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DESCRIPCION
Método para proporcionar linfocitos T especificos de tumor

La presente invencion se refiere a un método para proporcionar una preparacion de linfocitos T especificos de tumor
y, en particular, reactivos frente a tumores, y a su uso, en particular para la transferencia adoptiva y el tratamiento
del cancer.

El cancer es una de las causas mas frecuentes de muerte en los paises del mundo desarrollado. A pesar de la
investigacion exhaustiva en el campo del tratamiento del cancer, todavia existe una inmensa necesidad de terapias
para el tratamiento del cancer. Recientemente, se han realizado esfuerzos para tratar el cancer mediante la
transferencia autdloga de células inmunitarias del paciente para combatir la enfermedad, en la que los linfocitos T
obtenidos del tumor de un paciente se expandieron y se transfirieron adoptivamente.

Sin embargo, estas células transferidas conocidas generalmente carecen de alta especificidad y reactividad tumoral,
puesto que simplemente se asemejan a una amplia coleccién de muchos tipos de linfocitos T y, por tanto, solo
inducen una respuesta inmunitaria moderada y mejorable. En consecuencia, seria altamente deseable proporcionar
linfocitos T autélogos altamente especificos de tumores y reactivos frente a tumores.

Por tanto, el objetivo de la presente invencidon es proporcionar dichas células, en particular para su uso en la
transferencia adoptiva y el tratamiento del cancer. La materia objeto de las reivindicaciones independientes logra
este objetivo.

Términos y definiciones

La expresion "acido nucleico” en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un oligémero o polimero
de nucledtidos. El oligémero o el polimero puede incluir nucledsidos naturales (es decir, adenosina, timidina,
guanosina, citidina, uridina, desoxiadenosina, desoxitimidina, desoxiguanosina y desoxicitidina), analogos de
nucledsidos (por ejemplo, 2-aminopurina, 2-aminoadenosina, 2-tiotimidina, inosina, pirrolo-pirimidina, 3-metil
adenosina, 5-metilcitidina, C5-bromouridina, C5-fluorouridina, C5-yodouridina, C5-propinil-uridina, C5-propinil-
citidina, Cb5-metilcitidina, 7-desazaadenosina, 7-desazaguanosina, 8-oxoadenosina, 8-oxoguanosina, O(6)-
metilguanina y 2-tiocitidina), bases modificadas quimicamente, bases modificadas biolégicamente (por ejemplo,
bases metiladas), bases intercaladas, sitios abasicos, azUcares de ribosa (ARN), azlcares de 2’-desoxirribosa
(ADN), azucares de 3’-desoxirribosa o 2’,3’-didesoxirribosa terminales, azicares modificados (por ejemplo, 2'-
fluororribosa, arabinosa y hexosa) o grupos fosfato modificados (por ejemplo, fosforotioatos y enlaces de 5’-N-
fosforamidita). Ademas, la cadena principal puede incluir azicares modificados bloqueados (ANB), desbloqueados
(AND), azucares especulares (spiegelmer) o una cadena principal peptidica (ANP) o una mezcla de los mismos.

El término "sonda" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un acido nucleico que puede
hibridarse con un acido nucleico complementario. Una sonda puede modificarse para incluir marcadores para la
deteccion o la identificacion tales como colorantes fluorescentes o isétopos radiactivos, haptenos para la captura, la
deteccion o la inmovilizacion tales como biotina o digoxigenina, o grupos reactivos tales como tiol, alquino, azida o
EDC, para la inmovilizacion, la ligadura o la derivatizacion.

La expresiéon "muestra tumoral" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una muestra o a un
conjunto de muestras obtenidas de un tumor de un paciente. El tumor también puede incluir una metastasis o una
coleccion de metastasis.

La expresién "muestra no tumoral" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una muestra o a un
conjunto de muestras obtenidas de tejido en estrecha proximidad al tumor de un paciente.

La expresion "muestra de sangre" o "muestra a partir de sangre" en el contexto de la presente memoria descriptiva
se refiere a una muestra de sangre o a un conjunto de muestras obtenidas a partir de sangre de un paciente.

La expresién "muestra sin células" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una muestra o a un
conjunto de muestras obtenidas de un paciente que preferentemente no tiene linfocitos T o, mas preferentemente,
no tiene absolutamente ninguna célula que comprenda acidos nucleicos. Las muestras sin células se obtienen
preferentemente a partir de sangre, normalmente como muestras de suero o plasma. Otros ejemplos para muestras
sin células son muestras obtenidas a partir de otros fluidos corporales tales como liquido cefalorraquideo, fluido
peritoneal, liquido sinovial, saliva, orina o heces.

El término "clonotipo" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un grupo de linfocitos T que
comprenden secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T que presentan una secuencia de acido
nucleico practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT o que comprenden secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T que presentan una secuencia de aminoacidos practicamente idéntica con
respecto a la region variable del RLT. Los clonotipos que presentan una secuencia de aminoacidos practicamente
idéntica con respecto a la region variable del RLT también pueden denominarse de tipo agrupado.
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La expresion "de tipo agrupado” en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un grupo de linfocitos
T que comprenden secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T que presentan una secuencia de
aminoacidos practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT. La expresion "region variable" en el
contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la region recientemente generada mediante el
reordenamiento del RLT que comprende un segmento J y un segmento V asi como también la region CDR3 (véase
la figura 1).

El término "CDR3" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la region determinante de la
complementariedad hipervariable 3. El tamafio de CDR3 se caracteriza en particular por el niumero total de
aminoacidos (AA) y nucledtidos respectivos de la cisteina conservada en el segmento VB o Va o Vy o V& a la
posicion de la fenilalanina conservada en el segmento JB o Ja, Jy o Jo.

La expresion "especificos de tumores" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere en particular a
linfocitos T que aparecen en un tumor particular y que presentan en particular una distribucion preferencial en el
tumor particular.

La expresion "reactivos frente a tumores" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere en particular a
linfocitos T que pueden modular de forma indirecta o directa el crecimiento, la viabilidad o la proliferacién de células
tumorales de un tumor particular. Dichos linfocitos T reactivos frente a tumores se caracterizan en particular por una
expresion aumentada de citocinas o marcadores de activacion superficial cuando se cultivan conjuntamente con
células tumorales autélogas del tumor particular.

El término "LIT" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a linfocitos infiltrantes de tumores.

El término "CD45RA" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere al marcador de linfocitos T
virgenes humanos (PTPRC; identificacion de Uniprot P07585; isoforma A).

El término "CCR7" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere al receptor de quimiocinas humano 7
(identificacion de Uniprot P32248).

El término "CD62L" en el contexto de la presente invencion se refiere a una molécula de adhesién celular sobre la
superficie de linfocitos (identificacion de Uniprot P14151). CD62L también se denomina L-selectina.

El término "CD25" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la cadena alfa del receptor de
interleucina-2 humano (identificacion de Uniprot P01589).

El término "Foxp3" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un marcador especifico para
linfocitos T reguladores T naturales y linfocitos T reguladores T inducidos (identificacion de Uniprot B7ZIG1). Foxp3
también se denomina escurfina.

El término "LAG3" (gen de activacion de linfocitos 3) en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a
un marcador para linfocitos T activados (UniProtkKB: P18627).

El término "CD69" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un marcador para linfocitos T
activados (Uniprot Q7108).

El término "CD137" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un marcador para linfocitos T
activados (Uniprot Q07011).

El término "CD154" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un marcador para linfocitos T
activados (Uniprot P29965).

El término "PD-1" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un receptor de superficie celular
expresado por linfocitos T (Uniprot Q15116). PD-1 también se denomina CD279.

El término "B7-H4" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un marcador para linfocitos T
activados (Uniprot Q7Z7D3). B7-H4 también se denomina VTCNA1.

El término "OX40" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la superfamilia del receptor del
factor de necrosis tumoral, miembro 4 (Uniprot P43489). OX40 también se denomina TNFFSF4 o CD134.

El término "CD107a" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la proteina de membrana
asociada a lisosoma 1 (Uniprot P11279), CD107a también se denomina LAMP-1.

El término "VISTA" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere al supresor de Ig de dominio V de la
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activacion de linfocitos T. VISTA también se denomina homélogo de PD-1 (PD-1 H).

El término "butirofilina" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una familia de proteinas que
constituyen un subgrupo de la superfamilia IG que se expresan sobre linfocitos T activados.

La expresion "proteina de tipo butirofilina" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a un
marcador de linfocitos T activados.

El término "TNFalfa" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la citocina que se secreta por los
linfocitos T activados (Uniprot P01375).

La expresion "interferon gamma" o "IFN gamma" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la
citocina que se secreta por los linfocitos T activados (Uniprot P01579).

Si cualquier poblacion celular se designa como "positiva" con respecto a cierta proteina marcadora, esta designacion
significara que dicha poblacion celular puede tefiirse con un anticuerpo marcado con colorante fluorescente comun
contra la proteina marcadora y proporcionara una sefal de fluorescencia de una intensidad al menos un logaritmo
mayor en comparacion con las células no marcadas o las células marcadas con el mismo anticuerpo pero
habitualmente conocidas como que no expresan dicha proteina marcadora. Como alternativa, la poblacién celular
puede tefirse mediante una sonda de acido nucleico marcada que sea capaz de hibridarse especificamente con un
ARNm que codifique la proteina marcadora anteriormente mencionada o una entidad reguladora correlativa. La
entidad correlativa de proteina marcadora puede representar un ARNm de factor de transcripcion regulador de
proteina marcadora, un ARN no codificante o cualquier otro ARN que se exprese conjuntamente especificamente en
una poblacién celular que exprese dicha proteina marcadora.

La expresion "marcador de activacion de linfocitos T" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a
una molécula sobre la superficie de un linfocito T activado.

La alta afinidad en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la constante de disociacion de la union
del ligando a la molécula diana, en la que la constante de disociacion es, 10”7 mol/l, 10 mol/l o 10’® mol/l o menos, y
en la que el ligando no se une a moléculas de control, por ejemplo, proteinas, con caracteristicas estructurales no
relacionadas. Las moléculas de control son, a modo de ejemplo no limitante, proteinas plasmaticas tales como
albuminas, globulinas, lipoproteinas, fibrindgenos, protrombina, proteinas de fase aguda y marcadores tumorales
tales como CEA, CA19-9 o AFP y transferrina.

La alta especificidad en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la relacion de dianas o analitos
detectados adecuadamente y a la suma de todos los compuestos o sustancias detectados, en la que la relacién es
del 80 %, el 85 %, el 90 %, el 95 %, el 99 % o el 99,9 %.

La expresion "temperatura de hibridacion éptima" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a la
temperatura a la que la sonda de la invencion presenta la mayor probabilidad de unirse a la secuencia de acido
nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor dentro de la célula.

El término "nanooro" en el contexto de la presente memoria descriptiva se refiere a una particula de oro de tamafo
submicromeétrico.

Los numeros de identificacién de Uniprot se refieren a las entradas en la Base de Conocimiento de UniProt.

Los numeros de DSMZ se refieren a entradas o depdsitos en el Leibniz-Institut DSMZ- Coleccion de
Microorganismos y Cultivos Celulares GmbH, Braunschweig, Alemania.

Un reactivo de transfeccion en el contexto de la presente invencion se refiere a un compuesto que permite o apoya
el proceso de introducir deliberadamente acidos nucleicos dentro de células, en particular dentro de células
inmunitarias humanas.

Sumario de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para fabricar un receptor artificial de
linfocitos T especificos de tumor. El método comprende las etapas de:

- proporcionar una preparacion de linfocitos T especificos de tumor mediante las etapas de:
a. seleccionar clones de linfocitos T especificos de tumor mediante:

- proporcionar una muestra tumoral obtenida de un paciente, en la que la muestra tumoral comprende
linfocitos T que infiltraron el tumor;
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- aislar una preparacion de acido nucleico de la muestra tumoral en una etapa de aislamiento de acido
nucleico;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la
preparacion de acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificadas por la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T;

- seleccionar una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor a partir de la
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o una secuencia de aminoacidos
del receptor de linfocitos T especificos de tumor a partir de la pluralidad de secuencias de aminoacidos
del receptor de linfocitos T en una etapa de seleccién de secuencias;

b. clasificar clones de linfocitos T especificos de tumor mediante:
- proporcionar una preparacién de linfocitos obtenida del paciente;

- aislar células que comprenden la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de
tumor seleccionada o la secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor
seleccionada de la preparacion de linfocitos en una etapa de aislamiento.

- aislar un linfocito T especifico de tumor individual de dicha preparacién de linfocitos T especificos de
tumor;

- determinar las regiones de CDR3 de ambas subunidades de dicho receptor de linfocitos T de dicho
linfocito T especifico de tumor individual aislado; y

- preparar un receptor de linfocito T artificial que comprende dichas regiones de CDR3 determinadas de
ambas subunidades.

En determinadas realizaciones, la etapa de aislamiento comprende las etapas de:

- poner en contacto la preparacion de linfocitos con un ligando especificamente reactivo que es capaz de unirse a
una secuencia de aminoacidos comprendida dentro del segmento V del receptor de linfocitos T que corresponde
a la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada o la secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor, en la que el ligando se une a un marcador
detectable, y

- aislar linfocitos T que llevan el marcador detectable de la preparacion de linfocitos.

En particular, el segmento V esta codificado por una molécula de acido nucleico que se relaciona de forma Unica con
la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada.

En ciertas realizaciones, el ligando se une a la secuencia de aminoacidos con una constante de disociacion de 107,
108 0 10° mol/l o menos.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor
seleccionada se relaciona de forma Unica con una secuencia de acido nucleico que codifica el segmento V de la
cadena beta del receptor de linfocitos T humano.

En ciertas realizaciones, el ligando especificamente reactivo es un anticuerpo anti-Vg, que se refiere al segmento V
de la cadena beta de un receptor de linfocitos T.

Dichos anticuerpos anti-Vp son conocidos, véase por ejemplo
http://www.imqt.org/IMGTrepertoire/Requlation/antibodies/human/TRB/TRBV/Hu_TRBVMab.html y puede obtenerse,
por ejemplo, en Pierce Endogen, Serotec o Coulter.

En ciertas realizaciones, la etapa de aislamiento comprende las etapas de:

- poner en contacto la preparacion de linfocitos con una sonda de acido nucleico que se une especificamente a la
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor, en la que la sonda de acido
nucleico se une a un marcador detectable;

- aislar linfocitos T que llevan el marcador detectable de la preparacion de linfocitos.

En particular, la unién especifica de la sonda de acido nucleico a la secuencia de acido nucleico del receptor de

linfocitos T especificos de tumor seleccionada se refiere en particular a una hibridacién de la sonda con la secuencia
seleccionada, en particular en condiciones de alta rigurosidad.
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En ciertas realizaciones, la etapa de aislamiento comprende las etapas de:

- poner en contacto la preparacion de linfocitos con un ligando especificamente reactivo que es capaz de unirse a
una secuencia de aminoacidos comprendida dentro de la regién V del receptor de linfocitos T que corresponde a
la secuencia de acido nucleo del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada o la secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor, en la que el ligando se une a un marcador
detectable,

- aislar linfocitos T que llevan el marcador detectable de la preparacion de linfocitos,

- poner en contacto las células aisladas con una sonda de acido nucleico que se une especificamente a la
secuencia de acido nucleico especifica del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada, en las que
dicha sonda de acido nucleico se une a otro marcador detectable, y

- aislar los linfocitos T que llevan el otro marcador detectable de las células aisladas anteriormente.
En ciertas realizaciones, la etapa de aislamiento comprende
- una etapa de separacion, en la que la preparacion de linfocitos se separa en una pluralidad de fracciones,

- una etapa de expansion, en la que las células comprendidas dentro de dicha pluralidad de fracciones se
expanden en condiciones de cultivo celular, y

- una etapa de seleccion, en la que se selecciona al menos una fracciéon de dicha pluralidad de fracciones que
comprende la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada.

En particular, la preparacion de linfocitos se separa en la pluralidad de fracciones de manera que no toda la fraccion
de la pluralidad, preferentemente menos de la mitad de la pluralidad, mas preferentemente menos del 10 por ciento
de la pluralidad, incluso mas preferentemente menos del 5 por ciento, mas preferentemente menos del 1 por ciento,
comprende la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada. Dicha
separacion puede conseguirse mediante la limitacion del nimero de células por fraccion de la pluralidad.

En ciertas realizaciones, cada una de las fracciones de la pluralidad comprende no mas de 10° células,
preferentemente no mas de 10* células, mas preferentemente no mas de 103 células, incluso mas preferentemente
no mas de 102 células.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se separa en al menos 96 fracciones, preferentemente en 96,
en las que en particular cada una de las fracciones comprende no mas de 10° células.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se separa en de 96 fracciones a 384 fracciones.

En ciertas realizaciones, la etapa de selecciébn comprende obtener secuencias de acido nucleico del receptor de
linfocitos T a partir de la pluralidad de fracciones e identificar fracciones que comprenden la secuencia de acido
nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada, en la que en particular las secuencias de
acido nucleico del receptor de linfocitos T se obtienen mediante amplificacion, en particular mediante PCR.

En ciertas realizaciones, las fracciones que comprenden la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T
especificos de tumor seleccionada se identifican mediante una reaccién de amplificacion con cebadores que se
hibridan especificamente con al menos una parte del acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor
seleccionado, en las que en particular las fracciones que no comprenden la secuencia de acido nucleico del receptor
de linfocitos T especificos de tumor seleccionada no presentan un producto de amplificacion.

En ciertas realizaciones, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T se obtienen a partir de una
alicuota de células comprendidas dentro de la fraccidon respectiva o a partir del sobrenadante de la fraccion
respectiva.

Ventajosamente, mediante dicha seleccién no son necesarias sondas caras con un gran retraso en la sintesis y la
validacién. Ademas, la realizacion mencionada anteriormente es aplicable a clonotipos muy raros debido a la
sensibilidad de la PCR frente al nivel de fondo de la sonda. Adicionalmente, la etapa de expansiéon produce células
que se dividen rapidamente que pueden aplicarse directamente en la expansion in vitro para el tratamiento potencial
con células autdlogas.

En ciertas realizaciones, la etapa de seleccién comprende poner en contacto las fracciones de la pluralidad con una
sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T
especificos de tumor seleccionada, en la que la sonda de acido nucleico se une a un marcador detectable, y
seleccionar al menos una fraccion de la pluralidad que comprende linfocitos T que llevan el marcador detectable.
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En ciertas realizaciones, la etapa de separacién va precedida de las etapas de

- poner en contacto la preparacion de linfocitos con un ligando especificamente reactivo que es capaz de unirse a
una secuencia de aminoacidos comprendida dentro del segmento V del receptor de linfocitos T que corresponde
a la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada o a la secuencia
de aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada, en la que el ligando se une a un
marcador detectable, y

- aislar linfocitos T que llevan el marcador detectable de la preparacién de linfocitos, en las que después los
linfocitos T aislados se someten a la etapa de separacién como se ha descrito anteriormente.

En ciertas realizaciones, la etapa de aislamiento comprende adicionalmente

- una segunda etapa de separacion, en la que la fraccidon seleccionada se separa en una segunda pluralidad de
fracciones,

- una segunda etapa de expansion, en la que las células comprendidas en la segunda pluralidad de fracciones se
expanden en condiciones de cultivo celular, y

- una segunda etapa de seleccion, en la que se selecciona al menos una fraccion de la segunda pluralidad de
fracciones que comprende la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor
seleccionada.

En particular, la etapa de separacion, la etapa de expansion y la etapa de seleccion pueden repetirse con cada
nueva fraccién seleccionada que comprenda la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos
de tumor seleccionada. Preferentemente, la etapa de separacion, la etapa de expansion y la etapa de seleccién se
repiten de una a cuatro veces.

En ciertas realizaciones, la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T se obtiene
mediante la secuenciacion de los acidos nucleicos de las secuencias de acido nucleico. En ciertas realizaciones, los
acidos nucleicos de la preparacion de acido nucleico se secuencian en paralelo. Un método adecuado para la
secuenciacion en paralelo se desvela en el documento WO 2014/096394 A1.

En ciertas realizaciones, la preparacion de acido nucleico comprende ADN gendmico de las células de la muestra
tumoral, en particular de los linfocitos T que infiltraron el tumor.

En ciertas realizaciones, la preparacion de acido nucleico comprende al menos 10 ng de ADN de linfocitos T
maduros o activados de la muestra tumoral, que corresponde en particular a la cantidad de ADN de
aproximadamente 1.500 linfocitos T maduros. La cuantificacion de la cantidad de ADN de linfocitos T maduros
puede determinarse mediante un método conocido por el experto en la materia, tal como, por ejemplo, PCR
cuantitativa o PCR de gotitas digital. La secuenciacion de la preparacion de acido nucleico puede incluir la
secuenciacion de una muestra de referencia con una cantidad conocida de ADN. Adicionalmente, la cantidad de
linfocitos T maduros en la muestra tumoral puede medirse mediante tincién inmunohistoquimica y microscopia o
clasificacion celular mediante FACS.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se proporciona mediante la muestra tumoral obtenida del
paciente, mediante una muestra de sangre obtenida del paciente o una muestra de tumor completo obtenida del
paciente.

Ventajosamente, el método de la invencion es independiente de linfocitos T especificos de tumor viables y/o
proliferativos que se obtienen de la muestra tumoral para identificar un clonotipo especifico de tumor y para
prepararlo. Una vez que uno o mas clonotipos especificos de tumores se identifican por medio de una secuencia de
acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor o una secuencia de aminoacidos del receptor de
linfocitos T especificos de tumor, pueden prepararse a partir de otras fuentes tales como otra muestra tumoral o la
sangre del paciente.

En ciertas realizaciones, la etapa de seleccién de secuencia comprende las etapas de:

- alinear la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T obtenidas a partir de la muestra
tumoral;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias
de acido nucleico del receptor de linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra tumorales, en las que

a) secuencias de acido nucleico de receptores de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular
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presentan una secuencia de acido nucleico practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT,
ylo

b) secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por las secuencias de acido nucleico
del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular presentan una secuencia de
aminoacidos idéntica con respecto a la region variable del RLT;

- determinar el numero de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T dentro de la pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T asociadas a cada clonotipo, produciendo de este modo
una frecuencia de clonotipo para cada uno de dichos clonotipos,

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el
que el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos
de la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad
de clones de la muestra tumoral, y

- seleccionar una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la pluralidad de secuencias de
acido nucleico de los receptores de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo especifico de tumor
seleccionado como la secuencia de acido nucleico del receptor especifico de tumor.

En particular, después de la secuenciacion, los pares que unen todas las lecturas de secuencia de acido nucleico
idénticas y relacionadas que se desvian hasta un desapareamiento de pares de bases se agrupan y se designan
como clonotipos.

En ciertas realizaciones, un clonotipo especifico de tumor se selecciona entre la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral que es uno de los 50 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral. En ciertas realizaciones, un clonotipo especifico de tumor se selecciona entre la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral que es uno de los 20 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral.

En particular, una primera secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T es practicamente idéntica a una
segunda secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T, si ambas secuencias difieren en no mas de una
posicion.

En ciertas realizaciones, una primera secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T es practicamente
idéntica a una segunda secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T, si ambas secuencias difieren en no
mas de una posicién, y la primera secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T presenta en la muestra
respectiva, en particular en la muestra tumoral, una frecuencia de al menos veinte veces en comparaciéon con la
segunda secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T. En consecuencia, tanto la primera como la
segunda secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T se asignan al mismo clonotipo.

Asimismo, una primera secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T es practicamente idéntica a una
segunda secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T si ambas secuencias de aminoacidos difieren en no
mas de una o dos posiciones entre si. Las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T mencionadas
anteriormente pueden estar comprendidas dentro de la cadena alfa o beta del RLTa/f o dentro de la cadena gamma
o delta del RLTy/d.

En particular, la frecuencia de clonotipo es una medida de la frecuencia relativa o absoluta del linfocito T identificada
por la secuencia de acido nucleico del RLT dentro de la muestra tumoral.

En particular, la frecuencia de clonotipo en una muestra dada es una medida de la frecuencia relativa o absoluta del
linfocito T identificada por la secuencia de acido nucleico del RLT dentro de dicha muestra.

En ciertas realizaciones, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad mencionada
anteriormente estan comprendidas dentro de secuencias de acido nucleico que codifican una de las cadenas
polipeptidicas que forman un receptor de linfocitos T humano, en particular RLTa/8 o RLTy/d. En ciertas
realizaciones, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad mencionada
anteriormente no comprenden secuencias de acido nucleico no codificantes. Las secuencias no codificantes se
refieren a clonotipos con codones de parada o desplazamientos del marco de lectura que conducen a secuencias de
proteinas RLT no funcionales.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor se
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caracteriza por una longitud de 30 nucleétidos a 110 nucleétidos.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor codifica una
secuencia de aminoacidos unica comprendida dentro de una cualquiera de las cadenas polipeptidicas (alfa, beta,
gamma y delta) que forman un receptor de linfocitos T humano, en el que la secuencia de aminoacidos Unica
aparece exclusivamente en un clonotipo o tipo agrupado particular y no en ningun otro clonotipo o tipo agrupado.

En consecuencia, la etapa de seleccion comprende adicionalmente o como alternativa las etapas de:

- alinear la pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T obtenidas a partir de la muestra
tumoral;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias
de aminoacidos del receptor de linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en la que las
secuencias de aminoacidos de los receptores de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular
presentan una secuencia de aminoacidos idéntica o practicamente idéntica con respecto a la region variable del
RLT,

- determinar el numero de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T dentro de la pluralidad de
secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T asociadas a cada clonotipo, produciendo de este modo
una frecuencia de clonotipo para cada uno de dichos clonotipos,

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el
que el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos
de la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor
de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de
la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

- seleccionar una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T a partir de la pluralidad de secuencias de
acido nucleico de los receptores de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo especifico de tumor
seleccionado como la secuencia de aminoacidos del receptor especifico de tumor.

En ciertas realizaciones, uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral, en particular el clonotipo mas frecuente, y uno o mas clonotipos adicionales de la pluralidad de clonotipos
de la muestra tumoral que comprenden una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica a
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas
dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral se seleccionan como clonotipos especificos de tumor, y se aislan de la preparacion de linfocitos, en
particular poniendo en contacto el linfocito con sondas de acido nucleico que se unen especificamente a las
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor comprendidas dentro de los clonotipos
seleccionados, en las que dichas sondas de acido nucleico se unen a un marcador y la célula que lleva el marcador
se aislan de la preparacioén de linfocitos.

En ciertas realizaciones, los 5 clonotipos mas frecuentes, los 10 clonotipos mas frecuentes, los 15 clonotipos mas
frecuentes o los 20 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral y/o uno o mas
clonotipos adicionales de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprenden una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido
nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de los 5 clonotipos mas frecuentes, los 10 mas frecuentes
clonotipos, los 15 clonotipos mas frecuentes o los 20 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral se seleccionan como clones especificos de tumor, y se aislan de la preparacion de linfocitos, en
particular poniendo en contacto el linfocito con un ligando especificamente reactivo que es capaz de unir una
secuencia de aminoacidos comprendida dentro del segmento V del receptor de linfocitos T que corresponde a la
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor o a la secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada comprendida dentro de los clonotipos seleccionados, en
la que dicho ligando se une a un marcador detectable y las células que llevan el marcador se aislan de la
preparacion de linfocitos.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico del receptor especifico de tumor codifica la region CDR3 del
receptor de linfocitos T. En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del receptor especifico de tumor
comprende o esta comprendida dentro de la region CDRS3 del receptor de linfocitos T.

En ciertas realizaciones, el método de la invencién comprende adicionalmente
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- proporcionar una muestra no tumoral obtenida del paciente;
- aislar una preparacién de acido nucleico de la muestra no tumoral en una etapa de aislamiento de acido nucleico;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la preparacion de

acido nucleico, produciendo una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T no
especificos de tumor;

- alinear la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T no especificos de tumor

obtenidas a partir de la muestra no tumoral;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias

de acido nucleico del receptor de linfocitos T no especificos de tumor en una pluralidad de clonotipos no
tumorales, en las que

a) las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular
presentan una secuencia practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT, en particular la
region CDR3 y/o

b) las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por las secuencias de acido nucleico
del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular presentan una secuencia idéntica
con respecto a la region variable del RLT, en particular la regiéon CDR3;

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor de entre la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el que

e ¢l clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e ¢l clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral esta ausente en la muestra no tumoral o puede asignarse a un clonotipo no especifico de
tumor que muestra una frecuencia (dentro de la muestra no tumoral) de no mas del 20 %, el 15 %, el 10 % o
el 5 % de la frecuencia del clonotipo especifico de tumor.

En particular, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T no especificos de tumor se agrupan en la
pluralidad de clonotipos no especificos de tumor de la misma manera que las secuencias de acido nucleico del
receptor de linfocitos T obtenidas del tumor en la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en particular para
permitir una asignacion de un clonotipo de la muestra tumoral a un clonotipo no tumoral.

En particular, un clonotipo especifico de tumor puede asignarse a un clonotipo no especifico de tumor, si

a) una cualquiera de las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias
de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo es practicamente idéntica a
una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo no tumoral y/o

b) una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de
la muestra no tumoral.

Analogamente, un clonotipo especifico de tumor esta ausente en la muestra no tumoral si este clonotipo no puede
asignarse a ninguno de los clonotipos de la muestra no tumoral.

En ciertas realizaciones, la muestra no tumoral es una muestra de tejido no tumoral adyacente al tumor. Dicho tejido
no tumoral puede identificarse mediante técnicas comunes tales como examen de ultrasonido, radiografia, TC o
inmunotincion.

En ciertas realizaciones, el método de la invencién comprende adicionalmente
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- proporcionar una muestra no tumoral obtenida del paciente;
- aislar una preparacion de acido nucleico de la muestra no tumoral en una etapa de aislamiento de acido nucleico;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la preparacion de

acido nucleico y una pluralidad de secuencias de aminoacidos de linfocitos T codificadas por la pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T, produciendo una pluralidad de secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor;

- alinear la pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor obtenidas

a partir de la muestra no tumoral;

- agrupar secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias de

aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor en una pluralidad de clonotipos no especificos
de tumor, en los que las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un
clonotipo particular presentan una secuencia idéntica o practicamente idéntica con respecto a la region variable
del RLT, en particular la region CDR3,

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el

que

e el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro el clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas
frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e ¢l clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral esta ausente en la muestra no tumoral o puede asignarse a un clonotipo no especifico de
tumor que muestra una frecuencia (dentro de la muestra no tumoral) de no mas del 20 %, el 15 %, el 10 % o
el 5 % de la frecuencia del clonotipo especifico de tumor.

En particular, las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor se agrupan en la
pluralidad de clonotipos no especificos de tumor especificos de la misma manera que las secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T obtenidas del tumor dentro de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral, en particular para permitir una asignacion de un clonotipo de la muestra tumoral a un clonotipo no tumoral.

En particular, un clonotipo especifico de tumor puede asignarse a un clonotipo no especifico de tumor, si cualquiera
de las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica o practicamente idéntica a una secuencia
de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo no tumoral.

En ciertas realizaciones, el método de la invencion comprende adicionalmente:

- proporcionar una muestra de sangre obtenida del paciente;

- aislar una preparacion de acido nucleico de la muestra de sangre en una etapa de aislamiento de acido nucleico;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la preparaciéon de
acido nucleico,

- alinear la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias
del receptor de linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra de sangre, en las que

a) las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo
particular presentan una secuencia practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT, en
particular la region CDR3, y/o

b) las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por las secuencias del receptor de

linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular presentan una secuencia idéntica con respecto a
la region variable del RLT, en particular la region CDR3;
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- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el
que

e el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e el clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral puede asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre que muestra una frecuencia inferior
a la frecuencia del clonotipo especifico de un tumor.

En particular, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T obtenidas a partir de la muestra de sangre
se agrupan en la pluralidad de clonotipos de la muestra de sangre de la misma manera que las secuencias de acido
nucleico del receptor de linfocitos T obtenidas a partir del tumor en la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral,
en particular para permitir una asignacién de un clonotipo de la muestra tumoral a un clonotipo de la muestra de
sangre.

En particular, un clonotipo especifico de tumor puede asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre, si

a) una cualquiera de las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias
de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo presenta una secuencia
practicamente idéntica a una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del
clonotipo de la muestra de sangre y/o

b)una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificada por una secuencia del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra de
sangre.

En ciertas realizaciones, el método de la invencion comprende adicionalmente:
- proporcionar una muestra de sangre obtenida del paciente;
- aislar una preparacion de acido nucleico de la muestra de sangre en una etapa de aislamiento de acido nucleico;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la preparacion de
acido nucleico y una pluralidad de secuencias de aminoacidos de linfocitos T codificadas por la pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T,

- alinear la pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T;

- agrupar secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias de
receptores de linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra de sangre, en la que las secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular presentan una secuencia
practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor entre la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el que

e el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas
frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e ¢l clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral puede asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre que muestra una frecuencia por
debajo de la frecuencia del clonotipo especifico de un tumor.

En particular, las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T obtenidas a partir de la muestra de sangre
se agrupan en la pluralidad de clonotipos de la muestra de sangre de la misma manera que las secuencias de
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aminoacidos del receptor de linfocitos T obtenidas a partir del tumor en la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral, en particular para permitir una asignacién de un clonotipo de la muestra tumoral a un clonotipo de la
muestra de sangre.

En particular, un clonotipo especifico de tumor puede asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre, si
cualquiera de las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo presenta una secuencia idéntica o
practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo
de la muestra de sangre.

En ciertas realizaciones, el método de la invencion comprende adicionalmente
- proporcionar una muestra sin células obtenida del paciente;

- aislar una preparaciéon de acido nucleico de la muestra sin células en una etapa de aislamiento de acidos
nucleicos;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la preparacion de
acido nucleico,

- alinear la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias
de acido nucleico del receptor de linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra sin células, en las que

a) las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo
particular presentan una secuencia practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT, en
particular la region CDR3, y/o

b) las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por una secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T comprendida dentro de un clonotipo particular presentan una secuencia idéntica
con respecto a la region variable del RLT, en particular la regiéon CDR3;

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el
que

e el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro del clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad
de clonotipos de la muestra tumoral, y

e ¢l clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral puede asignarse a un clonotipo de la muestra sin células, en particular a un clonotipo sin
células que muestra una frecuencia superior al 0,001 % de todas las frecuencias en la pluralidad de
clonotipos de la muestra sin células.

En particular, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T obtenidas a partir de la muestra sin
células se agrupan en la pluralidad de clonotipos de la muestra sin células de la misma manera que las secuencias
de acido nucleico del receptor de linfocitos T obtenidas a partir del tumor en la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral, en particular para permitir una asignacién de un clonotipo de la muestra tumoral a un clonotipo de la
muestra sin células.

En particular, puede asignarse un clonotipo especifico de tumor a un clonotipo de la muestra sin células, si

a) cualquiera de las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de
acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo es practicamente idéntica a un
linfocito T la secuencia de acido nucleico del receptor comprendida dentro del clonotipo de la muestra sin células,
ylo

b) una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del

receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
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codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de
la muestra sin células.

En ciertas realizaciones, el método de la invencién comprende adicionalmente

- proporcionar una muestra sin células obtenida del paciente;

- aislar una preparaciéon de acido nucleico de la muestra sin células en una etapa de aislamiento de acidos

nucleicos;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de la preparacion de

acido nucleico y una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por la
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T,

- alinear la pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T;

- agrupar secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas en la pluralidad de secuencias de

aminoacidos del receptor de linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra sin células, en las que las
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular
presentan una secuencia idéntica o practicamente idéntica con respecto a la region variable del RLT, en
particular la region CDR3;

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el

que

e el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas
frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e ¢l clonotipo especifico de un tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral puede asignarse a un clonotipo de la muestra sin células, en particular a un clonotipo sin
células que muestra una frecuencia superior al 0,001 % de todas las frecuencias en la pluralidad de
clonotipos de la muestra sin células.

En particular, las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T obtenidas a partir de la muestra sin células
se agrupan en la pluralidad de clonotipos de la muestra sin células de la misma manera que las secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T obtenidas a partir del tumor en la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral, en particular para permitir una asignacién de un clonotipo de la muestra tumoral a un clonotipo de la
muestra sin células.

En particular, puede asignarse un clonotipo especifico de tumor a un clonotipo de la muestra sin células, si
cualquiera de las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica o practicamente idéntica
a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra sin
células.

En ciertas realizaciones, el clonotipo especifico de tumor seleccionado no puede asignarse a un clonotipo conocido
que sea reactivo frente al citomegalovirus humano o frente al virus de Epstein-Barr.

Dicha asignacion puede realizarse mediante métodos bioinformaticos, en los que en particular una secuencia de
acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor comprendida dentro del clonotipo especifico de tumor
seleccionado se compara con secuencias de acido nucleico de clonotipos conocidos que son reactivos frente al
citomegalovirus humano o frente al virus de Epstein-Barr.

En particular, el clonotipo especifico de tumor seleccionado no puede asignarse a un clonotipo conocido que sea
reactivo frente al citomegalovirus humano o frente al virus de Epstein-Barr, si

a) ninguna de las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de
acido nucleico de linfocitos T comprendidas dentro este clonotipo es practicamente idéntica a una secuencia de
acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo conocido,

b) ninguna de las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por una secuencia de acido
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nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo
conocido, o

c) ninguna de las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de
aminoacidos de linfocitos T comprendidas dentro de este clonotipo es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo conocido.

En ciertas realizaciones, el método de la invencion comprende adicionalmente las etapas de:

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor a partir de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en el
que

e el clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de
la muestra tumoral o es otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende
una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T idéntica o practicamente idéntica a una secuencia
de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de
linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro
del clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral, y

e ¢l clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral puede asignarse a otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que
comprende una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de uno de los 100 clonotipos especificos de tumores mas frecuentes.

En ciertas realizaciones, el clonotipo mas frecuente de los clonotipos de la muestra tumoral u otro clonotipo de la
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende una secuencia de aminoacidos del receptor de
linfocitos T que es practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por
una secuencia de acido nucleo de receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo mas frecuente se selecciona como clonotipo especifico de
tumor, en el que en particular el clonotipo mas frecuente esta ausente en la muestra no tumoral o puede asignarse a
un clonotipo no tumoral que muestra una frecuencia (dentro de la muestra no tumoral) de no mas del 20 %, del
15 %, del 10 % o del 5 % de la frecuencia del clonotipo mas frecuente, y/o puede asignarse a un clonotipo de la
muestra de sangre que muestra una frecuencia por debajo de la frecuencia del clonotipo mas frecuente, y/o puede
asignarse a un clonotipo sin células, en particular a un clonotipo sin células que muestra una frecuencia superior al
0,001 % de todas las frecuencias de la pluralidad de clonotipos de la muestra de suero, y/o puede asignarse a otro
clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende una secuencia de aminoacidos de
linfocitos T idéntica o practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada
por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro de los clonotipos especificos de tumor mas frecuentes.

En ciertas realizaciones, el método de la invencion comprende adicionalmente:

- seleccionar 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de la muestra tumoral, en los que

e Jos clonotipos especificos de tumor son 5, 10, 15 o 20 de los 100 mas frecuentes de la pluralidad de
clonotipos de la muestra tumoral o son otros clonotipos de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral
que comprenden una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T idéntica o practicamente idéntica
a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de los 5, 10 o 20 clonotipos especificos de cada uno de los 100 clonotipos mas
frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral y, opcionalmente,

e Jos 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de
clonotipos de la muestra tumoral estan ausentes en la muestra no tumoral o pueden asignarse a un clonotipo
no especifico de tumor que presente una frecuencia (dentro de la muestra no tumoral) de no mas del 20 %, el
15 %, el 10 % o el 5% de la frecuencia de los clonotipos especificos de tumor de los 100 clonotipos mas
frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y/o

e Jos 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de
clonotipos de la muestra tumoral pueden asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre que muestre una
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frecuencia por debajo de la frecuencia de dichos clonotipos especificos de tumores, y/o

e Jos 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de
clonotipos de la muestra tumoral pueden asignarse a un clonotipo de la muestra sin células, en particular a un
clonotipo sin células que muestre una frecuencia superior al 0,001 % de todas las frecuencias en la pluralidad
de clonotipos de la muestra sin células, y/o

e Jos 5,10, 15 0 20 clonotipos especificos de tumores de los 100 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de
clonotipos de la muestra tumoral pueden asignarse a otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral que comprenda una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que sea idéntica o
practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro de los clonotipos especificos de tumor de los 100 clonotipos
mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral.

En particular, cada uno de los 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor se compara individualmente y se
asigna en particular, a los clonotipos de la muestra no tumoral, muestra de sangre y/o muestra sin células
mencionadas anteriormente.

En ciertas realizaciones,

uno cualquiera de los uno, 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de los 100 mas frecuentes de la
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo no especifico de tumor, si una secuencia
de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificado por una secuencia del receptor de linfocitos T de la
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo
especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra no tumoral o una
secuencia de aminoacidos de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de
linfocitos T comprendida por dicho clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo de la muestra no tumoral, y/o

uno cualquiera de los uno, 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de los 100 mas frecuentes de la
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo de la muestra de sangre, si una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia del receptor de linfocitos T
de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo
especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra de sangre o si un linfocito
T la secuencia de aminoacidos comprendida con dicho clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia
de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo de la muestra de sangre, y/o

uno cualquiera de los uno, 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de los 100 mas frecuente de la
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo de la muestra sin células, si una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro del clonotipo especifico de tumor o los clonotipos especificos de tumor es idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra sin células, o si una secuencia de
aminoacidos de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos de linfocitos T comprendida dentro
de dicho clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
comprendida dentro de dicho clonotipo de la muestra sin células.

En ciertas realizaciones, el método de la invencion comprende adicionalmente:

seleccionar 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de la muestra tumoral, en los que

e |os clonotipos especificos de tumor son los 5 clonotipos mas frecuentes, los 10 clonotipos mas frecuentes, los
15 clonotipos mas frecuentes o los 20 clonotipos mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral o son otros clonotipos de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprenden una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T idéntica o practicamente idéntica a una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de
linfocitos T de la pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro
de los 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral y,
opcionalmente,

e Jos 5, 10, 15 o0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados estan ausentes en la muestra no tumoral o
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pueden asignarse a un clonotipo no especifico de tumor que presente una frecuencia (dentro de la muestra
no tumoral) de no mas del 20 %, el 15 %, el 10 % o el 5 % de la frecuencia de los 5, 10, 15 o 20 clonotipos
especificos de tumor seleccionados dentro de la pluralidad de los clonotipos de la muestra tumoral, y/o

e Jos 5, 10, 15 0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral pueden asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre que muestre una frecuencia por debajo de
la frecuencia de los 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados dentro de la pluralidad de
los clonotipos de la muestra tumoral, y/o

e Jos 5,10, 15 0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral pueden asignarse a un clonotipo de la muestra sin células, en particular a un clonotipo sin células que
muestra una frecuencia superior al 0,001 % de todas las frecuencias en la pluralidad de clonotipos de la
muestra sin células, y/o

e Jos 5, 10, 15 0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados de la pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral pueden asignarse a otro clonotipo de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que
comprenda una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que sea practicamente idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro de los clonotipos especificos de tumor de los 100 clonotipos
mas frecuentes de la pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral.

En particular, cada uno de los 5, 10 o 20 clonotipos especificos de tumores seleccionados se compara
individualmente y se asigna, en particular, a los clonotipos de la muestra no tumoral, la muestra de sangre y/o la
muestra sin células mencionadas anteriormente.

En ciertas realizaciones,

- uno cualquiera de los 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados de la pluralidad de clonotipos

de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo no especifico de tumor, si una secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo
especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra no
tumoral, o si una secuencia de aminoacidos de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra no tumoral, y/o

- uno cualquiera de los 5, 10, 15 o0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados de la pluralidad de clonotipos

de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo de la muestra de sangre, si una secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo
especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por un
compuesto de acido nucleico del receptor de linfocitos T dentro del clonotipo de la muestra de sangre, o si una
secuencia de aminoacidos de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos
T comprendidas dentro del clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra de sangre, y/o

- uno cualquiera de los 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados de la pluralidad de clonotipos

de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo de la muestra sin células, si una secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de la
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo
especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra sin
células, o si una secuencia de aminoacidos de linfocitos T de la pluralidad de secuencias de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro del clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro del clonotipo de la muestra sin células.

En ciertas realizaciones, la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada es un oligonucleétido bicatenario, en la que una
primera cadena del oligonucleétido es complementaria a la secuencia de acido nucleico especifica de tumor
seleccionada y conectada a una particula de nanooro y en la que una segunda cadena es complementaria a la
primera cadena y lleva una marcador luminiscente, en la que la luminiscencia del marcador se inactiva por la
particula de nanooro si la segunda cadena se une a la primera cadena. Un ejemplo limitante para una sonda de este
tipo es la sonda SmartFlare, que se puede obtener de Merck Millipore (Merck kgaA, Darmstadt, Alemania). En
ciertas realizaciones, el oligonucleétido bicatenario mencionado anteriormente se caracteriza por una longitud de
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menos de 35 bases, en particular por una longitud de 18 a 30 bases.

En ciertas realizaciones, la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada es una sonda de acido nucleico peptidico, en la que
una nucleobase se reemplaza por un colorante luminiscente (de fluorescencia o fosforescencia) tras la union o
hibridaciéon de la sonda a la secuencia del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada. Dicho
colorante se conoce como colorante intercalante, cuyos ejemplos no limitantes abarcan un colorante tal como
colorante naranja de tiazol o un colorante amarillo de oxazol. Dichas sondas también se conocen como sondas de
intercalacion forzada. Se describen ejemplos de dichas sondas en el documento WO 2006/072368 A2. En ciertas
realizaciones, la sonda de acido nucleico peptidico mencionada anteriormente se caracteriza por una longitud de
menos de 20 bases, en particular por una longitud de 18 nucleétidos.

En ciertas realizaciones, la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada es una sonda de acido peptidico, en la que una
nucleobase o un monémero de acido peptidico se reemplaza por un colorante luminiscente tras la unién de la sonda
o la hibridacién con una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada.
En determinadas realizaciones, la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido
nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada es una sonda de acido nucleico, en la que
una nucleobase se reemplaza por un colorante naranja de tiazol o un colorante amarillo de oxazol.

En ciertas realizaciones, la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada es un oligdmero que comprende monémeros de acido
nucleico y monémeros de acido péptido, en la que al menos uno de los monémeros se reemplaza por un colorante
luminiscente tras la union de la sonda o la hibridacién, en particular mediante un colorante naranja de tiazol o un
colorante amarillo de oxazol.

En ciertas realizaciones, la etapa de aislamiento de acido nucleico comprende las etapas de:
a. aislar linfocitos T de la muestra tumoral y aislar acidos nucleicos de los linfocitos T, y/o

b. conducir una reaccién de amplificacion de acido nucleico que amplifica especificamente secuencias de acido
nucleico del receptor de linfocitos T.

En ciertas realizaciones, se prepara una suspension de células a partir de la muestra tumoral, en la que la
suspension celular comprende células tumorales de la muestra tumoral y, en particular, linfocitos T que infiltraron el
tumor. Dicha suspension celular puede prepararse a partir de la muestra tumoral mediante, por ejemplo, el sistema
gentleMACS de Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Alemania.

En ciertas realizaciones, se aislan linfocitos T CD3+ de la muestra tumoral o la suspension celular y, opcionalmente,
de la muestra no tumoral, y/o la muestra de sangre, en los que se evalian o comparan en particular frecuencias de
clonotipos entre las células aisladas entre la muestra tumoral o la suspension celular y la muestra no tumoral y/o la
muestra de sangre.

En ciertas realizaciones, se aislan linfocitos T CD4+ de la muestra tumoral o la suspension celular y, opcionalmente,
de la muestra no tumoral, y/o la muestra de sangre, en los que se evalian o comparan en particular frecuencias de
clonotipos entre las células aisladas entre la muestra tumoral o la suspension celular y la muestra no tumoral y/o la
muestra de sangre.

En ciertas realizaciones, se aislan linfocitos T CD8+ de la muestra tumoral o la suspension celular y, opcionalmente,
de la muestra no tumoral, y/o la muestra de sangre, en los que se evalian o comparan en particular frecuencias de
clonotipos entre las células aisladas entre la muestra tumoral o la suspension celular y la muestra no tumoral y/o la
muestra de sangre.

En ciertas realizaciones, se aislan linfocitos T que comprenden un marcador de activacion de linfocitos T o que
secretan interferon gamma o TNF alfa de la muestra tumoral o la suspension celular y, opcionalmente, de la muestra
no tumoral, y/o la muestra de sangre, en los que en particular se evalian o comparan frecuencias de los clonotipos
entre las células aisladas entre la muestra tumoral o la suspension celular y la muestra no tumoral y/o la muestra de
sangre, y en los que en particular los linfocitos T se tifien con un ligando especificamente reactivo que capaz de
unirse a un marcador de activacion de linfocitos T, interferon gamma o TNF alfa con una constante de disociacion de
107, 10 o 10° mol/l o menos, o con una sonda de acido nucleico capaz de hibridarse especificamente con un
ARNmM que codifica el marcador de activacion, interferéon gamma o TNF alfa y se aislan los linfocitos T tefiidos.

En ciertas realizaciones, se tifien linfocitos T aislados de la muestra tumoral con un ligando especifico que se une a
un marcador de activacion de linfocitos T.

En ciertas realizaciones, se someten linfocitos T aislados de la muestra tumoral a una etapa de expansion, en los
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que los linfocitos T se expanden en condiciones de cultivo celular.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T se tifien antes de aislarse con un ligando especificamente reactivo que es
capaz de unirse a un marcador de la activaciéon de linfocitos T con una constante de disociacion de 107, 10® o 10
9 mol/l o menos y se aislan los linfocitos T tefiidos.

Un ligando de acuerdo con la invencion puede ser cualquier molécula que se una a una molécula diana o analito con
alta afinidad y especificidad. Un ligando de este tipo puede ser un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, una
molécula de tipo anticuerpo o una molécula de aptamero de acido nucleico de 10 a 75 nucleétidos de longitud,
cualquiera de los cuales se une a la molécula diana.

Un fragmento de anticuerpo puede ser un fragmento Fab, que es el fragmento de unién a antigeno de un anticuerpo
o un fragmento variable monocatenario, que es una proteina de fusion de las regiones variables de la cadena
pesada y ligera de un anticuerpo conectado por un enlazador peptidico. Una molécula de tipo anticuerpo puede ser
una proteina de repeticion, tal como una proteina de repeticion de anquirina disefiada (Molecular Partners, Zirich).

También pueden desarrollarse ligandos adecuados de acuerdo con el aspecto anterior de la invencion mediante
métodos tales como la visualizacion de fagos, la visualizacion de ribosomas o SELEX, en los que el polipéptido o los
oligonucleotidos se seleccionan debido a su afinidad de union a una diana de interés. Adicionalmente, la afinidad de
union de un ligando identificado puede mejorarse mediante ciclos de evolucion de la secuencia de aminoacidos o
secuencia de nucleodtidos, y la seleccion de los inhibidores evolucionados puede efectuarse basandose en la afinidad
requerida.

En ciertas realizaciones, el marcador de activacion de linfocitos T se selecciona entre LAG3, OX40, CD107a,
CD154, PD-1, B7-H, VISTA, un miembro de Butirofilina, una proteina similar a Butirofilina, CD69 y CD137. En ciertas
realizaciones, el marcador de activacion de linfocitos T es la secrecion de interferon gamma o TNF alfa. En
particular, pueden aislarse linfocitos T que secretan interferon gamma y/o TNF alfa con, por ejemplo, el Ensayo de
Secrecion de IFN-y o el Ensayo de Tincion de Citocina Intracelular de IFN gamma y TNF alfa de Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Alemania.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T aislados mencionados anteriormente se agotan de linfocitos T reguladores
CD25+ y/o linfocitos T reguladores Foxp3+ antes de la etapa de aislamiento, en los que la preparacion de acido
nucleico se aisla de las células aisladas o antes de conducir la amplificacién de acido nucleico anteriormente
mencionada. En particular, los linfocitos T reguladores CD25+ y/o los linfocitos T reguladores Foxp3+ se agotan
mediante la tinciéon de las células anteriormente mencionadas con un anticuerpo anti-CD25 o con una sonda de
acido nucleico capaz de hibridarse con un acido nucleico que codifica al menos parcialmente CD25 o Foxp3 y la
clasificacion de las tinciones células, por ejemplo, mediante un método de citometria de flujo.

En ciertas realizaciones, se prepara una suspension celular a partir de la muestra tumoral, en la que la suspensién
celular comprende células tumorales de la muestra tumoral y linfocitos T que infiltraron el tumor, se aislan linfocitos T
CD154+ de la suspension celular, se aislan acidos nucleicos de los linfocitos T CD154+ aislados y se obtiene una
pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de los acidos nucleicos aislados.
Preferentemente, los linfocitos T CD154+ estan marcadas con un anticuerpo anti-CD154 que se une a un marcador
optico tal como un fluoréforo o a una particula magnética o perla, y las células marcadas se aislan por medio de
citometria de flujo o separacion magnética. Ventajosamente, debido a la presencia de antigenos tumorales en la
suspension celular, no se necesita estimulacion adicional, por ejemplo, en forma de antigenos, fragmentos de
antigenos o células presentadoras de antigenos. Adicionalmente, tampoco es necesario el uso de un anticuerpo
anti-CD40 para evitar una regulacion a la baja de linfocitos T CD154+. La fraccion restante de la suspension celular
puede procesarse adicionalmente como se ha descrito anteriormente.

En ciertas realizaciones, la etapa de aislamiento, en la que los linfocitos T especificos de tumor se aislan de la
preparacion de linfocitos, va seguida de una etapa de expansion, en la que los linfocitos T aislados se expanden en
condiciones de cultivo celular.

En particular, los linfocitos T especificos de tumor aislados pueden comprender o consisten en de uno a veinte
clonotipos diferentes. En ciertas realizaciones, los linfocitos T especificos de tumor aislados comprenden o consisten
en cinco, diez, quince o veinte clonotipos diferentes. Ventajosamente, los linfocitos T especificos de tumor aislados
se caracterizan por una alta afinidad y reactividad para el tumor o las células tumorales del paciente.

Los linfocitos T que comprenden o exponen un marcador de activacion de linfocitos T y/o secretan interferon gamma
o TNF alfa pueden aislarse de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor aislados de la preparacién de
linfocitos o de la preparaciéon de linfocitos T expandidos, en la que en particular los linfocitos T se tifien para
determinar un marcador de activacion de linfocitos T y/o para determinar la secrecidon de interferén gamma o TNF
alfa, y las células tefiidas se aislan, produciendo una preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados.

La preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencion o la preparacion de linfocitos T expandidos
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también pueden cultivarse conjuntamente con una suspension celular del tumor autélogo del paciente, y los linfocitos
T que comprenden o exponen un marcador de activacion de linfocitos T y/o secretan interferon gamma o TNF alfa
pueden aislarse a partir de las preparaciones de linfocitos T mencionadas anteriormente que producen la
preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados.

Dicha preparacion de linfocitos T activados se caracteriza en particular por linfocitos T con una alta reactividad
tumoral.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T CD4+ se aislan de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la
invencion, la preparacion de linfocitos T expandidos o de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor
activados.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T CD8+ se aislan de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la
invencién, la preparacion de linfocitos T expandidos o de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor
activados.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T de memoria centrales CCR7+ CD62L+, en particular los linfocitos T CCR7+
CD62L+ CD45R0O+, mas en particular los linfocitos T CCR7+ CD62L+ CD45RO+ CD45RA-, se aislan de la
preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencién, la preparacion de linfocitos T expandidos o de la
preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados, produciendo una preparacion de linfocitos T de memoria
centrales especificos de tumor.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T de memoria centrales CD4+ CCR7+ CD62L+, en particular los linfocitos T
CD4+ CCR7+ CD62L+ CD45RO+, mas en particular los linfocitos T CD4+ CCR7+ CD62L+ CD45RO+ CD45RA-, se
aislan de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencién, la preparacion de linfocitos T
expandidos o de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados produciendo una preparacion de
linfocitos T CD4+ de memoria centrales especificos de tumor.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T de memoria centrales CD8+ CCR7+ CD62L+, en particular los linfocitos T
CD8+ CCR7+ CD62L+ CD45RO+, mas en particular los linfocitos T CD8+ CCR7+ CD62L+ CD45RO+ CD45RA-, se
aislan de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencién, la preparacion de linfocitos T
expandidos o de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados produciendo una preparacion de
linfocitos T CD8+ de memoria centrales especificos de tumor.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T de memoria efectores CCR7- CD62-, en particular los linfocitos T CCR7-
CD62L- CD45R0O+ mas en particular los linfocitos T CCR7- CD62L- CD45RP+ CD45RA-, se aislan de la preparacion
de linfocitos T especificos de tumor de la invencion, la preparacion de linfocitos T expandidos o de la preparacion de
linfocitos T especificos de tumor activados produciendo una preparacion de linfocitos T de memoria efectores
especificos de tumor.

En determinadas realizaciones, los linfocitos T de memoria efectores CD4+CCR7- CD62, en particular los linfocitos T
CD4+ CCRY7- CD62L- CD45R0O+, mas en particular los linfocitos T CD4+ CCR7- CD62L- CD45RP+ CD45RA-, se
aislan de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencién, la preparacion de linfocitos T
expandidos o de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados produciendo una preparacion de
linfocitos T CD4+ de memoria efectores especificos de tumor.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T de memoria CD8+ CCR7- CD62, en particular los linfocitos T CD8+ CCR7-
CD62L- CD45R0O+, mas en particular los linfocitos T CD8+ CCR7- CD62L- CD45RP+ CD45RA-, se aislan de la
preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencién, la preparacion de linfocitos T expandidos o de la
preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados produciendo una preparaciéon de linfocitos T CD8+ de
memoria efectores especificos de tumor.

En ciertas realizaciones, los linfocitos T reguladores CD25+ y/o Foxp3+ se aislan de la preparacion de linfocitos T
especificos de tumor de la invencion, la preparaciéon de linfocitos T expandidos o de la preparacion de linfocitos T
especificos de tumor activados produciendo una preparacion de linfocitos T reguladores especificos de tumor.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos T especificos de tumor de la invencion, la preparacién de
linfocitos T expandidos o la preparaciéon de linfocitos T especificos de tumor activados se agotan de linfocitos T
reguladores CD25+ y/o linfocitos T reguladores Foxp3+, en particular antes de la etapa de expansion.
Ventajosamente, la preparacion de linfocitos T especificos de tumor resultante se caracteriza por un aumento de la
reactividad tumoral y una mayor capacidad de proliferacion debido a la ausencia de linfocitos T reguladores
supresores especificos de tumor.

En particular, la reactividad tumoral de la preparacion de linfocitos T especificos de tumor puede confirmarse
mediante:
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- cultivo conjunto de al menos una alicuota de cualquiera de las preparaciones de linfocitos T especificos de tumor
mencionadas anteriormente de la invencion, en particular una alicuota de los linfocitos T especificos de tumor
que se aislan de la preparacioén de linfocitos en las etapas de aislamiento, con una suspensién celular del tumor
autdlogo del paciente o un lisado del tumor autélogo junto con células presentadoras de antigeno autélogo del
paciente, y

- determinacién de la cantidad de interferon gamma o TNF alfa producidos por la preparacion de linfocitos T en
presencia de la suspension celular, y/o determinar el nivel de un marcador de activacion de linfocitos T en la
preparacion de linfocitos T en presencia de la suspensién celular, determinando en particular el nivel de OX40,
CD107a, CD137, CD154, LAG3, PD-1, B7-H4, PD-1, un miembro de Butirofilina, una proteina similar a butirofilina
y/o CD69.

En particular, una preparacion de linfocitos T especificos de tumor caracterizada por la secrecion de interferon
gamma o TNF alfa y/o la expresién o expresiéon aumentada de un marcador de activacion de linfocitos T se
considera una preparacion de linfocitos T especificos de tumor activados.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor esta
comprendida dentro de una secuencia de acido nucleico que codifica la region CDR3 de una cadena del receptor de
linfocitos T humano, en particular la cadena alfa o la cadena beta del receptor de linfocitos T humano.

En ciertas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor esta
comprendida dentro o es la region CDR3 de una cadena del receptor de linfocitos T humano, en particular la cadena
alfa o la cadena beta del receptor de linfocitos T humano.

En ciertas realizaciones, la secuencia de acido nucleico especifica de tumor estd comprendida dentro de un ARN.
En ciertas realizaciones, el ARNm codifica una secuencia de aminoacidos comprendida dentro de la region CDR3 de
la cadena alfa o la cadena beta del receptor de linfocitos T humano.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se trata con un agente que aumenta el nivel de transcrito de
ARNm de RLT antes de ponerse en contacto con la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada. Ventajosamente, el
aumento del nivel de ARNm de RLT mejora la relaciéon sefal/ruido para la deteccion especifica de los clonotipos
especificos de tumor deseados.

En ciertas realizaciones, la sonda de acido nucleico que se une especificamente a la secuencia de acido nucleico
del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada se caracteriza por una temperatura de hibridacion
diana o6ptima de no mas de 45 °C en condiciones fisioldgicas del medio de hibridacién tal como el citoplasma de
linfocitos T. Ventajosamente, la temperatura de hibridacion 6ptima se encuentra dentro de la temperatura de cultivo
6ptima para la preparacion de linfocitos. En ciertas realizaciones, la temperatura de hibridacién 6ptima esta entre
20°Cy 37 °C.

De acuerdo con un aspecto alternativo de la invencién, se proporciona un método para fabricar un receptor de
linfocitos T especificos de tumor artificial. EIl método comprende las etapas de:

- proporcionar una cualquiera de las preparaciones de linfocitos T especificos de tumor de la invencién mediante el
método de la invencién, proporcionando en particular una preparacion de linfocitos T especificos de tumor
activados,

- aislar un linfocito T especifico de tumor individual de la preparacién de linfocitos T especificos de tumor;

- determinar las regiones CDR3 de ambas subunidades del receptor de linfocitos T del linfocito T especifico de
tumor individual aislado;

- preparar un receptor de linfocitos T artificial que comprende las regiones CDR3 determinadas de ambas
subunidades.

En ciertas realizaciones, el receptor de linfocitos T artificial comprende un resto, mediante el cual puede aislarse el
receptor. En ciertas realizaciones, el receptor artificial comprende las regiones CDR3 de la cadena alfa y la cadena
beta. En ciertas realizaciones, el receptor artificial comprende las regiones CDR3 de la cadena gamma y la cadena
delta. En ciertas realizaciones, el receptor de linfocitos T artificial esta comprendido dentro de un tetramero de
receptores de linfocitos T, en el que al menos uno o todos los monémeros comprenden las regiones CDR3
determinadas.

En ciertas realizaciones, el receptor de linfocitos T artificial se prepara recombinantemente, en el que un acido

nucleico que codifica el receptor de linfocitos T artificial se introduce en una célula hospedadora y se expresa
produciendo el receptor de linfocitos T artificial. En ciertas realizaciones, el acido nucleico esta bajo el control de un
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promotor operable en las células hospedadoras. En ciertas realizaciones, la célula hospedadora es una célula CD3+
humana. Dicha célula CD3+ que comprende el receptor de linfocitos T artificial puede usarse para la transferencia
adoptiva, en particular para tratar el cancer. En ciertas realizaciones, el receptor de linfocitos T artificial esta
funcionalmente expuesto en la superficie de la célula hospedadora.

Ademas, se desvela un método para aislar células que llevan un antigeno especifico de tumor. EI método
comprende las etapas de:

- proporcionar una preparacion de linfocitos T especificos de tumor mediante el método de la invencion,
- aislar un linfocito T especifico de tumor individual de la preparacién de linfocitos T especificos de tumor;

- determinar las regiones CDR3 de ambas subunidades del receptor de linfocitos T del linfocito T especifico de
tumor individual aislado;

- preparar un receptor de linfocitos T artificial que comprende las regiones CDR3 determinadas de ambas
subunidades, en el que el receptor de linfocitos T artificial comprende un resto, mediante el cual el receptor de
linfocitos T artificial puede aislarse selectivamente,

- poner en contacto el receptor de linfocitos T artificial con células que llevan antigenos,
- aislar células que se unen al receptor artificial.

En ciertas realizaciones, el receptor de linfocitos T del linfocito T individual especifico de tumor aislado comprende
una cadena alfa y una cadena beta, en el que se determina la region CDR3 de ambas cadenas. En ciertas
realizaciones, el receptor de linfocitos T del linfocito T especifico de tumor individual aislado comprende una cadena
gamma y una cadena delta, en el que se determina la region CDR3 de ambas cadenas.

En ciertas realizaciones, el resto es una biotina o una perla magnética. En ciertas realizaciones, las células que se
han de aislar se obtienen de la sangre de un sujeto. En ciertas realizaciones, se identifica el antigeno que es
reconocido por el receptor de linfocitos T artificial de al menos una de las células aisladas, en particular mediante
espectroscopia de masas.

Ademas, se desvela un método para enriquecer, en particular, aislar, un clonotipo de linfocitos T de interés
caracterizado por una secuencia especifica de acido nucleico o de aminoacidos del receptor de linfocitos T. El
método comprende las etapas de

- proporcionar una preparacién de linfocitos que comprende el clonotipo de linfocito T de interés,
- separar dicha preparacion de linfocitos en una pluralidad de fracciones en una etapa de separacion,

- expandir las células comprendidas dentro de dicha pluralidad de fracciones en condiciones de cultivo celular en
una etapa de expansion, y,

- seleccionar al menos una fraccién de dicha pluralidad de fraccion que comprende dicha secuencia especifica de
acido nucleico o de aminoacidos del receptor de linfocitos T en una etapa de seleccion.

En particular, la preparacién de linfocitos se separa en la pluralidad de fracciones de tal manera que no todas las
fracciones de la pluralidad, preferentemente menos de la mitad de la pluralidad, mas preferentemente menos del 10
por ciento de la pluralidad, aun mas preferentemente menos del 5 por ciento, lo mas preferentemente menos del 1
por ciento, comprende la secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada.
Tal separacion se puede lograr limitando el nimero de células por fraccién de la pluralidad.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se proporciona poniendo en contacto una preparacion de
linfocitos inicial que comprende el clonotipo de linfocitos T de interés con un ligando especificamente reactivo que se
puede unir a una secuencia de aminoacidos comprendida dentro del segmento V del receptor de linfocitos T que se
corresponde con la secuencia seleccionada de acido nucleico o de aminoacidos del receptor de linfocitos T
especificos de tumor, en donde el ligando esta unido a un marcador detectable, los linfocitos T que llevan el
marcador detectable se aislan de la preparacion de linfocitos inicial produciendo la preparacién de linfocitos descrita
anteriormente que esta destinada a separarse de acuerdo con el aspecto anterior de la invencion.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos o la preparacion inicial de linfocitos es proporcionada por una
muestra obtenida de un paciente. En ciertas realizaciones, la muestra obtenida del paciente es una muestra tumoral,
una muestra de tejido o una muestra de fluido corporal, en particular, una muestra de sangre, mas en particular, una
muestra de sangre periférica.
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En ciertas realizaciones, cada una de las fracciones de la pluralidad comprende no mas de 10° células,
preferentemente, no mas de 10* células, mas preferentemente no mas de 103 células, incluso mas preferentemente
no mas de 102 células.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se separa en al menos 96 fracciones, preferentemente en 96,
en donde cada una de las fracciones comprende no mas de 10° células.

En ciertas realizaciones, la preparacion de linfocitos se separa en 96 fracciones a 384 fracciones.

En ciertas realizaciones, la etapa de seleccién comprende obtener secuencias de acido nucleico del receptor de
linfocitos T de dicha pluralidad de fraccion e identificar la fraccién que comprende dicha secuencia de acido nucleico
seleccionada del receptor de linfocitos T especificos de tumor, en donde, en particular, las secuencias de acido
nucleico del receptor de linfocitos T se obtienen mediante amplificacion, en particular, mediante PCR.

En ciertas realizaciones, las fracciones que comprenden la secuencia seleccionada del receptor de linfocitos T
especificos de tumor se identifican mediante una reaccién de amplificacion con cebadores que hibridan de manera
especifica con al menos una parte del acido nucleico seleccionado del receptor de linfocitos T especificos de
tumores, en donde, en particular, las fracciones que no comprenden la secuencia de acido nucleico seleccionada del
receptor de linfocitos T especifico de tumor no presenta un producto de amplificacion.

En ciertas realizaciones, las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T se obtienen de una alicuota de
células comprendidas con la respectiva fraccion o del sobrenadante de la respectiva fraccion.

En ciertas realizaciones, la etapa de seleccién comprende poner en contacto las fracciones de la pluralidad con una
sonda de acido nucleico que se une de manera especifica a la secuencia de acido nucleico seleccionada del
receptor de linfocitos T especificos de tumor, en donde la sonda de acido nucleico se une a un marcador detectable,
y seleccionar al menos una fraccion de la pluralidad que comprende linfocitos T que llevan el marcador detectable.

En ciertas realizaciones, el método para el enriquecimiento adicional comprende

- una segunda etapa de separacion, en donde la fraccidon seleccionada se separa en una segunda pluralidad de
fraccion,

- una segunda etapa de expansion, en donde la célula comprendida con la segunda pluralidad de fraccion se
expande en condiciones de cultivo celular, y

- una segunda etapa de seleccion, en donde se selecciona al menos una fraccion de la segunda pluralidad de
fraccion que comprende la secuencia de acido nucleico seleccionada del receptor de linfocitos T especificos de
tumor,

En particular, la etapa de separacion, la etapa de expansion y la etapa de seleccion se pueden repetir con cada
fraccion recientemente seleccionada que comprende la secuencia de acido nucleico seleccionada del receptor de
linfocitos T especificos de tumor. Preferentemente, la etapa de separacion, la etapa de expansion y la etapa de
selecciodn se repiten de una a cuatro veces.

En ciertas realizaciones, el método para enriquecer, particularmente aislar, un clonotipo de linfocitos T de interés
caracterizado por una secuencia especifica de receptor de linfocitos T se realiza en una micromatriz, en la que la
preparacion de linfocitos se separa en diferentes compartimentos de la micromatriz que comprende las fracciones de
la pluralidad mencionada anteriormente. Tal micromatriz puede ser una placa de microtitulacién que comprende una
pluralidad de pocillos, o una microplaca microfluidica que comprende una pluralidad de cavidades y/o de canales, o
una matriz, en donde las diferentes fracciones estan embebidas por una matriz que dificulta la difusién libre de las
células de las fracciones.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona un método para fabricar un receptor de linfocitos T
especificos de tumor artificial. El método comprende las etapas de:

- preparar un receptor de linfocitos T artificial que comprende el oligopéptido o el polipéptido de la invencion, en
particular, en ambas subunidades.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos y figuras, a partir de los cuales pueden
extraerse realizaciones y ventajas adicionales. Estos ejemplos tienen por objeto ilustrar la invencién, pero no limitar
su alcance.

Descripcion de las figuras

Fig. 1 muestra en A: esquema de la region CDR3 de la cadena alfa del receptor de linfocitos T humano. B: Igual que
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A, pero para la cadena beta del receptor de linfocitos T humano. C: Principio de amplificacion de la region
gendmica que contiene CDR3. Los cebadores de PCR son especificos para los repertorios de segmentos V/J
y amplifican regiones pequefas de los segmentos V y J con la region CDR3 entre ellos.

Fig. 2 muestra un diagrama de flujo que representa los principios del método de la invencion.

Fig. 3 muestra como la relacion de LIT y linfocitos T no tumorales separa los LIT en clonotipos de linfocitos T
altamente reactivos frente a tumor y menos altamente reactivos frente a tumor. La linea punteada representa
las relaciones tumor frente a no tumor (T/nT), las lineas punteadas y continuas muestran las frecuencias de
los clones de linfocitos T que llevan/expresan marcadores de activacion especificos (PD-1, IFNgamma). Para
una relacion umbral T/nT > 5 casi todos los clones reactivos frente a tumor se predicen correctamente, para
T/nT > 20 se seleccionan 2 clones y se predicen correctamente como reactivos frente a tumor.

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacion de linfocitos T especificos de tumor y secuencias especificas de tumor mediante
analisis comparativo de secuencias

Se uso tecnologia de secuenciacion de ultima generacion (NGS, por sus siglas en inglés) para secuenciar muchos
miles de regiones CDR3 de RLT beta (un RLT corresponde a un linfocito T) por muestra en alto rendimiento, por lo
que se generaron bibliotecas de secuenciacion para la region CDR3 de RLT beta humano. Las secuencias
resultantes se analizaron mediante herramientas bioinformaticas y el resultado final por muestra es una tabla que
enumera los clonotipos respectivos (tipos de linfocitos T con el mismo RLT beta).

La region CDR3 del receptor de linfocitos T esta determinada por los segmentos V y J constantes (véase la Fig. 1) y
las regiones altamente variables entre ellos. Debido a esta estructura, una y la misma secuencia de aminoacidos de
CDRS3 puede ser codificada por multiples secuencias de nucleétidos, que pueden estar incluso compuestas por
segmentos V/J distintos. La aparicion de multiples (> 1) secuencias de CDR3 de nucledtidos por una secuencia de
aminoacidos entre el conjunto de linfocitos T especificos de tumor y linfocitos T potencialmente reactivos frente a
tumor (LTRT) es una fuerte pista de que los linfocitos T con la secuencia de aminoacidos CDR3 respectiva son
reactivos con respecto a las células tumorales.

Siempre se afladen secuencias de CDR3, con esta propiedad, a la seleccion final de secuencias de CDRS, si su
puntuacion (véase la tabla 1 a continuacién) es mayor o igual a 1000.

Esquema de puntuacion para la identificacion de linfocitos T especificos de tumor (LTET) mediante perfiles
de secuencia y analisis bioinformatico.

El método se basa en un sistema de puntuacidon que se proporciona a continuacion (Tabla 1), donde una o varias
muestras se toman y analizan en paralelo y las mejores puntuaciones se obtienen para clonotipos con proporciones
respectivas de frecuencias por tipo de muestra. En general, se identificaron linfocitos infiltrantes de tumores
mediante las siguientes series de etapas de analisis:

a) Se realiza una secuenciacion de Ultima generacion (NGS) a partir de muestras tumorales. Las muestras
tumorales se definen como una muestra o un conjunto de muestras replicadas tomadas de tejido tumoral. En la
practica, el material para analizar los RLT se obtiene mediante ya sea

i.) Seleccion de biopsias distintas o diferentes areas de una biopsia. Esto puede ayudarse mediante tincion
inmunohistoquimica, en la que en particular se tifien inmunohistolégicamente linfocitos T reactivas frente a
tumor (LTRT) con, preferentemente, marcadores de activacion de linfocitos T tales como LAG3, OX40,
CD107a o CD137 y se seleccionan regiones tefidas para la extraccion de ADN.

ii.) Lisis de tejido tumoral, por ejemplo, mediante tecnologias basadas en perlas para la preparacion de
suspensiones de células individuales como punto de partida para el analisis de RLT. Las suspensiones de
células individuales pueden separarse en diferentes subconjuntos de linfocitos T, por ejemplo, subconjuntos
de CD4+ y CD8+.

Ademas, las muestras tumorales pueden almacenarse en condiciones de conservacion celular como recurso
para materiales celulares.

b) Se seleccionan muestras no tumorales del mismo paciente de tejido/regiones adyacentes a la muestra
tumoral, si es posible por duplicado, cuando sea posible a partir de distintas zonas de tejido y se realiza un
analisis de secuencia NGS de a y/o B-RLT/CDR3.

c) Se toman muestras de sangre (componentes celulares) del mismo paciente: se aislaron componentes

celulares mediante fraccionamiento hematoldgico convencional a partir de sangre completa, se realizé un analisis
de secuencia NGS de a y/o B-RLT/CDR3 y se calcularon los perfiles de RLT.
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d) Se toman suero, plasma u otros fluidos/tejidos bioldgicos sin células del mismo paciente, opcionalmente
mediante la retirada adicional de componentes celulares mediante fraccionamiento hematolégico convencional.
La presencia de ADN especifico de RLT en muestras sin células puede ser un fuerte indicio de procesos
apoptoticos contra linfocitos T. Si se encuentra una cantidad significativa de clonotipos (véase a continuacion,
Tabla 1) en muestras sin células y tumores, la puntuacion contribuye a la tabla de puntuacion (Tabla 1).

e) Opcionalmente, se usan 2 o mas puntos temporales en el transcurso del tratamiento/diagnéstico del paciente
para el cribado, es decir, se toman muestras en puntos temporales distintos de sangre, etc. (véase 2. a-d.). Esto
permitira, por ejemplo, el diagndstico de recaida o la deteccion de nuevas CTPT dirigidas contra la metastasis,
etc.

Principios del calculo del clonotipo (agrupamiento de secuencia) a partir de datos de NGS

a. Se secuencian regiones CDR3 de la cadena RLTa y la cadena RLTP con tecnologia NGS. Se us6 un método
de PCR de 2 etapas (como se describe en el documento WO 2014/096394 A1) con cebadores RLTa o RLTB que
se unen especificamente a los segmentos V y J adyacentes a la region CDR3. Se usé ADN como material de
partida para el proceso de NGS.

b. Por muestra generalmente se produce un gran numero (> 10%) de lecturas (secuencias de nucleétidos)
mediante NGS, las lecturas se combinan en agrupamientos de secuencias de nucledtidos practicamente
idénticas, el numero de lecturas por grupo determina la frecuencia de ese agrupamiento, donde la frecuencia de
un agrupamiento se mide en porcentaje de lecturas de esta muestra que cae en este agrupamiento.

c. El agrupamiento es muy conservador y funciona en dos rondas: en una primera etapa, todas las lecturas con
el 100 % de identidad de secuencia de nucledtidos se cuentan como 1 agrupamiento con la secuencia de
agrupamiento que es idéntica a la secuencia de lectura. En la segunda etapa, los agrupamientos se comparan
entre si y aquellos con

i. no mas de un desapareamiento de 1 pby
ii. cuando un agrupamiento (agrupamiento A) tiene al menos 20x mas lecturas que el otro agrupamiento
(agrupamiento B)

se combinan y se consideran idénticos al agrupamiento A Los agrupamientos de secuencias de nucleétidos se
consideran equivalentes a clonotipos.

d. los agrupamientos de secuencias de nucleotidos se traducen en secuencias de aminoacidos (péptidos) y se
tabulan. Cada agrupamiento se considera un clonotipo con una frecuencia como se define en (1.b). La frecuencia
es una medida directa de la frecuencia del linfocito T respectivo en la muestra.

e. Los agrupamientos (clonotipos) que comparten una secuencia de aminoacidos practicamente idéntica se
combinan en tipos agrupados, la frecuencia de un tipo agrupado es idéntica a la suma de las frecuencias de los
agrupamientos de secuencias de nucledtidos que son elementos de dicho tipo agrupado.

La clasificacion de la puntuacién de LTET (linfocitos T especificos de tumor) se proporciona en nimeros de 4 digitos
1011, 1010, 1001, 1000 (del mas alto al mas bajo), todos los demas casos estan excluidos.

Dentro de las columnas la puntuacion se define como sigue

Tabla 1. La tabla de puntuacién para la seleccion de los mejores clonotipos de LTET.

Secuencia de'nucllec’)tidos Puntuacion de A: tejido tumoral B: tejido no tumoral C: sangre D ADN sin
de CDR3 de linfocito T LTET celular células
Sec 1 1011 1 0 1 1

Sec 2 1110 1 1 1 0

Sec 3 1001 1 0 0 1

Dentro de cada columna (1 columna por tipo de tejido) se proporcionan puntuaciones binarias simples por secuencia
de nucleotidos CDR3 (Sec 1,2,3,...): ‘1’ significa que la secuencia de ADN CDR3 respectiva aparece, ‘0’ significa que
esta ausente o se encuentra en niveles bajos. La definicion precisa se proporciona a continuacion. Las puntuaciones
binarias se combinan con una puntuacion LTET de 4 digitos, como se muestra en la Tabla 2. La clasificacion de
puntuaciones LTET aceptadas esta dada por su orden natural: 1011, 1010, 1001, 1000 (de mejor a peor), todas las
demas puntuaciones estan excluidas. El esquema de puntuacion de LTET también incluye casos donde, por
ejemplo, no hay muestra de sangre, es decir, las columnas C y D se rellenarian con ‘0’ o donde solo hay muestras
tumorales, es decir, las columnas B, C y D se llenarian con ‘0’. Las puntuaciones binarias por columna (= tipo de
tejido) se definen como se indica a continuacion:
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A: puntuacion = 1: la secuencia (sec 1,2,...) esta entre los 100 clonotipos principales (ordenados por su
frecuencia de mayor a menor) y muestra un marco de lectura abierto intacto, es decir, no se encuentran codones
de parada ni desplazamientos del marco de lectura; de lo contrario, puntuaciéon = 0

B: puntuacién = 0: la secuencia (Sec 1,2,3,...) esta ausente en la muestra no tumoral o se encuentra idéntica en
las muestras no tumorales, pero con una relacion R = pepB/pepA menor o igual a 0,2, 0,15, 0,1 o 0,05, si pepB
es la frecuencia en muestras no tumorales y pepA es la frecuencia en la muestra tumoral. En todos los demas
casos, puntuacion = 1.

C: puntuacién = 1: la frecuencia de la secuencia Sec 1,2,3,... es menor que la frecuencia de la secuencia
respectiva en el tejido tumoral (A), de lo contrario, puntuacion = 0

D: puntuacién = 1: la frecuencia de la secuencia Sec 1,2,3,... es superior al 0,001 % de todas las secuencias
derivadas de ADN sin células, de lo contrario, puntuacién = 0

E: Para secuencias de CDR3 Sec 1,2,3,... ya seleccionadas por su puntuacion LTET (véase A-D anteriormente),
opcionalmente, puede aplicarse el siguiente filtro adicional: si las secuencias de aminoacidos CDR3 idénticas a A
(muestra tumoral) estan codificadas por diferentes secuencias de nucleétidos de CDR3 Sec 1, 2, 3... esto es
indicativo de recombinacion convergente y antigenos tumorales altamente inmundgenos. Los clonotipos con esta
propiedad reciben la puntuacién mas alta de LTET = 1011.

F: Para secuencias de CDR3 Sec 1,2,3,... seleccionadas por su puntuacion de LTET (véase A-D anterior),
opcionalmente se aplica el siguiente filtro adicional: secuencias de CDRS3 traducidas en secuencias de
aminoacidos de A (muestra tumoral) pueden compararse entre si mediante alineamiento de proteinas
(expansion) usando matrices de sustitucion de aminoacidos como BLOSUM8O o BLOSUMG62. Las secuencias de
aminoacidos que son muy similares con un desapareamiento maximo de 1 se clasifican en agrupamientos de
similitud y cada miembro (Sec 1,2,3...) del agrupamiento de similitud recibe la misma puntuacién de LTET que la
mejor secuencia de CDR3 en ese agrupamiento de similitud.

Dentro de cada agrupamiento de puntuacion 1011, 1010, 1001, 1000 (del mejor al peor) las secuencias de
nucleétidos CDR3 se ordenan por su frecuencia de mayor a menor y a partir de la lista ordenada final se seleccionan
las 1-100 secuencias de nucledtidos CDR3 superiores como conjunto de candidatas para las siguientes etapas. En
otras realizaciones, se seleccionan las 5, 10, 15, 20, 30, 40 o 50 secuencias de CDR3 superiores. Pero se prefieren
20.

Los clonotipos de mejor puntuacioén (hasta 20) se almacenan como
a. molde para la sintesis de marcadores fluorescentes
b. molde para la sintesis de nuevos linfocitos T especificos de tumor mediante transferencia génica.

La muestra tumoral mencionada anteriormente puede ser una sola muestra o un conjunto de muestras del paciente.
Por tanto, puede analizarse una pluralidad de muestras tumorales de un paciente como se ha descrito
anteriormente. Los clonotipos que aparecieron en diferentes muestras tumorales se prefieren a los clonotipos que
aparecen en la menor parte de muestras tumorales.

Ejemplo 2: Identificacion de la secuencia diana

Una vez que se identifican las secuencias de acido nucleico de RLT de los clones de linfocitos T de interés, son
necesarias etapas adicionales para definir las secuencias diana ideales que pueden usarse para la deteccion y el
enriquecimiento de dichos clones de linfocitos T. En primer lugar, la secuencia genémica especifica se usa para
generar una secuencia de ARNm madura al menos parcial con el fin de descartar cualquier parte intrénica que no
pueda servir como diana para el reconocimiento especifico mediante sondas en células vivas. Dichas secuencias de
ARNmM maduras clonales se comparan después con el transcriptoma completo que incluye el ARNm de RLT maduro
de todos los otros linfocitos T que no pertenecen a los clones de interés con el fin de identificar solo secuencias
especificas de diana. En particular, principalmente las regiones CDR3 del ARNm de RLT son diferentes en cuanto al
clonotipo y muestran diferencia con otros transcritos en la célula también. Las secuencias especificas de clones
diana pueden analizarse adicionalmente para determinar las estructuras que interfieren con la hibridaciéon de la
sonda. Esto puede realizarse experimentalmente comprobando la eficiencia de hibridacién o mediante analisis
computacional usando herramientas tales como MFold o UNAFold (http: //mfold.rna.albany.edu/). Se prefiere elegir
la region con el delta G mas alto (mas cercano a cero) para el disefio de la sonda.

Ejemplo 3: Sondas para la deteccion in vivo

Una vez identificadas las secuencias de ADN especificas de diana de los clones de interés, pueden disefarse

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2807 026 T3

sondas para la deteccion en linfocitos T vivos. Pueden usarse diferentes formatos de sonda. Sin embargo,
dependiendo de la longitud de la region especifica de diana, pueden elegirse sondas multipartitas o sondas de
oligonucledtidos individuales. Pueden disefiarse balizas moleculares para hibridarse con el ARN diana a una
temperatura compatible con el cultivo celular. Hay disponibles en el mercado paquetes de software tales como
Beacon DesignerTM desarrollado por PREMIER Biosoft International (www.premierbiosoft.com). Las sondas
moleculares pueden tener un par de colorantes conjugados en su mayoria terminales que se apagan debido a la
formacioén de un tallo mientras no se hibridan con una diana. Tras la hibridacién de la diana, el tallo terminal se abre
y los colorantes no se apagan. Sin embargo, en un entorno complejo como el citoplasma de las células vivas, la
interaccion inespecifica con las proteinas puede abrir el tallo dando como resultado sefiales positivas falsas. Con el
fin de potenciar la especificidad de una baliza molecular, puede disefiarse una segunda baliza molecular para que se
hibride directamente adyacente a la primera baliza molecular como una sonda bipartita. Si los extremos de ambas
balizas se hibridan especificamente dentro de una distancia de hasta cuatro nucleétidos, puede usarse una sefial de
FRET altamente especifica entre los colorantes adyacentes para detectar el evento de hibridacion. También puede
conseguirse un reconocimiento multipartito con sondas no estructuradas que no sean en un formato de baliza
molecular. El llamado SmartFlare es un nuevo formato de sonda que combina las propiedades de las particulas de
nanooro de potenciacion de la transfeccion celular y la extincion de los colorantes fluorescentes que se inmovilizan
en las proximidades de la superficie del oro. Por tanto, es suficiente una sonda simple complementaria a una
secuencia diana dada que lleve un Unico colorante fluorescente. El colorante de la sonda se inactiva eficazmente
cuando se hibrida con otro acido nucleico que esta anclado a una nanoparticula de oro. Tras la transfecciéon en una
célula viva, la sonda puede desplazarse por hibridacién especifica a su secuencia diana complementaria,
volviéndose de este modo fluorescente por desprendimiento de la nanoparticula. Las sondas de intercalacion
forzada (FITprobes, documento WO 2006/072368 A2) son un formato aun mas deseable. La intercalacion de ciertos
colorantes entre nucleobases del duplex sonda-diana formado restringe la flexibilidad de torsién de dos sistemas de
anillos heterociclicos de dichos colorantes. Como resultado, las sondas FIT muestran fuertes potenciaciones de la
fluorescencia tras la hibridacién. Se ha informado que una sonda FIT con naranja de tiazol (TO, por sus siglas en
inglés) produce una sefal en presencia de ADN o ARN complementario con al menos 25 veces la potenciacion de la
intensidad de fluorescencia. Mas recientemente, se descubrié que las sondas PAD FIT marcadas con fluoréforo son
extremadamente sensibles y brillantes para la deteccién sensible de ADN o ARN complementario en potenciaciones
de intensidad de fluorescencia de hasta 450 veces. A diferencia de las balizas moleculares basadas en ADN
existentes, esta forma de sonda basada en ANP no requiere una secuencia de tallo para forzar la comunicacion
colorante-colorante. Se ha demostrado que las sondas FIT que contienen amarillo de oxazol (YO, por sus siglas en
inglés) discriminan desapareamientos de bases individuales por atenuacion de la fluorescencia y pueden usarse si
deben detectarse polimorfismos de nucledtidos individuales (PNI) especificamente. Ademas, se ha demostrado que
la adicién de restos de lisina C-terminales permite la captacion en células vivas sin la necesidad de ningun otro
reactivo de transfeccion. Aunque las sondas FIT se han publicado originalmente como sondas basadas en ANP,
también se han desarrollado sondas FIT basadas en ADN y ANB. Se descubrié que las sondas de ADN FIT con
combinaciones de colorantes dobles tales como TO y YO son muy especificas in vivo superando el brillo de las
balizas moleculares. Ademas, los denominados mixmeros de ANP y ADN ya estan disponibles en el mercado. Por
tanto, es posible optimizar la especificidad, la solubilidad y la temperatura de fusion para generar sondas FIT para la
deteccion fluorescente eficiente de clones de linfocitos T vivos.

Dependiendo de su composicion de bases y tipo de nucleétido, seran oOptimas diferentes longitudes para el
reconocimiento citoplasmico del ARNm de RLT diana. Se prefiere que la parte de hibridacion especifica de la diana
de las sondas de ANP convencionales sea mas corta de 20 bases y las sondas de ADN convencionales tengan
menos de 35 bases. Sin embargo, existen muchas modificaciones no convencionales que pueden usarse para
elevar o disminuir la especificidad y/o la temperatura de fusion de los acidos nucleicos. Por ejemplo, los sitios
abasicos y los acidos nucleicos desbloqueados pueden disminuir la temperatura de fusion y aumentar la
especificidad. ANB tiene una temperatura de fusion mas alta que el ADN y esta protegido contra la degradacion de
por nucleasas. Incluso las bases modificadas, como la inosina, que pueden emparejarse con tres de las cuatro
bases naturales, pueden usarse para afinar el reconocimiento intracelular.

Debido a la gran complejidad de las estructuras de acido nucleico que pueden surgir in vivo, se prefiere elegir
sondas monopartitas que no dependan de estructuras para su funcionalidad. Provista de la region diana especifica
preferida identificada anteriormente en comparacion con otra transcripcion celular y accesibilidad estructural, la
persona experta sabria cémo disefiar una sonda apropiada usando herramientas de disefio bioinformaticas
respectivas.

Ejemplo 4: Mecanismos de captacion de la sonda

Los acidos nucleicos pueden captarse en células vivas mediante una multitud de mecanismos. El proceso se
denomina transfeccién, cuando las células eucaridticas son abordadas mediante un mecanismo no virico. Hay
disponibles tres métodos generales de transfeccion denominados transfeccion quimica, transfeccion no quimica y
transfeccién basada en particulas. Los métodos de transfeccion quimica hacen uso de productos quimicos
adicionales que facilitan la captacion celular. Dichos aditivos pueden ser sales, polimeros, liposomas y
nanoparticulas o una mezcla de los mismos.
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La eficacia de los métodos de transfeccion depende en gran medida del tamafio y la forma de los nucledtidos, asi
como del tipo celular. Los acidos nucleicos pequefios pueden transfectarse de manera eficaz mediante compuestos
de formacion de poros. La permeabilizacion reversible de estreptolisina-O (SLO) es un método eficaz para
administrar acidos nucleicos pequerios, tales como ARNip o balizas moleculares y es compatible con los linfocitos T.
Ademas, los linfocitos T han sido transfectados de manera eficaz mediante conjugados de nanoparticulas de oro con
sondas marcadas tales como SmartFlares. Ademas, se uso6 Lipofectamina® eficazmente para la transfeccion de
oligonucledtidos pequefios tales como ARNip o ARN antisentido en los linfocitos T. Especialmente, el ANP puede
alargarse de forma simple mediante unos pocos restos de lisina para conseguir la captacion celular sin ningun
reactivo de transfeccion adicional. Los métodos preferidos de transfeccién no quimica son la magnetofeccion y la
electroporacion. Se prefiere mas el exprimido de células que se demostré que proporcionaba una gama de
materiales, tales como nanotubos de carbono, proteinas y ARNip, a mas de 20 tipos de células, incluidas células
madre embrionarias y células inmunitarias virgenes. La plataforma microfluidica de Sqz Biotechnologies Co. permite
el alto rendimiento y la transfeccion eficiente de linfocitos T sin la necesidad de reactivos de transfeccion.

Ejemplo 5: Aumento de sefales especificas:

El nivel de transcritos de ARNm de RLT en una célula puede aumentarse con el fin de proporcionar una relaciéon de
sefial a ruido mas alta para la detecciéon especifica preferentemente mediante sondas monopartitas. Los inventores
han descubierto que un tratamiento anterior de una noche de linfocitos T con 10 U/ml de IL-2 puede aumentar el
nivel de transcripcién del ARNm de RLT. Como alternativa, el nivel de ARNm de RLT puede aumentarse con
cicloheximida. El inhibidor de la sintesis de proteinas cicloheximida (CHX) induce un aumento de 20 veces en la
acumulacioén de transcritos de RLT-alfa maduros sin un aumento concomitante en la transcripcion del gen RLT-alfa,
lo que indica que CHX invierte los eventos nucleares postranscripcionales que evitan la acumulacion de ARNm de
RLT-alfa maduro. CHX también induce transcritos de RLT-beta de longitud completa mas de 90 veces, mientras que
la transcripcion del gen de RLT-beta aumenta solo de 2 a 4 veces (Wilkinson y McLeod EMBO J., enero de 1988; 7
(1): 101-109). Puesto que la inhibicion por CHX resulté ser reversible, se prefiere realizar solo un breve periodo de
incubacién suficiente para elevar el nivel de ARNm para la deteccion mediante sondas en un factor de 10.

Otra alternativa es activar los linfocitos T e incubar las células activadas durante un periodo de 24 h, doblando de
este modo la cantidad de ARNm para la deteccion especifica.

Ejemplo 6: Método en matriz para el aislamiento especifico de secuencia de clonotipos de linfocitos T

Pueden aislarse clonotipos de linfocitos T, en particular los clonotipos especificos de tumor de la invencion, mediante
el siguiente enfoque iterativo que comprende diluir linfocitos T en pocillos positivos para clonotipos y repetir el
método hasta que se genera una poblacion de linfocitos T homogénea que comprende el clonotipo deseado.

El ensayo basado en acido nucleico puede realizarse mediante hibridacion con sonda directa en células o
amplificaciéon especifica de secuencias diana para la deteccion. La hibridacién con sonda directa puede realizarse
usando células muertas (analisis por microscopio, exploracion de pocillos de microtitulacion o FACS) o células vivas
(sondas FIT, etc., analisis por microscopio, exploracion de pocillos de microtitulacion o FACS). La reaccion de
amplificacion es preferentemente una (RT-)PCR en muestras en matriz.

Las muestras adecuadas comprenden, sin limitacion, acido nucleico extracelular (sin células), el sobrenadante o la
superficie de matriz puede comprender un acido nucleico sin células que puede usarse para la identificacion
especifica y sensible sin destruir las células valiosas. Esto puede permitir un aislamiento mas rapido de las células
diana sin la necesidad de division celular, lisado en bruto derivado de una alicuota de la matriz (pocillo o posicion),
ADN nuclear purificado, ARNm purificado.

Los diferentes formatos de matriz que son compatibles con el método comprenden, sin restriccion:

- pocillos de microtitulacion (al menos 2 pocillos, preferentemente mas de 6 pocillos, mas preferentemente entre
128 y 384 pocillos)

- matriz embebida. Las células estan preferentemente embebidas en una matriz que impide la difusién libre de las
células y, por tanto, conserva las coordenadas de un clon depositado inicialmente. La matriz preferentemente
comprende polimeros tales como agarosa, gelatina o poliacrilamida.

- matriz aleatoria. La matriz aleatoria no depende de una cuadricula preformada para contener muestras.

- microfluidica. Una matriz microfluidica puede estar formada especificamente por canales y otras estructuras que
pueden permitir etapas de manipulaciéon que comprenden la distribucién celular inicial, el lavado, la dilucion, la
expansion y la recuperacion de células y/o acidos nucleicos. Un ejemplo no limitante de dicha matriz
microfluidica se muestra en http: //www.biomemsrc.org/research/cell-tissue-microingenieria/living-cell-array.

Dependiendo de la frecuencia del clonotipo diana en una muestra, puede realizarse una dilucién limitante apropiada
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para asegurar que no haya mas de un clonotipo presente en una alicuota diluida o pocillo dado. Incluso las células
individuales pueden atraparse directamente en una matriz con micropocillos comunicantes por dielectroforesis (el
proceso mediante el cual se impide que las particulas dieléctricas, tales como las células vivas, en un campo
eléctrico no uniforme salgan de los micropocillos).

Las condiciones de cultivo pueden elegirse para optimizar la proliferacion de las células. Esto puede comprender el
cultivo conjunto con células alimentadoras que eviten la muerte celular o la falta de crecimiento de células
individuales que se diluyeron a partir de una muestra. Ademas, pueden incluirse citocinas y nutrientes en los medios
para potenciar adicionalmente la divisién celular. Dependiendo del tipo de linfocitos T deseado, pueden aplicarse
diferentes condiciones 6ptimas. En algunos casos, puede ser ventajoso desencadenar o potenciar la produccion de
exosomas mediante linfocitos T diana como fuente de acido nucleico sin células para el ensayo, en la que la
produccién de exosomas mencionada anteriormente puede desencadenarse por activacion de dichos linfocitos T por
células presentadoras de antigeno o poniéndolos en contacto con IL-2.

Puesto que una poblacién de 10° linfocitos T aislados de una muestra de sangre contiene 1 linfocito T de interés con
una CDR3 identificada anteriormente, puede emplearse un procedimiento de selecciéon en matriz. Una maquina
atipica de RT-PCR puede manejar placas de microtitulacion de 384 pocillos. Los 10° linfocitos T pueden diluirse
igualmente en 384 pocillos, sumando aproximadamente 3x10% células por pocillo, una de las cuales alberga el
clonotipo de interés. Después de 4 divisiones, cada célula estaria presente en 8 copias, por lo que el clon de interés
esta idealmente presente en la misma relacion 1:3x10% que antes. Se retira la mitad del sobrenadante y el ADN (o
ARNmM) se purifica mientras se mantienen las coordenadas en la alicuota de la placa de microtitulacién 384. (Para
métodos de purificacion de ADN o ARN automatizados, consulte en el presente documento: htips:
[lwww.promeaa.de/resources/tools/automated-methods/). Las muestras se someten a RT-PCR para detectar las
coordenadas del clonotipo diana. Una vez que se conocen las coordenadas, la alicuota de las células vivas (4 en 10*
células) de la coordenada se diluye en otra placa de 384 pocillos. Ahora hasta 4 pocillos pueden contener el
clonotipo diana con una relacién de aproximadamente 1:30. Después de 4 divisiones celulares, los pocillos se criban
nuevamente mediante PCR y la alicuota de pocillos positivos (4 en 120) puede diluirse de nuevo en una placa de
microtitulacién con dimensiones apropiadas para producir cultivos clonales. Todos los pocillos positivos pueden
diluirse en una placa de 384 pocillos, incluso con la posible pérdida de algunas células diana. Después de otras 4
divisiones celulares, los clones positivos pueden identificarse rapidamente en una alicuota mediante RT-PCR u otros
métodos basados en sondas. Con el fin de optimizar las condiciones de crecimiento, pueden usarse medios
apropiados con citocinas y células alimentadoras (que pueden distinguirse facilmente por antigenos de superficie).

En el caso de que haya mas clones positivos en la muestra original de 1 millén de células, el procedimiento puede
procesar mas de éstas para tener una mayor probabilidad de obtener clonotipos proliferantes para la expansion.

La tasa de division celular y la capacidad de expansion de los clonotipos diana son limitantes para este
procedimiento. Puede llevar 24-48 h que un linfocito T CD4+ se divida por primera vez in vitro, mientras que las
divisiones posteriores suelen ocurrir mucho mas rapido. Si una divisién de linfocitos T tarda 1 dia, entonces el
procedimiento con 3 matrices llevara al menos 2 semanas. Sin embargo, para un tratamiento eficaz, la expansion
anterior de los clonotipos es imprescindible. El método anterior favorece intrinsecamente el aislamiento de linfocitos
T proliferativos. Si el sobrenadante sin células contiene ARNm de RLT-beta, entonces el aislamiento puede avanzar
mas rapidamente mediante el analisis no destructivo del sobrenadante.

Ejemplo 7: Eficiencia de la prediccion basada en secuencias de clonotipos de linfocitos T reactivos frente a
tumores

En la tabla 2 se representan a modo de ejemplo los 100 clonotipos mas frecuentes (NN: el clonotipo no se pudo
medir en tejido no tumoral). Los 100 clonotipos mas representativos son iguales a la SEQ ID 01 a 100. En las tablas
3, 4 y 5 se muestran los 5, 10 y 15 clonotipos mas frecuentes, respectivamente, de LIT recién aislados de muestras
tumorales de CPNM (columna E), caracterizadas por péptidos CDR3-beta Unicos (columna A) y sus segmentos V y J
flanqueantes (columnas B y C). El ensayo de secrecién de IFNgamma después de la incubacion conjunta de LIT
CD4 expandidos con células tumorales autodlogas revela la presencia de un nuamero significativo de clones CD8*
claramente reactivos frente al tumor dentro de los 5, 10 y 15 superiores (columna H en la tabla 3-5, IFNgamma >
0,25).

En la tabla 3, se muestra que la region CDR3 (péptido) del receptor de linfocitos T beta se encuentra idéntica en
diferentes muestras del mismo paciente con el tumor (CPNM) para los 5 clonotipos CD8* de LIT superiores. Los
segmentos V y los segmentos J se indican de acuerdo con la nomenclatura IMGT. Las frecuencias CDR3 como
porcentaje de lecturas de secuencia se proporcionan para las siguientes muestras: SANGRE: se extrajeron linfocitos
T de sangre (CMSP). LIT CD8*: se extrajeron linfocitos T del tumor (LIT) y se clasificaron con respecto a CD8*. CD8*
NO TUMORAL: se tomaron muestras de tejido pulmonar distalmente del tumor y se extrajeron y se clasificaron
linfocitos T (CD8*). LIT CD4- PD1*: se extrajeron linfocitos T del tumor, se agotaron con respecto a CD4 y se
clasificaron mediante un anticuerpo especifico de PD1, lo que da como resultado la fraccion de linfocitos T
citotoxicos activados. IFNgamma CD4: los linfocitos T originalmente extraidos del tumor se mantuvieron en cultivo
durante 20 dias, se cultivaron conjuntamente con células tumorales y se midi6 la secrecion de IFNgamma mediante
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un ensayo comercial, que muestra la activacion de linfocitos T como medida directa de la reactividad tumoral. LIT
CD8*/CD8" NO TUMORAL: relacion de frecuencias encontradas en LIT y muestras no tumorales (CD8"). Para
relaciones > 5 (> 20) hay una clara prevalencia de clonotipos altamente reactivos frente a tumores como se muestra
simultaneamente por las frecuencias de IFNgamma y PD1+.

La Tabla 4 muestra lo mismo que la Tabla 3, pero para los 10 primeros clonotipos LIT CD8*. Nuevamente, para las
relaciones LIT CD8*/CD8" NO TUMORAL > 5 (> 20) existe una clara prevalencia de clonotipos altamente reactivos
frente a tumores como se muestra simultaneamente por las frecuencias de IFNgamma y PD1+.

La Tabla 5 muestra lo mismo que la Tabla 3, pero para los 15 primeros clonotipos de LIT CD8*. Nuevamente, para
las relaciones LIT CD8*/CD8" NO TUMORAL > 5 (> 20) existe una clara prevalencia de clonotipos altamente
reactivos frente a tumores como se muestra simultdneamente por las frecuencias de IFNgamma y PD1+.

Estos clones reactivos frente a tumores de alta frecuencia pueden predecirse e identificarse aplicando la relaciéon de
frecuencias entre linfocitos T CD8" tumorales y no tumorales (relacién T/nT, columna ).

En la tabla 3, dentro de los 5 primeros, la relacion T/nT > 20 identifica el clon 2, la relacién > 5 los clones 1, 2 y 4.
Por tanto, todos los clones reactivos frente a tumores dentro de los 5 primeros se identifican utilizando la relacién
T/nT.

En la tabla 4, dentro de los 10 primeros, la relacién > 20 identifica los clones 2 y 7, la relacion > 5 los clones 1, 2, 4 y
7 como reactivos frente a tumores.

En la tabla 5, dentro de los 15 primeros, la relacion > 20 identifica los clones 2 y 7, la relacion > 5 los clones 1, 2, 4,
11y 12, que comprende todos los clones reactivos frente a tumores dentro de los 15 TIL CD8" mas frecuentes.

En la tabla 6 se muestra la comparacion de 3 métodos de identificacion de linfocitos T especificos de tumor para
frecuencias de IFNgamma > 0,25: a) solo se usa tejido tumoral, es decir, todas las estadisticas se refieren a LIT
solos, b) las frecuencias de LIT (CD8+) se comparan con linfocitos T (CD8+) de tejido no tumoral y solo se usan LIT
con una relaciéon tumoral/no tumoral > 20, c) Las frecuencias LIT (CD8+) se comparan con los linfocitos T (CD8+) del
tejido no tumoral y solo se usan los LIT con una relacién tumoral/no tumoral > 5. Es obvio que los mejores resultados
en términos del ndmero de linfocitos T reactivos frente al tumor y la intensidad de la sefial de IFNy medida se
alcanzan mediante las comparaciones de tejidos, preferentemente con una relacion > 5.

Para una seleccion de los 15 clonotipos superiores, la prediccion de la reactividad tumoral se muestra bastante
precisa en la figura 1: La regla de la relaciéon T/nT > 5 separa los clones de linfocitos T eficientemente en altamente
reactivos frente a tumores y menores reactivos frente a tumores. Para una relacion T/nT > 20, la prediccion de la
reactividad frente a tumores es correcta al 100 %, con el precio de perder una cantidad de clonotipos
verdaderamente reactivos frente a tumores.

Ejemplo 8: Aislamiento especifico de secuencia de RLT de clonotipos reactivos frente a tumores

La identificacion de clonotipos reactivos frente a tumores caracterizados por secuencias especificas (CDR3beta,
segmento Vbeta) abre el camino para estrategias especificas de secuencia para el enriquecimiento de clones
reactivos frente a tumores.

6 semanas después de la reseccion del tumor (CPNM), se extrajo sangre del paciente y se prepararon las CMSP.
Parte de las CMSP se secuenciaron para RLTbeta. Se incubd una alicuota de la preparacion de CMSP con un
anticuerpo Vbeta-30 especifico para el clon 2 del paciente.

Los resultados se proporcionan en la Tabla 7 que muestra el enriqguecimiento de los clones de linfocitos T deseados
mediante clasificacion especifica de secuencia con anticuerpos especificos del segmento de Vbeta respectivos.
Péptido CDR3: la regién CDR3 (péptido) del receptor de linfocitos T beta. Los segmentos V y los segmentos J se
indican de acuerdo con la nomenclatura IMGT. LIT CD8*: se extrajeron linfocitos T del tumor (LIT) y se clasificaron
con respecto a CD8*. IFNgamma CD4: los linfocitos T originalmente extraidos del tumor se mantuvieron en cultivo
durante 20 dias, se cultivaron conjuntamente con células tumorales y se midi6 la secrecion de IFNgamma mediante
un ensayo comercial, que muestra la activacion de los linfocitos T estimulados por los respectivos antigenos. LIT
CD4" PD1*: se extrajeron linfocitos T del tumor, se agotaron con respecto a CD4 y se clasificaron mediante un
anticuerpo especifico de PD1, lo que da como resultado la fraccidon de linfocitos T citotdxicos activados. LIT
CD8*/CD8* NO TUMORAL: Relacion de frecuencias encontrada en LIT y muestras no tumorales (CD8*). Vbeta-AB:
el anticuerpo especifico del segmento especifico Vbeta utilizado para la captura de clonotipos dedicados. Frec. en la
seleccion de Vbeta AB: Frecuencia del clonotipo respectivo después de usar la separacion por perlas con un
anticuerpo especifico de Vbeta. Frec. en CMSP: frecuencia del clonotipo respectivo en sangre periférica. Factor de
enriquecimiento: la relacion de frecuencias de clonotipos después de la separacién por Vbeta-anticuerpo frente a la
frecuencia en sangre periférica. Para el segundo clonotipo no hubo una frecuencia detectable en sangre periférica,
de manera que el factor de enriquecimiento solo podia adivinarse mediante el empleo del umbral mas bajo del
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0,001 % como el valor mas alto posible.

El clon 2 se midi6 en las CMSP del paciente con una frecuencia del 0,097 % (columna J). Usando el anticuerpo
Vbeta-30 y la separacion por perlas, la frecuencia se aumentd al 5,52 % (columna |). Este es un factor de
enriquecimiento de 57,0, preparando el escenario para el aislamiento completo del clon con procedimientos
convencionales de sangre periférica del paciente.

Métodos y materiales

Los siguientes experimentos fueron aprobados por el comité de ética de médicos de la camara de Berlin (N.° Eth-62-
15).

Iniciacién y expansién de microcultivos linfocitos T a partir de fragmentos de tejido tumoral y pulmonar

Cada muestra de ensayo de tumor se disecé sin tejido normal circundante ni areas necréticas. Se cortaron cubos de
aproximadamente 1 g de tumor y tejido pulmonar normal en trozos pequefios que median aproximadamente 2-3 mm
en cada dimension. Las biopsias de tumor cortadas (y también no tumorales) se sometieron a un sistema de
disociacion de tejido mecanico/enzimatico comercial (GentleMACS, Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach, Alemania),
usando el kit de disociacion tumoral (Miltenyi Biotech) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Después de la disgregacion GentleMACS, las suspensiones celulares se pasaron a través de filtros de 70 um. Se
tomaron alicuotas de células tumorales y se crioconservaron en DMSO al 10 % (Sigma-Aldrich) y FCS al 90 % (Life
Technologies) para su uso posterior. La suspension celular restante se sometié a centrifugacion en gradiente de
densidad usando un gradiente escalonado al 40 %/80 % de Percoll® (GE Healthcare Europe GmbH) en PBS/RPMI
1640. Los linfocitos T se recogieron de la interfase y se lavaron en medio completo (RPMI 1640, Lonza).
Posteriormente, los linfocitos T se colocaron en una placa de cultivo de tejidos de 24 pocillos con 2 ml de medio de
recuperacion (RM) a una concentraciéon de 0,5x108 células/ml. EI RM consistia en RPMI 1640 complementado con
HEPES 25mM pH 7,2 y L-glutamina (Lonza), 100 Ul/ml de penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina y B-
mercaptoetanol 50 uM (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.), suplementado con un 10 % de
suero humano autélogo. Las placas se colocaron en una incubadora humidificada a 37 °C con un 5 % de COz y se
cultivaron durante la noche.

Al dia siguiente, las células se recogieron y agruparon a partir de los pocillos y se separaron mediante el sistema
MidiMACS basado en perlas magnéticas, usando columnas MicroBeads y LS CD4 y CD8 (Miltenyi Biotech), de
acuerdo con el protocolo del fabricante. El flujo continuo de los experimentos de CD4MicroBeads, es decir, las
fracciones celulares agotadas de CD4 se usaron adicionalmente para rastrear clonotipos de CD8 LIT en
experimentos de PD1 e INFgamma. Para la separacion de clonotipos PD1+ se usaron PD-1 Microbeads (Miltenyi
Biotech, seleccion positiva). Todas las fracciones celulares se cultivaron en medio completo (CM) a una densidad de
0,5-1x108 células/ml. EI CM consistia en RPMI 1640 complementado con HEPES 25 mM, pH 7,2 y L-glutamina
(Lonza), penicilina 100 IU/ml, estreptomicina 100 ug/ml, anfotericina B 2,5 mg/I (Sigma-Aldrich, San Luis, EE. UU.). y
B-mercaptoetanol 50 uM (ThermoFisher Scientic), complementado con un 10 % de suero de ternera fetal (FCS), mas
3000 Ul/ml de IL-2 humana recombinante (Miltenyi Biotec) y Dynabeads Human T Activator CD3/CD28 (Life
Technologies) en una relacion perla:linfocito T de 1:1. Las placas se colocaron en una incubadora humidificada a
37 °C con un 5 % de CO. y se cultivaron hasta el dia 22. Cada segundo o tercer dia, la mitad del medio se retiré y se
reemplazé con medio recién preparado complementado con IL-2 fresca. Siempre que fuera necesario, las células se
dividieron en pocillos duplicados mediante la adicion de medio recién preparado complementado con IL-2 para
mantener una densidad celular de = 108 células/ml. En la primera semana, los cultivos celulares se recogieron para
la extraccion de ADN vy la preparacion de la biblioteca de NGS, los LIT residuales se expandieron adicionalmente.
Entre los dias 14 y 18 se retiraron las Dynabeads, la concentracion de IL2 en el medio se redujo a 1500 Ul/ml y se
reemplazo el FCS al 10 % por suero humano autélogo al 6 %.

Ensayo de secrecién de interferén-gamma - Enriquecimiento y deteccién de células

Para el ensayo de cultivo conjunto de tumor en el dia 22, se omiti6 la IL-2 del medio. El cultivo conjunto se establecio
con una relacion 1:1 de LIT expandidos y células tumorales autologas (10° LIT y 105 células tumorales autdlogas por
pocillo). Las células tumorales derivaban de la digestion tumoral inicial que se crioconservdé en DMSO al 10 %
(Sigma-Aldrich) y FCS al 90 % (Life Technologies) y se lavaron en RPMI 1640 antes de la adicién. El cultivo conjunto
se incubd en una incubadora humidificada durante 20 h a 37 °C antes de que las células se recogieran y se
analizaran para determinar la produccion de interferon gamma (IFNy) en un Kit de Ensayo y Deteccion de Secrecion
de IFNy (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células unidas a perlas se eluyeron y
sedimentaron para el aislamiento de ADN gendmico y la preparacion de la biblioteca de NGS.

Enriguecimiento de células basado en el antivuerpo V-beta

Para el aislamiento de linfocitos T de sangre se incubaron 3 ml de sangre recién extraida con 5 voliumenes de
tampon de lisis de eritrocitos (tampén EL, Qiagen) durante 15 minutos a 4 °C. Las células mononucleares se
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sedimentaron en una centrifuga refrigerada a 400 g. Las células se lavaron varias veces con tampon EL y PBS y
finalmente se marcaron con conjugado de anticuerpo anti-Vbeta 30-PE (Beckman Coulter, Brea, California, EE.
UU.). Las células se marcaron indirectamente magnéticamente con MicroBeads anti-PE (Miltenyi Biotec) y se
separaron en columnas MS usando el sistema de separacion magnética MiniMACS siguiendo las instrucciones del
fabricante (Miltenyi Biotec). Las células unidas a perlas se eluyeron y sedimentaron para el aislamiento de ADN
gendmico y la preparacion de la biblioteca de NGS.

Aislamiento de ADN gendmico

Se extrajo ADN gendmico (ADNg) de materiales de tisulares usando el kit de tejido NucleoSpin® de Macherey-Nagel
(Duren, Alemania). Se aislé6 ADNg de sangre a partir de 2-3 ml de sangre fresca con el Mini Kit de Sangre de ADN
QlAamp® (Qiagen, Hilden, Alemania) o con el Kit Universal de ADN/ARN/ARNmi AllPrep® (Qiagen) siguiendo los
protocolos del fabricante.

Calculo de las frecuencias de clonotipos (agrupamiento de secuencia) a partir de datos de NGS

Se secuenciaron regiones CDR3 de la cadena RLTR con tecnologia NGS (lllumina MiSEQ) siguiendo un método
patentado de amplificacién por PCR en dos etapas (como se desvela en el documento WO 2014/096394 A1) que
usa cebadores de RLTR que se unen especificamente a los segmentos V y J adyacentes a la region CDR3. Se uso
ADN gendémico como material de partida para el proceso de NGS.

Por muestra, normalmente se produce un nimero grande (> 10° de lecturas emparejadas (secuencias de
nucledtidos) mediante NGS. Los pares de lecturas se superponen normalmente en 40 a 80 bases y se combinan par
de lectura por par de lectura con secuencias contiguas. Estas secuencias después se ensamblan en agrupamientos
de secuencias de nucledtidos practicamente idénticas, el nimero de lecturas por agrupamiento determina la
frecuencia de ese agrupamiento, donde la frecuencia de un agrupamiento se mide en porcentaje de lecturas de esta
muestra que cae en este agrupamiento.

El agrupamiento es muy conservador y funciona en dos rondas: en una primera etapa, todas las lecturas con el
100 % de identidad de secuencia de nucledtidos se cuentan como 1 agrupamiento con la secuencia de
agrupamiento que es idéntica a la secuencia de lectura. En la segunda etapa, los agrupamientos se comparan entre
si y aquellos con

- no mas de un desapareamiento de 1 pb y

- cuando un agrupamiento (agrupamiento A) tiene al menos 20x mas lecturas que el otro agrupamiento
(agrupamiento B)

se combinan y se consideran idénticos al agrupamiento A Los agrupamientos de secuencias de nucleotidos se
consideran equivalentes a clonotipos.

Los agrupamientos de secuencias de nucledtidos se traducen en secuencias de aminoacidos (péptidos) y se
tabulan. Cada agrupamiento se considera un clonotipo con una frecuencia como se ha definido anteriormente. La
frecuencia es una medida directa de la frecuencia del linfocito T respectivo en la muestra.

Comparacion de perfiles de secuencias de RLT entre muestras

Se compararon secuencias de aminoacidos de CDR3 de clonotipos entre muestras mediante un procedimiento de
ensayo de identidad, donde solo se aceptan secuencias sin emparejamientos erréneos como una y la misma
secuencia de aminoacidos de CDR3. El resultado de una comparacién de multiples muestras es una tabla con una
secuencia de aminoacidos de CDR3 de RLTB compartida por una o mas muestras por fila, cada muestra esta
representada por una columna que contiene las respectivas frecuencias de CDR3 en esa muestra. Las relaciones
entre distintas muestras (que comparten la misma secuencia de aminoacidos CDR3) se calculan por relacion de las
frecuencias respectivas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para fabricar un receptor artificial de linfocitos T especificos de tumor, que comprende las etapas de:
- proporcionar una preparacion de linfocitos T especifica de tumor mediante las etapas de:
a. seleccionar clones de linfocitos T especificos de tumor:

- proporcionando una muestra tumoral obtenida de un paciente;

- aislando una preparacién de acido nucleico de dicha muestra tumoral en una etapa de aislamiento
de acido nucleico;

- obteniendo una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de
dicha preparacion de acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor
de linfocitos T codificadas por dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de
linfocitos T;

- seleccionando una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor de
dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor de dicha pluralidad de secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T en una etapa de seleccién de secuencia;

b. clasificar clones de linfocitos T especificos de tumor:

- proporcionando una preparacion de linfocitos obtenida de dicho paciente;

- aislando células que comprenden dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T
especificos de tumor seleccionada o dicha secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
especificos de tumor seleccionada de dicha preparacion de linfocitos en una etapa de aislamiento;

- aislar un linfocito T especifico de tumor individual de dicha preparacion de linfocitos T especificos de tumor;

- determinar las regiones de CDR3 de ambas subunidades de dicho receptor e linfocitos T de linfocito T
especifico de tumor individual aislado; y

- preparar un receptor de linfocitos T artificial que comprende dichas regiones de CDR3 determinadas de
ambas subunidades.

2. El método para aislar células que llevan un antigeno especifico de tumor, que comprende las etapas de:
- proporcionar una preparacién de linfocitos T especificos de tumor mediante las etapas de:
a. seleccionar clones de linfocitos T especificos de tumor:

- proporcionando una muestra de tumor obtenida de un paciente;

- aislando una preparacién de acido nucleico de dicha muestra de tumor en una etapa de aislamiento
de acido nucleico;

- obteniendo una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha
preparaciéon de acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de
linfocitos T codificadas por dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos
T

- seleccionando una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor de
dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor de dicha pluralidad de secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T en una etapa de seleccién de secuencia;

b. clasificar los clones de linfocitos T especificos de tumor:

- proporcionando una preparacion de linfocitos obtenida de dicho paciente;

- aislando células que comprenden dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T
especificos de tumor o dicha secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de
tumo de dicha preparacion de linfocitos en una etapa de aislamiento;

- aislar un linfocito T especifico de tumor individual de dicha preparacion de linfocitos T especificos de tumor;

- determinar las regiones de CDR3 de ambas subunidades del receptor de linfocitos T de dichos linfocitos T
especificos de tumor individuales;

- preparar un receptor de linfocitos T que comprende las regiones de CDR3 determinadas de ambas
subunidades, en donde el receptor de linfocitos T artificial comprende un resto, mediante el cual, el receptor
de linfocitos T articial se puede aislar de manera selectiva,

- poner en contacto el receptor de linfocitos T artificial con las células que llevan los antigenos, y

- aislar las células que se unen al receptor artificial.
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3. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha etapa de aislamiento
comprende las etapas de:

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

- poner en contacto dicha preparacion de linfocitos con un ligando especificamente reactivo que es capaz de

unirse a una secuencia de aminoacidos comprendida dentro de la regién V del receptor de linfocitos T que
corresponde a dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor
seleccionada o a dicha secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T seleccionada, en donde dicho
ligando se une a un marcador detectable y en donde en particular dicho ligando se une a dicha secuencia de
aminoacidos con una constante de disociacion de 107, 10 o 10 mol/l o menos, y

- aislar linfocitos T que llevan dicho marcador detectable de dicha preparacién de linfocitos.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicha etapa de aislamiento
comprende;

a. las etapas de poner en contacto dicha preparacién de linfocitos con una sonda de acido nucleico que se une
especificamente a dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor
seleccionada, en donde dicha sonda de acido nucleico esta unida a un marcador detectable; y

aislar los linfocitos T que llevan dicho marcador detectable de dicha preparacion de linfocitos, o

b. una etapa de separacion, en la que dicha preparacién de linfocitos se separa en una pluralidad de fracciones,
una etapa de expansion, en la que se expanden células comprendidas dentro de dicha pluralidad de fracciones
en condiciones de cultivo celular, y

una etapa de seleccion, en la que se selecciona al menos una fracciéon de dicha pluralidad de fracciones que
comprende dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor o dicha secuencia
de aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionada, y dicha etapa de aislamiento
comprende ademas opcionalmente repetir dicha etapa de separacion, dicha etapa de expansion y dicha etapa de
seleccién con dicha al menos una fraccién seleccionada de dicha pluralidad.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4, en el que dicha etapa de seleccién comprende,

- poner en contacto dicha pluralidad de fracciones con una sonda de &acido nucleico que se une

especificamente a dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor, en
donde dicha sonda de acido nucleico esta unida a un marcador detectable, e identificar fracciones que
comprenden dichas secuencias del receptor de linfocitos T especificos de tumor seleccionadas, u

- obtener secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de fracciones e

identificar la fraccion que comprende dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T
especificos de tumor seleccionada.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicha etapa de seleccion de
secuencia comprende las etapas de

- alinear dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o dicha pluralidad de

secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en dicha pluralidad de

secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o secuencias de aminoacidos del receptor de
linfocitos T comprendidas en dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T en
una pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en donde las secuencias de acido nucleico o la secuencia
de aminoacidos comprendidas dentro de un clonotipo particular presentan una secuencia idéntica o
practicamente idéntica;

- determinar el nimero de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T asociadas a cada clonotipo
o determinar el nimero de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T asociadas a cada
clonotipo, produciendo de este modo una frecuencia de clonotipos para cada uno de dichos clonotipos;

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en
donde dicho clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad
de clonotipos de la muestra tumoral y/o es otro clonotipo de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral que comprende una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T que es idéntica o
practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico
del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos
mas frecuentes de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

- seleccionar una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de
acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor
seleccionado como dicha secuencia de acido nucleico de receptor especifico de tumor o seleccionar una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de dichas secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor
seleccionado como dicha secuencia de aminoacidos especifica de tumor.
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7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, que comprende adicionalmente

proporcionar una muestra no tumoral obtenida de dicho paciente;

aislar una preparacion de acido nucleico de dicha muestra no tumoral en una etapa de aislamiento de acido
nucleico;

obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha preparacién de
acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificadas por
dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T, produciendo una pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T no especificos de tumor o una pluralidad de
secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor;

alinear dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T no especificos de tumor o
dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor;

agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T, comprendidas en dicha pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T no especificos de tumor o dicha pluralidad de
secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T no especificos de tumor, en una pluralidad de
clonotipos no especificos de tumor, en donde las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o
las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular
presentan una secuencia idéntica o practicamente idéntica;

seleccionar un clonotipo especifico de tumor de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en
donde

e dicho clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad
de la muestra tumoral o es otro clonotipo de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que
comprende una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a
un aminoacido del receptor de linfocitos T codificado por una secuencia de acido nucleico del receptor
de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de
dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de
clonotipos de la muestra tumoral esta ausente en dicha muestra no tumoral o puede asignarse a un
clonotipo no especifico de tumor que presenta una frecuencia de no mas mas del 20 %, el 15 %, el
10 % o el 5 % de la frecuencia de dicho clonotipo especifico de tumor.

8. El método de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, que comprende adicionalmente:

proporcionar una muestra de sangre obtenida de dicho paciente;

aislar una preparacion de acido nucleico de dicha muestra de sangre en una etapa de aislamiento de acido
nucleico;

obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de dicha
preparacion de acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificadas por dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T;

alinear dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o dicha pluralidad de
secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T;

agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en dicha pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o secuencias de aminoacidos del receptor de
linfocitos T en una pluralidad de clonotipos de la muestra de sangre, en donde secuencias de acido nucleico
del receptor de linfocitos T o secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de
un clonotipo particular presentan una secuencia idéntica o practicamente idéntica;

seleccionar un clonotipo especifico de tumor de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en
donde

e dicho clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad
de la muestra tumoral o es otro clonotipo de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que
comprende una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a
un aminoacido del receptor de linfocitos T codificado por una secuencia de acido nucleico del receptor
de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de
dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de la
muestra tumoral puede asignarse a un clonotipo de la muestra de sangre que muestra una frecuencia
menor que la frecuencia de dicho clonotipo especifico de tumor.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, que comprende adicionalmente:

proporcionar una muestra sin células obtenida de dicho paciente;
aislar una preparacion de acido nucleico de dicha muestra sin células en una etapa de aislamiento de acidos
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nucleicos;

- obtener una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T a partir de dicha
preparacion de acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T
codificadas por dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T;

- alinear dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o dicha pluralidad de
secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T;

- agrupar secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas en dicha pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o secuencias de aminoacidos del receptor de
linfocitos T comprendidas en dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos de linfocitos T en una pluralidad
de clonotipos de la muestra sin células, en las que las secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos
T o las secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de un clonotipo particular
presentan una secuencia idéntica o practicamente idéntica;

- seleccionar un clonotipo especifico de tumor de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, en
donde

e dicho clonotipo especifico de tumor es uno de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad
de clonotipos de la muestra tumoral o es otro clonotipo de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra
tumoral que comprende una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente
idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de
acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor de los 100
clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y

e dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de la
muestra tumoral puede asignarse a un clonotipo de la muestra sin células.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en el que dicho clonotipo especifico de
tumor de los 100 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral puede asignarse
a otro clonotipo de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende una secuencia de
aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor
de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de
secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de
tumor de los 100 clonotipos especificos de tumor mas frecuentes o a una secuencia de aminoacidos del receptor de
linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de
dicho clonotipo especifico de tumor de los 100 clonotipos especificos de tumor mas frecuentes.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en el que se selecciona el clonotipo
mas frecuente de dichos clonotipos de la muestra tumoral u otro clonotipo de dicha pluralidad de clonotipos de la
muestra tumoral que comprende una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente
idéntica a un aminoacido del receptor de linfocitos T codificado por una secuencia del receptor de linfocitos T de
dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo
especifico de tumor mas frecuente, en donde en particular dicho clonotipo mas frecuente esta ausente en dicha
muestra no tumoral o puede asignarse a un clonotipo no tumoral que muestra una frecuencia de no mas del 20 %, el
15 %, el 10 % o el 5 % de la frecuencia de dicho clonotipo especifico de tumor, y/o puede asignarse a un clonotipo
de la muestra de sangre que muestra una frecuencia menor que la frecuencia de los respectivos clonotipos de dicha
muestra tumoral, y/o puede asignarse a un clonotipo sin células y/o puede asignarse a otro clonotipo de dicha
pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprende una secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es
idéntica o practicamente idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor mas frecuente.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, que comprende
- seleccionar 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor de dicha muestra tumoral, en los que

e dichos clonotipos especificos de tumor seleccionados son 5, 10, 15 o 20 de los 100 clonotipos mas
frecuentes, los 5 clonotipos mas frecuentes, los 10 clonotipos mas frecuentes, los 15 clonotipos mas
frecuentes o los 20 clonotipos mas frecuentes de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral
y/o son otros clonotipos de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprenden una
secuencia de aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a una secuencia de
aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor
de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T
comprendida dentro de uno cualquiera de dichos 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor
seleccionados de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral y, opcionalmente,

e dichos 5, 10, 15 0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados estan ausentes en dicha muestra
no tumoral o pueden asignarse a un clonotipo no especifico de tumor que presenta una frecuencia de
no mas del 20 %, el 15 %, el 10 % o el 5% de la frecuencia de dichos 5, 10, 15 o 20 clonotipos
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especificos de tumor seleccionados de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral, y/o

e dichos 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados pueden asignarse a un clonotipo
de la muestra de sangre que muestre una frecuencia menor que la frecuencia de dichos 5, 10, 15 0 20
clonotipos especificos de tumor seleccionados de dicha pluralidad clonotipos de la muestra tumoral,
ylo

e dichos 5, 10, 15 o 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados pueden asignarse a un clonotipo
de la muestra sin células, y/o

e dichos 5, 10, 15 0 20 clonotipos especificos de tumor seleccionados pueden asignarse a otro clonotipo
de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral que comprenden una secuencia de
aminoacidos de linfocitos T que es idéntica o practicamente idéntica a un aminoacido del receptor de
linfocitos T codificado por una cualquiera de dichas secuencias de acido nucleico del receptor de
linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de
dichos 5, 10, 15 o 10 clonotipos especificos de tumor seleccionados de dicha pluralidad de clonotipos
de la muestra tumoral.

13. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en el que

uno cualquiera de dicho uno de los 100 clonotipos mas frecuentes, dichos 5, 10, 15 o 20 clonotipos
especificos de tumor seleccionados de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral se asignan a un
clonotipo no especifico de tumor, si una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por
una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido
nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo especifico de tumor o una
secuencia de aminoacidos de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos comprendidas
dentro de dicho clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de
linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro de
dicho clonotipo de la muestra no tumoral, o si una secuencia de aminoacidos de linfocitos T de dicha
pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo
especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida
dentro de dicho clonotipo de la muestra no tumoral, y/o,

uno cualquiera de dicho uno de los 100 clonotipos mas frecuentes, dichos 5, 10, 15 o 20 clonotipos
especificos de tumor seleccionados de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral se asigna a un
clonotipo de la muestra de sangre, si una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada
por una secuencia del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo especifico de tumor es
idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido
nucleico del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo de la muestra de sangre, o si una
secuencia de aminoacidos de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo especifico de tumor es
idéntica a una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo
de la muestra de sangre, y/o

uno cualquiera de dicho uno de los 100 clonotipos mas frecuentes, dichos 5, 10 o 20 clonotipos especificos
de tumor seleccionados de dicha pluralidad de clonotipos de la muestra tumoral se asigna a un clonotipo de
la muestra sin células, si una secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una
secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico
del receptor de linfocitos T comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor es idéntica a una
secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T codificada por una secuencia de acido nucleico del
receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo de la muestra sin células, o si una secuencia
de aminoacidos de linfocitos T de dicha pluralidad de secuencias de aminoacidos de linfocitos T
comprendidas dentro de dicho clonotipo especifico de tumor es idéntica a una secuencia de aminoacidos del
receptor de linfocitos T comprendida dentro de dicho clonotipo de la muestra sin células.

14. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha secuencia de acido

nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor codifica la region CDR3 de una cadena del receptor de
linfocitos T humano o dicha secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor es o esta
comprendida dentro de la region CDR3 de una cadena del receptor de linfocitos T humano.

15. Una preparacion de linfocitos T especificos de tumor para su uso en un método para el tratamiento del cancer en
un paciente que tiene un tumor, en donde

- dicha preparacion de linfocitos T especificos de tumo se obtiene mediante las etapas de:
a. seleccionar clones de linfocitos T especificos de tumor:
- proporcionando una muestra de tumor obtenida de dicho paciente;
- aislando una preparacion de acido nucleico de dicha muestra tumoral en una etapa de aislamiento
de acido nucleico;

- obteniendo una pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T de dicha
preparacion de acido nucleico o una pluralidad de secuencias de aminoacidos del receptor de
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linfocitos T codificadas por dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de
linfocitos T;
- seleccionando una secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T especificos de tumor de
dicha pluralidad de secuencias de acido nucleico del receptor de linfocitos T o una secuencia de
5 aminoacidos del receptor de linfocitos T especificos de tumor de dicha pluralidad de secuencias de
aminoacidos del receptor de linfocitos T en una etapa de seleccién de secuencia;

b. clasificar los clones de linfocitos T especificos de tumor:
10 - proporcionando una preparacion de linfocitos obtenida de dicho paciente;
- aislando células que comprenden dicha secuencia de acido nucleico del receptor de linfocitos T

especificos de tumor seleccionada o dicha secuencia de aminoacidos del receptor de linfocitos T
especificos de tumor seleccionada de dicha preparacion de linfocitos en una etapa de aislamiento.
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Fig. 1
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Fig. 3
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