donante 3, CD4+ | 0,71 0,92 1,11 0,98
Experimento 2, Donante 3, CD8+ | 0,99 0,99 1,49 0,95

Los resultados mostraron que el RCV y la viabilidad como monitorizacién continua y muestreo manual estaban
altamente correlacionados, para linfocitos CD4+ y CD8+ y células de diferentes donantes. Los resultados fueron
coherentes con la utilidad de la monitorizacién continua mediante DHM diferencial durante el cultivo para la expansién
de las células en el proceso de modificacién genética celular.

Ejemplo 6: Comparacion de la_expansién _manual y automatizada mediante la adquisicién continua de
imagenes en linea.

Un método de expansién celular totalmente automatizado, sin operador, con monitorizaciéon continua de las células
mediante imagenes en linea y perfusién automatizada, se compard con un método de expansién manual.

Se activaron linfocitos T primarios de un donante humano sano y se transdujeron con un vector para expresar un
receptor de antigeno quimérico (CAR) ilustrativo, mediante un proceso de modificaciéon genética ilustrativo. Después
de la transduccién, las células se combinaron y se inocularon en dos cultivos diferentes, una expansién automatizada
basada en imégenes continuas en linea utilizando DHM diferencial, y un método de expansién manual.

En el cultivo de expansién automatizada, las células se cultivaron en un biorreactor de movimiento oscilante, con
sustitucién de medios con perfusién y mezcla continua. La viabilidad celular y el recuento de células viables (RCV) se
monitorizaron mediante un sistema de imagen DHM diferencial automatizado, generalmente como se describe en el
Ejemplo 5 anterior. EI RCV inicial en el momento de la inoculacién fue similar para ambos cultivos (0,12 x 108 células/ml
para el cultivo automatizado, 0,14 x 108 células/ml para el cultivo manual). La perfusion en la expansion automatizada
se basé en un promedio mévil de cuatro horas de RCV calculado mediante un algoritmo de software, donde se requeria
un promedio de RCV superior al RCV objetivo para la progresion del método. El RCV objetivo era de 0,6 x 10°
células/ml, 1 x 10° células/ml y 4 x 10° células/m| para 3 etapas de perfusion. No se produjo ninguna intervencion
adicional del operador tras la inoculacién. En el cultivo de expansién manual, la perfusién se realiz6 basdndose en el
muestreo manual y la evaluacién del RCV, con un determinado volumen de medio afiadido tras alcanzar un RCV
umbral. También se evalué la expresidn de marcadores en la superficie celular de las células mediante citometria de
flujo.

Como se muestra en la Figura 3, se observé un mayor crecimiento de linfocitos T con el sistema de expansién
automatizado. La viabilidad celular evaluada mediante adquisicion de imagenes por DHM diferencial continua, y
fenotipos celulares, evaluado mediante citometria de flujo, fueron similares entre los procesos de expansién
automatizados y manuales.

Los resultados fueron coherentes con la utilidad de la adquisicién de imagenes por DHM continua y el proceso de
expansién automatizado, para el cultivo y monitorizacién de células durante un proceso de modificacién genética de
linfocitos T, sin necesidad de un operador humano. En algunos aspectos, dicho método puede utilizarse para
determinar la cinética de crecimiento de los linfocitos T primarios, y determinar el momento de la cosecha de las células
para la modificacién genética para la administracion.

La presente invencién no pretende limitar su alcance a las realizaciones particulares desveladas, que se proporcionan,

por ejemplo, para ilustrar diversos aspectos de la invencién. Diversas modificaciones de las composiciones y métodos
descritos resultaran evidentes a partir de la descripcién y ensefianzas del presente documento.
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SECUENCIAS
SEQ SECUENCIA DESCRIPCION
ID NO.
1 ESKYGPPCPPCP espaciador (bisagra de 1gG4)
(aa)
Homo sapiens
2 GAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCT espaciador (bisagra de 1gG4)

(nt)
Homo sapiens

3 ESKYGPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDL | Bisagra-CH3 espaciador
AVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWQEGNVESCS | Homo sapiens
VMHEALHNHYTQKSLSLSLGK

4 ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVELEPPKPKDTIMISRTPEVICVVVDVS | Bisagra-CH2-CH3 espaciador
QEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVITVLHQDWING | Homg sapiens
KEYKCEVSNKGLPSSIEKT ISKAKGQPREPQVYTLEPSQEEMTRNQVSL
TCLVEGEYPSDIAVEWESNGOQPENNYKTTPPVLDSDGSEELY SRLTVDE
SRWQEGNVESCSVMHEALINHYTOKSLSLSLGK

5 RWPESPKAQASSVPTAQPQARGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKERE | |gD-bisagra-Fc
KEEQEERETKT PECPSHTQPLGVYLLTPAVODLWLRDKATFTCEVVGSD | Homo sapiens
LKDAHLTWEVAGKVPTGGVERGCTLLERISNGSQSQHSRLTLPRSTLWNAGT
SVTCTLNHPSLPPQRIMALREFAARQAPVKLSLNLLASSDPPEARSWLLC
EVSGFSPPNILIMWLEDQREVNT SGFAPARRPPPQPGSTTFHAWSVLRVE
APPSPQPATYTCVVSHEDSRTLLNASRSLEVSYVTDH

6 LEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPR T2A

artificial

7 MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPRKVCNGIGISEFKDSLSINATNTKHFK | tEGFR
NCTSTSGDLEILPVAFRGDSFTHTPPLDPQELDTILKTVKETITGFLLIQR | grificial
WPENRTDLHAFENLEITRGRTKQHGQI SLAVVSLNITSLGLRSLEREISD
GDVIISGNKNLCYANTINWEKLFGTSGOKTKIISNRGENSCKATGQVCH
ALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFVENSECT
QCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHY IDGPHCVKTCPAGVMGENNT
LVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMVGAL
LLLLVVALGIGLEM

8 FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV CD28 (aminoacidos 153-179

del N.° de referencia P10747)
Homo sapiens
9 IEVMYPPPYLDNEKSNGTITHVKGKHLCPSPLEPGPSKPEWVLVVVGEY | CD28 (aminoacidos 114-179
LACYSLLYVTVAFTIFWY del N.° de referencia P10747)

Homo sapiens

10 RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS CD28 (aminoacidos 180-220
de P10747)
Homo sapiens

11 RSKRSRGGHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS CD28 (LL a GG)
Homo sapiens

12 KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL 4-1BB (aminoé&cidos 214-255
de Q07011.1)
Homo sapiens

13 RVKFSRSADAPAYQQGONQTLYNELNLGRREEY DVLDKRRGRDPEMGGKP | CD3 zeta
RRENPQEGLYNELQKDEMAEAY SEIGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATE | Homo sapiens
DTYDATHMQATPER

14 RVKFSRSAEPPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKP | CD3 zeta
RRENPQEGLYNELQKDEMAEAY SETGMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATE | Homo sapiens
DTYDATHMQATPER

15 RVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEY DVLDKRRGRDPEMGGKP | CD3 zeta

RRENPOQEGLYNELOKDEMAEAY SEIGMKGERRRGERGHDGLY QGLSTATK
DTYDALHMQAT.PPR

Homo sapiens

108




ES 2999 361 T3

(continuacién)

SEQ SECUENCIA DESCRIPCION
ID NO.

16 REVCNGIGIGEFRDSLSINATNIKHEKNCTS ISGDLHILPVALIRGDSET | tEGFR
[NTPPLDPQELDILKIVEEITGILLIQAWPENRTDLIANENLE IIRGRTE | 4rificial
QHGQFSLAVVSINITSLGLRSLKEISDGDVI I SGNKNLCY ANT INWKKL
FGTSGORTKIISNRGENSCRATGOVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNY
SRGRECVDRCNLLEGEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDN
CIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVMGENNTLVWKYADAGHVCHLCHENCTYG
CTGPGLEGCPTNGPKIPSTIATGMVGALLLLLYVVALGIGLFM

17 EGRGSLLTCGDVEENPGP T2A artificial

18 GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP P2A

19 ATNFSLLKQAGDVEENPGP P2A

20 QCTNYALLKLAGDVESNPGP E2A

21 VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP F2A

22 PGGG-(SGGGG)5-P- en donde P es prolina, G es glicinay S es Enlazador ilustrativo
serina

23 GSADDAKKDAAKKDGKS Enlazador ilustrativo

24 GSTSGSGKPGSGEGSTKG Enlazador ilustrativo

25 Glu Val Val Val Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra de 1gG ilustrativa

26 X1PPX2P X1 es glicina, cisteina o arginina X2 es cisteina o treonina Bisagra de 1gG ilustrativa

27 Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Bisagra de IgG ilustrativa
Pro Cys Pro

28 Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra de 1gG ilustrativa

29 ELKTPLCDTHICPRCPEPKSCDT PPPCPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPK | Bisagra de IgG ilustrativa
SCDTPPPCPRCP

30 Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Bisagra de 1gG ilustrativa

31 Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra de 1gG ilustrativa

32 Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra de 1gG ilustrativa

33 Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra de 1gG ilustrativa

34 QQGNTLPYT CDR L3

35 RASQDISKYLN CDR L1

36 SRLHSGV CDR L2

37 GNTLPYTFG CDR L3

38 DYGVS CDR H1

39 VIWGSETTYYNSALKS CDR H2

40 YAMDYWG CDR H3

M EVKLQESGPGLVAPSQSLIVICTVSGVSLEDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGS | yH
ETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLEMNS LOQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMD
YWGEQGTSVIVSS

42 DTOMTOTTSSTSASTGDRVTTSCRASQDTSKYTNGYOOKPNGTVKTLTYHTSRT, | /|
H3GVPSRESGSGSGTDYSLTI SNLEQEDIATYFCOQGNTLEPYTFGGGTKLELT

43 DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKEDGTVKLLIYHTSRL | goFy
HSGVPSRESGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPYTFGGGTKLEITG
STSGIGKPGSGEGSTKGEVELOESGPGLVAPSOSLSVTCTVSGVSLEDYGVSWI
RQPPRKGTFHT.GVTWGIRTTYYNSATKSRTTTTRKNINSKSQVFT KMNSTOTRDTA
IYYCAKHYYYGGS YAMDYWGQGTSVTVSS

44 KASQNVGTNVA CDR L1

45 SATYRNS CDR L2

46 QQYNRYPYT CDR L3

47 SYWMN CDR H1

48 QIYPGDGDTNYNGKFKG CDR H2

49 KTISSVVDFYFDY CDR H3
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(continuacién)

SEQ
ID NO.

SECUENCIA

DESCRIPCION

50

EVELQOSGARLVRPGISVEISCRASGYARSSYWMNWVEQRPGOGLEWIGOIYPG
DGDTNYNGKFKGQATLTADESSSTAYMOLSGLTSEDSAVYFCARKT IS SVVDEY
FDYWGQGTTVIVSS

VH

51

DTRTTOSPRKFMSTSVGDRVSVTCKASONVGTNVAWYQOKPGOSPRPT.TYSATYR
N3GVFPDRETGSG3GTDEFTLTITNVOSKDLADYFCOOYNRYPYTSGGGTKLEIKR

VL

52

GGGGSGGGGSGGGGS

Enlazador

53

EVELQOSGAELVRPGSSVKLSCKASGYAFS SYWMNWYKQRPGQGLEWIGQIYPE
DGDTNYNGEFKGQATLTADKSSSTAYMOLSGLTSEDSAVYFCARKTLSSVVDEY
FDYWGQGTTVTVSSGGGEGIGEGGSGGGGSDIELTQSPRKEMSTSVGDRVSVTCEA
SONVGTINVAWYQQKPGOSPRPLIYSATYRNSGVPDRETGSGSGTDETLTITN VY
SEDLADYFCQOYNRYPYTSGGGTKLEIKR

scFv

54

HYYYGGSYAMDY

CDR H3

55

HTSRLHS

CDR L2

56

GSTSGSGKPGSGEGSTKG

Enlazador

57

gacatccagatgacceagaceacctocagectgagaegacagootygggagaceyy
gtgaccatcagctgccgggocageccaggacatecagecaagtacetgaactggtat
cagcagaagcccgacggecacegtcaagetgectgatectaccacaccageocggetyg
cacageggoegtygcecagecggtttageggecageggetecggcacegactacage
ctgaccatctccaacctggaacaggaagatatcegeocacctacttttgecageag
ggcaacacactgccctacacctttggocggeggaacaaagctggaaatcacocgge
agcacctceoggecageggeaagectggocagoggegagggoageoaccaagggcgag
gtgaagctgcaggaaagcggeccctggeoctggtggococceccageccagageccktgage
gtgacctgecacegtgageggegtgagectgocegactacgygcgtgagetyggate
cggoagcococcocccaggaagggectggaatggctgggegtgatctggggcagegag
accacctactacaacagcgeccctgaagageccggctgaccatcatcaaggacaac
agcaagagccaqgtgttcctgaagatgaacagectgocagaccgacgacacegoo

Secuencia que codifica scFv

atctactactgegecaagecactactactacggegygecagectacgecatggactac
tggggccagggcaccagegtgaccgtgagecago

58

MPLLLLLPLLWAGALA

Péptido sefial CD33

59

MALPVTALLLPLALLLHA

Péptido sefial CD8 alfa

60

atgcttctectggtgacaagecttctgctetgtgagttaccacacccagceatte ctectgatecca

Secuencia de sefial de la
cadena alfa del GMCSFR

61

MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIP

Secuencia de sefial de la
cadena alfa del GMCSFR
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir una composicion de células modificadas genéticamente, comprendiendo el método:

(a) incubar, en condiciones de estimulaciéon, una composiciéon de entrada que comprende linfocitos T enriquecidos
con linfocitos T humanos primarios CD4+, comprendiendo dichas condiciones de estimulacion la presencia de:

(i) un reactivo estimulador, en donde el reactivo estimulador comprende un agente primario que se une
especificamente a un miembro de un complejo TCR, y comprende ademas un agente secundario que se une
especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T; y

(i) citocinas que comprenden IL-2, IL-7 e IL-15 humanas recombinantes, y

(iii) uno o mas antioxidantes;

generando asi una composicidén estimulada;

en donde la composicién de entrada comprende mas de o méas de aproximadamente el 70 %, mas de o mas de
aproximadamente el 75 %, méas de o0 mas de aproximadamente el 80 %, mas de 0 més de aproximadamente el 85
%, mas de o méas de aproximadamente el 90 %, mas de 0 mas de aproximadamente el 95 % o mas de o més de
aproximadamente el 98 % de linfocitos T humanos primarios CD4+; y/o la composicién de entrada consiste
esencialmente en linfocitos T humanos primarios CD4+;

(b) introducir un receptor recombinante en la composicién estimulada, generando asi una composicién modificada
genéticamente que comprende linfocitos T modificados genéticamente; y

(c) cultivar la composicién modificada genéticamente en condiciones que promuevan la proliferacién o la expansion
de las células modificadas genéticamente, produciendo asi una composicién de salida que comprende los linfocitos
T modificados genéticamente, y en donde:

el cultivo se realiza en presencia de citocinas que comprenden IL-2, IL-7 e IL15 humanas recombinantes;

el cultivo se realiza en presencia de un tensioactivo;

al menos una parte del cultivo se realiza con perfusion; y

el cultivo se realiza al menos hasta que la composicién de salida comprende un nimero umbral de linfocitos T.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde:

i) la concentracién de IL-2 recombinante en la incubacion de la etapa (a) es de 10 Ul/ml a 200 Ul/ml, o de
aproximadamente 10 Ul/ml a aproximadamente 200 Ul/ml; y/o

i) en donde la concentracién de IL-7 en la incubacién de la etapa (a) es de 100 Ul/ml a 1000 Ul/ml o de
aproximadamente 100 Ul/ml a aproximadamente 1000 Ul/ml y/o la concentracién de IL-15 en la etapa de
incubacién (a) es de 1 Ul/ml a 50 Ul/ml o de aproximadamente 1 Ul/ml a aproximadamente 50 Ul/ml.

3. El método de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el agente primario que se une especificamente a un
miembro de un complejo TCR se une especificamente a CD3; opcionalmente en donde:

i) el agente secundario que se une especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T se une
especificamente a una molécula coestimuladora seleccionada de CD28, CD137(4-1-BB), OX40 o ICOS; y/o

ii) los agentes primario y/o secundario comprenden un anticuerpo, opcionalmente, en donde el reactivo estimulador
comprende la incubacién con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, o un fragmento de unién a
antigeno de los mismos.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el agente primario y/o el agente secundario estan
presentes en la superficie de un soporte sélido; opcionalmente, en donde el soporte sélido es 0 comprende una perla;
opcionalmente en donde ademas:

i) la proporcién entre perlas y células es menos de o menos de aproximadamente 3:1; y/o
ii) la proporcién entre perlas y células es de 2:1 a 0,5:1, o de aproximadamente 2:1 a aproximadamente 0,5:1; y/o
iii) la proporcidn entre perlas y células es de o aproximadamente 1:1.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde:

i) el uno 0 mas antioxidantes comprenden un antioxidante que contiene azufre; y/o

ii) el uno o mas antioxidantes comprenden un precursor del glutation; y/o

iii) el uno 0 mas antioxidantes comprenden N-acetil cisteina (NAC), opcionalmente en donde la NAC esta en una
concentracién de 0,2 mg/ml a 2,0 mg/ml, o de aproximadamente 0,2 mg/ml a aproximadamente 2,0 mg/ml.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde la introduccién comprende transducir células de la

composicién estimulada con un vector virico que comprende un polinucleétido que codifica el receptor recombinante;
opcionalmente en donde:
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i) el vector virico es un vector retrovirico; y/o

ii) el vector virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico; y/o

iii) la introduccién se lleva a cabo en presencia de un adyuvante de la transduccién; opcionalmente, en donde el
adyuvante de la transduccién es o comprende:

a) sulfato de protamina, opcionalmente de 1 pg/ml a 50 pg/ml o de aproximadamente 1 pg/ml a
aproximadamente 50 ug/ml de sulfato de protamina;

b) un adyuvante de la transduccién derivado de la fibronectina; y/o

¢) RetroNectin.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el reactivo estimulador se elimina de la composicién
modificada genéticamente antes del cultivo; opcionalmente en donde:

i) el reactivo estimulador se elimina en un plazo igual o inferior a 7 dias después del inicio de la incubacién; y/o

ii) el reactivo estimulador se elimina de 3 dias a 6 dias o de aproximadamente 3 dias a aproximadamente 6 dias
después del inicio de la incubacién; y/o

iii) el reactivo estimulador se elimina a los o aproximadamente los 4 dias después del inicio de la incubacién; y/o
iv) la eliminacién de las perlas comprende la exposicién de las células de la composicién modificada genéticamente
a un campo magnético.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde la concentracidén de IL-2 en el cultivo de la etapa (c)
es de 50 Ul/ml a 500 Ul/ml o de aproximadamente 50 Ul/ml a aproximadamente 500 Ul/ml; y/o

en donde la concentracién de IL-7 en el cultivo de la etapa (c) es de 500 Ul/ml a 2000 Ul/ml o de aproximadamente
500 Ul/ml a aproximadamente 2000 Ul/ml; y/o la concentracién de IL-15 en el cultivo de la etapa (¢) es de 5 Ul/ml a
50 Ul/ml o de aproximadamente 5 Ul/ml a aproximadamente 50 Ul/ml.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde:

i) al menos una parte del cultivo de la etapa (c) se realiza con mezcla continua; y/o

ii) el cultivo en la etapa (c) se lleva a cabo en presencia de un tensioactivo que comprende un poloxémero,
opcionalmente, en donde el poloxdmero estd presente en una concentracién de 0,5 pl/ml a 5 pl/ml o de
aproximadamente 0,5 pl/ml a aproximadamente 5 pl/ml; ademés, opcionalmente, el poloxamero es el Poloxamero
188.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde:

i) el cultivo en la etapa (c) se continla durante al menos un dia después de alcanzar el nUmero umbral de linfocitos
T; y/o

ii) el numero umbral de linfocitos T es al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces o
méas mayor que el niUmero de la composicién de células modificadas genéticamente antes del cultivo; y/o

iii) el cultivo en la etapa (c) se realiza durante 2 dias a 10 dias inclusive.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde, tras el cultivo en la etapa (c), el método comprende
ademas la recogida de células de la composicién de salida; opcionalmente en donde:

i) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacidn y la recogida de células de la composicién de salida es de
7 dias a 15 dias o de aproximadamente 7 dias a aproximadamente 15 dias; y/o

ii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la composicién de salida es de
9 dias a 13 dias o de aproximadamente 9 dias a aproximadamente 13 dias; y/o

iii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la composicién de salida es de
8 dias a 13 dias o de aproximadamente 8 dias a aproximadamente 13 dias.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, que comprende ademas formular células de la composicioén
de salida para su crioconservacién y/o administracion a un sujeto, opcionalmente en presencia de un excipiente
farmacéuticamente aceptable; opcionalmente

en donde las células de la composicién de salida se formulan en presencia de un crioprotector; opcionalmente
ademés
en donde el crioprotector comprende DMSO.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, que comprende ademas aislar los linfocitos CD4+ de una
muestra bioldgica antes de la incubacién; opcionalmente en donde:

i) el aislamiento comprende, seleccionar células en funcién de la expresiéon superficial de CD4, opcionalmente

mediante seleccién positiva o negativa; y/o
ii) el aislamiento comprende llevar a cabo la seleccién por inmunoafinidad.
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El método de la reivindicacion 13, en donde:

i) la muestra biolégica comprende linfocitos T primarios obtenidos de un sujeto; opcionalmente en donde el sujeto
es un sujeto humano; o

ii) la muestra bioldgica es 0 comprende una muestra de sangre total, una muestra de capa leucocitaria, una muestra
de células mononucleares de sangre periférica (CMSP), una muestra de linfocitos T sin fraccionar, una muestra de
linfocitos, una muestra de glébulos blancos, un producto de aféresis o un producto de leucocitaféresis.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde el receptor recombinante es capaz de unirse a un

antigeno diana asociado a, especifico de y/o expresado en una célula o tejido de una enfermedad, un trastorno o una
afeccién; opcionalmente en donde:

186.

17.

18.

i) la enfermedad, el trastorno o la afeccién es una enfermedad o un trastorno infecciosos, una enfermedad
autoinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, un tumor o un cancer; y/o

ii) el antigeno diana es un antigeno tumoral; y/o

ii) el antigeno diana se selecciona de 5T4, 8H9, avb6 integrina, B7-H6, antigeno de maduracién de linfocitos B
(BCMA), CA9, un antigeno de cancer testicular, anhidrasa carbénica 9 (CAIX), CCL-1, CD19, CD20, CD22, CEA,
antigeno de superficie de la hepatitis B, CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123,
CD138, CD171, antigeno carcinoembrionario (CEA), CE7, una ciclina, ciclina A2, c-Met, antigeno doble, EGFR,
glucoproteina 2 epitelial (EPG-2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), EPHaZ2, ephrinB2, erb-B2, erb-B3, erb-B4,
dimeros erbB, EGFR vlllI, receptor de estrégenos, AchR fetal, receptor alfa de folato, proteina fijadora de folato
(FBP), FCRL5, FCRHS5, receptor de acetilcolina fetal, G250/CAIX, GD2, GD3, gp100, receptor 5D acoplado a
proteina G (GPCRS5D), Her2/neu (receptor tirosina quinasa erbB2), HMW-MAA, [L-22R-alfa, receptor IL-13 alfa 2
(IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién de la quinasa (kdr), cadena ligera kappa, Lewis Y, molécula de
adhesidn de células L1 (L1-CAM), antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-AB, MART-1,
mesotelina, CMV murina, mucina 1 (MUC1), MUC16, NCAM, NKG2D, ligandos de NKG2D, NY-ESO-1, GD2 O-
acetilado (OGD2), antigeno oncofetal, antigeno preferentemente expresado del melanoma (PRAME), PSCA,
receptor de progesterona, survivina, ROR1, TAG72, tEGFR, receptores de VEGF, VEGF-R2, proteina del tumor
de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégenos y un antigeno asociado a una etiqueta universal.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde:

i) el receptor recombinante es o comprende un receptor de antigeno funcional no TCR o un TCR o un fragmento
de unién a antigeno del mismo; y/o

ii) el receptor recombinante es un receptor de antigeno quimérico (CAR); y/o

iii) el receptor recombinante es un CAR anti-CD19.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde el método se realiza en menos de 21 dias, inclusive.

El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la composicién de entrada es una primera

composicién de entrada que comprende linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos primarios CD4+ y la
composicidén estimulada es una primera composicién estimulada, en donde el método comprende, ademés:

19.

(d) incubar por separado, en condiciones de estimulacién, una segunda composicién de entrada que comprende
linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos primarios CD8+, en donde:

la segunda composicién de entrada comprende mas de aproximadamente el 70 %, mas de o mas de
aproximadamente el 75 %, mas de o mas de aproximadamente el 80 %, mas de o méas de aproximadamente
el 85 %, méas de o0 més de aproximadamente el 90 %, mas de o mas de aproximadamente el 95 % o més de o
més de aproximadamente el 98 % de linfocitos T humanos primarios CD8+; y/o la segunda composicién de
entrada consiste esencialmente en linfocitos T humanos primarios CD8+; y

los linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos primarios CD8+ se aislan de la misma muestra biolégica
que los linfocitos T enriquecidos con linfocitos T humanos primarios CD4+; y

las condiciones de estimulacién comprenden la presencia de (i) un reactivo estimulador que comprende un
agente primario que se une especificamente a un miembro de un complejo TCR y que comprende ademas un
agente secundario que se une especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T y (ii) una o mas
citocinas, generando asi una segunda composicién estimulada; y

(e) introducir un receptor recombinante en la segunda composiciéon estimulada, generando asi una segunda
composicién modificada genéticamente que comprende linfocitos T modificados genéticamente; y

(f) cultivar la segunda composicion modificada genéticamente en condiciones que promuevan la proliferacién o la
expansion de las células modificadas genéticamente, produciendo asi una segunda composicién de salida que
comprende los linfocitos T modificados genéticamente.

El método de la reivindicacién 18, en donde la una o mas citocinas utilizadas para las condiciones de estimulacién
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de la segunda composicién de entrada se seleccionan de IL-2 recombinante e IL-15 recombinante, opcionalmente en
donde:

i) la concentracién de IL-2 recombinante es de 10 Ul/ml a 200 Ul/ml; y/o
ii) la concentracién de IL-15 recombinante es de 1 Ul/mla 25 Ul/ml.

20. El método de la reivindicacién 18 o la reivindicacién 19, en donde la introduccién de un receptor recombinante en
la segunda composicidén estimulada comprende la transduccidn de células de la segunda composicién estimulada con
un vector virico que comprende un polinucleétido que codifica el receptor recombinante; opcionalmente en donde:

i) el vector virico es un vector retrovirico; y/o
ii) el vector virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico; y/o
iii) la introduccién se lleva a cabo en presencia de un adyuvante de la transduccién.

21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-20, en donde el cultivo de la segunda composicién modificada
genéticamente se realiza al menos hasta que la segunda composicién de salida incluye un numero umbral de linfocitos
T, opcionalmente en donde:

i) el cultivo de la segunda composiciéon modificada genéticamente se continla durante al menos un dia después
de alcanzar el niUmero umbral de linfocitos T; y/o

ii) el nUmero umbral es al menos 2 veces, al menos 3 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces 0 méas mayor
que el niumero de la segunda composiciéon de células modificadas genéticamente antes de cultivar la segunda
composicién modificada genéticamente.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-21, en donde después de cultivar la segunda composicién
modificada genéticamente, el método comprende ademés la recogida de células de la segunda composicién de salida;
opcionalmente en donde:

i) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la segunda composicién de
salida es de 7 dias a 15 dias o de aproximadamente 7 dias a aproximadamente 15 dias; y/o

ii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la segunda composicién de
salida es de 9 dias a 13 dias o de aproximadamente 9 dias a aproximadamente 13 dias; y/o

iii) el tiempo transcurrido entre el inicio de la incubacién y la recogida de células de la segunda composicién de
salida es de 8 dias a 13 dias o de aproximadamente 8 dias a aproximadamente 13 dias.

23. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-22, en donde el método comprende ademas formular células
de la segunda composicién de salida para su crioconservacién y/o administracién a un sujeto, opcionalmente en
presencia de un excipiente farmacéuticamente aceptable; opcionalmente

en donde las células de la segunda composicidén de salida se formulan en presencia de un crioprotector;
opcionalmente ademéas
en donde el crioprotector comprende DMSO.

24. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-23, en donde el receptor recombinante que se introduce en la
segunda composicién estimulada es el mismo receptor recombinante, opcionalmente el CAR, opcionalmente el CAR
anti-CD19, que se introduce en la primera composicion estimulada.

25. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-24, en donde la segunda composicién de salida que comprende
el nimero umbral o nimero mayor de células se produce entre mas de o mas de aproximadamente el 85 %, mas de
0 més de aproximadamente el 90 % o méas de o mas de aproximadamente el 95 % de las iteraciones del método.

26. El método de cualquiera de las reivindicaciones 18-25, en donde el método se realiza en menos de 21 dias, ambos
inclusive.
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