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DESCRIPCION
Anticuerpos antiidiotipicos contra anticuerpos anti-CD19
Campo

La presente divulgacién se refiere en algunos aspectos a anticuerpos antiidiotipo que reconocen especificamente
fracciones de anticuerpos anti-CD19, en particular, fracciones de anticuerpos anti-CD19 presentes en receptores
recombinantes, incluidos los receptores de antigenos quiméricos (CAR). La divulgacion se refiere ademas a usos de
anticuerpos antiidiotipo para identificar o seleccionar especificamente células que expresan dichos receptores
recombinantes, tales como linfocitos T CAR anti-CD19. La divulgacién se refiere ademés a usos de anticuerpos
antiidiotipo para activar especificamente dichas células.

Antecedentes

Existen métodos disponibles para la terapia celular adoptiva que utilizan células modificadas genéticamente que
expresan receptores recombinantes, tales como el receptor de antigeno quimérico (CAR) que contiene dominios de
unién al antigeno de anticuerpos extracelulares. Se dispone de diversas estrategias para evaluar la actividad de dichas
células tanto in vitro como in vivo en un sujeto. Se necesitan métodos mejorados para evaluar especificamente la
actividad de las células que expresan CAR. Se proporcionan reactivos, composiciones y articulos manufacturados que
satisfacen tales necesidades.

Bipulendu Jena et al., describen un anticuerpo monoclonal especifico del receptor de antigeno quimérico (CAR) para
detectar linfocitos T especificos de CD19 en ensayos clinicos.

El documento W02014/190273A1 describe anticuerpos monoclonales dirigidos al receptor de antigeno quimérico.
Sumario
La presente invencién se expone en el conjunto de reivindicaciones adjuntas.

La presente invencién proporciona un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo, que
comprende:

una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 89 o 90, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de las SEQ ID NO: 91, 92 o 93 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 94; y

una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 96 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 97, en donde:

(i) el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une especificamente a un anticuerpo
diana o a un fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo comprende la secuencia de la regién variable de cadena pesada (VH) establecida en la SEQ ID NO:
30 y la secuencia de la regidn variable de cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO: 31; y

(ii) el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo es un anticuerpo agonista de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno.

La presente invencién también proporciona un conjugado, que comprende el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de
unién a antigeno de la presente invencién y una molécula o fraccién heteréloga, opcionalmente, en donde la molécula
o fraccién heteréloga es:

i) un marcador, opcionalmente en donde el marcador se selecciona entre un colorante fluorescente, una proteina
fluorescente, un radioisétopo, un croméforo, un ion metalico, una particula de oro, una particula de plata, una
particula magnética, un polipéptido, una enzima, una estreptavidina, una biotina, un compuesto luminiscente o un
oligonucleétido; o

ii) una proteina, péptido, acido nucleico o molécula pequefia, que opcionalmente es 0 comprende una toxina o un
Strep-Tag.

La presente invencién también proporciona una o mas moléculas de acido nucleico que codifican la cadena pesada y
la cadena ligera del anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencién.

La presente invencién también proporciona un vector, que comprende la(s) molécula(s) de acido nucleico de la
presente invencion.

La presente invencién también proporciona una célula, que comprende el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién
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a antigeno del mismo de la presente invencidn o la molécula de acido nucleico de la presente invencién.

La presente invencién también proporciona un método para producir un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién
a antigeno del mismo, que comprende expresar la cadena pesada y ligera codificadas por la molécula de acido
nucleico de la presente invencién o el vector de la presente invencidn en una célula hospedadora adecuada y recuperar
o aislar el anticuerpo.

La invencién proporciona una composicién que comprende el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unidén a antigeno
del mismo de la presente invencion, conjugado de la presente invencidén o la célula de la presente invencion, que
comprende opcionalmente ademés un excipiente farmacéuticamente aceptable.

La presente invencién también proporciona un método para detectar un anticuerpo diana o un fragmento de unién a
antigeno del mismo, que comprende:

(a) poner en contacto una composicién que comprende un anticuerpo diana o un fragmento de unién a antigeno
del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencién o el
conjugado de la presente invencion que se une especificamente al anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno del mismo, en donde el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende la
secuencia de la regién variable de cadena pesada (VH) establecida en la SEQ ID NO: 30 y la secuencia de la
regién variable de cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO: 31; y

(b) detectar el anticuerpo antiidiotipo unido al anticuerpo diana o al fragmento de unién a antigeno,

opcionalmente en donde el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno se expresa en la superficie de una
célula, en donde la célula expresa en su superficie un CAR que comprende el anticuerpo diana o el fragmento de
unién a antigeno y la deteccién en (b) comprende detectar células unidas con el anticuerpo antiidiotipo.

La presente invencién también proporciona un método in vitro o ex vivo de estimulacién celular, que comprende incubar
una composicién de entrada que comprende células que expresan un receptor de antigeno quimérico (CAR) que
comprende un anticuerpo diana o un fragmento de unién a antigeno del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o
fragmento de unién a antigeno del mismo de la presente invencidén o el conjugado de la presente invencién que se
une especificamente al anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno del mismo, generando de esta manera una
composicion de salida que comprende células estimuladas, en donde el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno
del mismo comprende la secuencia de la regién variable de cadena pesada (VH) establecida en la SEQ ID NO: 30 y
la secuencia de la regidn variable de cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO: 31.

En el presente documento se proporcionan agentes que se unen especificamente a los anticuerpos, incluidos
fragmentos de anticuerpos tales como scFv, y moléculas quiméricas que los contienen, tales como receptores de
antigeno quiméricos. También se proporcionan composiciones y articulos de fabricacion que contienen dichos
agentes, incluidos aquellos que incluyen una superficie a la que esta unido el agente, tal como una superficie sélida,
por ejemplo, una placa o una cuenta. También entre las realizaciones proporcionadas en el presente documento se
encuentran usos y métodos de uso de dichos agentes, composiciones y articulos, incluyendo para deteccién, uso,
manipulacién y/o estimulacién de células o terapias que contienen o se sospecha que contienen el anticuerpo o la
molécula quimérica, tal como en la deteccién, estimulaciéon o uso de células que expresan CAR.

En algunas realizaciones, el agente es un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que
se une especificamente a un anticuerpo diana que es o contiene una o més regiones variables del anticuerpo
designado FMC83 o un fragmento de unidén a antigeno del mismo y se une especificamente a una molécula quimérica
que contiene dicho fragmento de anticuerpo, en particular un CAR con un dominio de unién que contiene regiones
variables de anticuerpos derivadas de FMC83, tal como en forma de un scFv. En algunas realizaciones, el agente, en
particular, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno contiene una regidén variable de cadena ligera
(VL) que contiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la regién VL
establecida en la SEQ ID NO: 40; y/o una regién variable de cadena pesada (VH) que contiene al menos un 90 % de
identidad de secuencia (y/o al menos un 95 % o0 99 % de identidad de secuencia, o un 100 % de identidad) con la
secuencia de aminoacidos de la region VH establecida en la SEQ ID NO: 36. En algunas realizaciones, el anticuerpo
o fragmento de unién a antigeno contiene una regién VL que comprende al menos un 90 % de identidad de secuencia
(y/o al menos un 95 % o0 99 % de identidad de secuencia, o un 100 % de identidad) con la secuencia de aminoécidos
de la regién VL establecida en la SEQ ID NO: 40; y/o una regién VH que comprende al menos un 90 % de identidad
de secuencia (y/o al menos un 95 % 0 99 % de identidad de secuencia, o un 100 % de identidad) con la secuencia de
aminoacidos de la regién VH establecida en la SEQ ID NO: 36.

En la invencidn, la regién determinante de la complementariedad 3 (CDR-H3) contiene la secuencia de aminoacidos
establecida en la SEQ ID NO: 94 y contiene una CDR-H3 contenida dentro de la secuencia VH establecida en la SEQ
ID NO: 36; y la regién determinante de la complementariedad de la cadena ligera 3 (CDR-L3) contiene la secuencia
de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 97 y que contiene una CDR-L3 contenida dentro de la secuencia VL
establecida en la SEQ ID NO: 40.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3004 039 T3

En la invencidn, la regién VH contiene una CDR-H1 y una CDR-H2, respectivamente, que incluye las secuencias de
aminoécidos de las secuencias CDR-H1 y CDR-H2 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos de la regién
VH establecida en la SEQ ID NO: 36; y/o la regién VL contiene una CDR-L1 y una CDR-L2, respectivamente, que
incluye las secuencias de aminoacidos de las secuencias CDR-L1 y CDR-L2 contenidas dentro de la secuencia de
aminoacidos de la regién VL establecida en la SEQ ID NO: 40.

En la invencién, la regién VH contiene una CDR-H1 establecida en las SEQ ID NO: 89 o0 90, una CDR-H2 establecida
en las SEQ ID NO:91, 92 0 93 y una CDR-H3 establecida en la SEQ ID NO:94; y la regién VL contiene una CDR-L1
establecida en la SEQ ID NO: 95, una CDR-L2 establecida en la SEQ ID NO: 96 y una CDR-L3 establecida en la SEQ
ID NO: 97.

En la invencién, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo contiene una CDR-H1, una CDR-
H2 y una CDR-H3, respectivamente, que contiene la secuencia de aminoéacidos de las secuencias CDR-H1, CDR-H2
y CDR-H3 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos de la regién VH establecida en la SEQ ID NO: 36; y una
CDR-L1, una CDR-L2 y una CDR-L3, respectivamente, incluyendo las secuencias de aminoécidos de las secuencias
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos de la regién VL establecida en la SEQ
ID NO: 40.

En la invencién, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende una CDR-H1 que
incluye la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 89 o 90, una CDR-H2 que incluye la secuencia de aminoacidos
de las SEQ ID NO: 91, 92 0 93, y una CDR-H3 que incluye la secuencia de aminoacidos establecida como SEQ ID
NO: 94; y una CDR-L1 que incluye la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 95, una CDR-L2 que incluye la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 96 y una CDR-L3 que incluye la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 97.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, la regién VH del anticuerpo o fragmento contiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 36; y/o la region VL del anticuerpo o fragmento comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 40. En algunas realizaciones, la regién VH del anticuerpo o fragmento incluye la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 36 y la region VL del anticuerpo o fragmento incluye la secuencia de aminoégcidos de
la SEQ ID NO: 40.

En la invencién, la regién VH contiene una CDR-H1 establecida en las SEQ ID NO: 89 o0 90, una CDR-H2 establecida
en las SEQ ID NO:91, 92 0 93 y una CDR-H3 establecida en la SEQ ID NO:94; y la regién VL contiene una CDR-L1
establecida en la SEQ ID NO: 95, una CDR-L2 establecida en la SEQ ID NO: 96 y una CDR-L3 establecida en la SEQ
ID NO: 97.

En la invencidn, la regién VH contiene una CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 que incluye las secuencias de aminoacidos
de las secuencias CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos de la regién VH
establecida en la SEQ ID NO: 36; y la regién VL contiene una CDR-L1, una CDR-L2 y una CDR-L3, respectivamente,
incluyendo las secuencias de aminoécidos de las secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 contenidas dentro de la
secuencia de aminoacidos de la regién VL establecida en la SEQ ID NO: 40.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, la regién VH del anticuerpo o fragmento comprende la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36; y/o la regidn VL del anticuerpo o fragmento comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 40.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno es un fragmento
de cadena Unica. En algunos aspectos, el fragmento contiene regiones variables de anticuerpo unidas por un
enlazador flexible. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el fragmento contiene un scFv.

En la invencién, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno contiene una regién variable de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 30 y una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31; y
opcionalmente es un scFv que comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 34.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno se une
especificamente al mismo epitopo 0 a un epitopo superpuesto de un anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno
del mismo que el epitopo unido especificamente por el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno de
acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno esté dentro o
incluido en el dominio de unién al antigeno de la porcidén extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR); y/o
el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno se une especificamente al anticuerpo diana o fragmento de
unién a antigeno contenido dentro o incluido en el dominio de unién al antigeno de la porcién extracelular de un CAR.
En algunas realizaciones, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno es un scFv y el anticuerpo antiidiotipo
o fragmento de unién a antigeno se une especificamente a un epitopo en el scFv del CAR.
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En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo o fragmento se une especificamente a un fragmento
variable de cadena Unica (scFv) derivado del anticuerpo FMC63 comprendido en la porcidn extracelular de un receptor
de antigeno quimérico, en donde el scFv derivado del anticuerpo FMCB83 contiene una regién variable de cadena
pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31; y
opcionalmente contiene la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 34.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno se une
especificamente a un epitopo dentro o incluyendo toda o una porcién de una regién determinante de la
complementariedad (CDR) del anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el CAR contiene ademas un dominio transmembrana unido al
dominio de unién al antigeno a través de un espaciador. En algunas realizaciones, el espaciador contiene una porcién
extracelular de CD28, que opcionalmente es CD28 humano. En algunos aspectos, la porcién extracelular de CD28
contiene la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ ID NO: 27. En algunas de cualquiera de dichas
realizaciones, el dominio transmembrana contiene una porcién transmembrana de CD28, que opcionalmente es CD28
humano. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo o fragmento no se une a un epitopo en el
dominio espaciador del CAR.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo o fragmento no se une o no se une especificamente
a CD28 o una porcién del mismo, que opcionalmente es CD28 humano, que opcionalmente contiene una porcién
extracelular de CD28, que opcionalmente contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 27. En
algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo o fragmento no se une a un epitopo en un dominio Fc,
que opcionalmente es un dominio Fc de IgG1 humana.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno se une
especificamente a CD19 humano. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o
fragmento no reacciona de forma cruzada con otro anticuerpo anti-CD19, que opcionalmente estd contenido en el
dominio de unién al antigeno extracelular de otro CAR. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento no reacciona de forma cruzada con otro CAR.

En la invencién, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento es un anticuerpo agonista de un CAR que contiene el anticuerpo
diana o el fragmento de unién a antigeno.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
es humanizado. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a
antigeno del mismo es recombinante. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o
fragmento de unién a antigeno del mismo es monoclonal.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
es un fragmento de unién a antigeno. En algunos aspectos, el fragmento de unién a antigeno se selecciona entre
fragmentos de unién a antigeno del fragmento (Fab), fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv, un
fragmento variable de cadena Unica (scFv) o un anticuerpo de dominio Unico (sdAb).

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
contiene al menos una porcién de una regién constante de inmunoglobulina. En algunas realizaciones, la al menos
una porcién de una regién constante de inmunoglobulina contiene una regién Fc o una porcién del Fc que contiene
los dominios CH2 y CH3. En algunos aspectos, la regién constante se obtiene de IgG humana. En algunas de
cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno es un anticuerpo intacto
0 un anticuerpo de longitud completa.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, se proporciona un conjugado que contiene el anticuerpo antiidiotipo
o fragmento de unién a antigeno de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente y una
molécula o fraccién heteréloga. En algunas realizaciones, la molécula o fraccién heter6loga es un marcador. En
algunos aspectos, el marcador se selecciona entre un colorante fluorescente, una proteina fluorescente, un
radioisétopo, un cromoéforo, un ion metalico, una particula de oro, una particula de plata, una particula magnética, un
polipéptido, una enzima, una estreptavidina, una biotina, un compuesto luminiscente o un oligonucleétido. En algunos
casos, la molécula o fraccidbn heterbloga es una proteina, péptido, acido nucleico o molécula pequefia, que
opcionalmente es o contiene una toxina, Strep-Tag.

En algunas realizaciones, se proporciona una o mas moléculas de acido nucleico que codifican la cadena pesaday la
cadena ligera del anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera
de las realizaciones descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico contiene una secuencia de nucleétidos que codifica (i) la
region variable de la cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 50, (ii) una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos establecida en la SEQ ID NO: 50; o (iii)
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una secuencia degenerada de (i) o (ii); y/o una secuencia de nucleétidos que codifica (iv) la regién variable de cadena
ligera establecida en la SEQ ID NO: 54, (v) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la secuencia de nucleétidos establecida en la SEQ ID NO: 54; o (vi) una secuencia degenerada de (iv)
o (v). En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico contiene una secuencia de nucleétidos que codifica (i)
la cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 52, (ii) una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 90 % de
identidad de secuencia con la secuencia de nucleétidos establecida en la SEQ ID NO: 52; o (iii) una secuencia
degenerada de (i) o (ii); y/o una secuencia de nucleétidos que codifica (iv) la cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 56, (v) una secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia de
nucledtidos establecida en la SEQ ID NO: 56; o (vi) una secuencia degenerada de (iv) o (v). En algunas realizaciones,
la secuencia de nucleétidos que codifica la cadena pesada y/o la cadena ligera contiene una secuencia sefial.

En el presente documento se proporciona un vector que contiene la molécula de acido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento. También se proporciona en el presente documento
una célula que contiene el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo de acuerdo con una
cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento o la molécula de acido nucleico de acuerdo con
una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento.

Se proporciona en el presente documento un método para producir un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a
antigeno del mismo, incluyendo la expresién de la cadena pesada y/o ligera codificada por la molécula de acido
nucleico de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento o el vector de acuerdo
con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento en una célula hospedadora adecuada y
la recuperacion o aislamiento del anticuerpo. En algunas realizaciones, el método para producir un anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno incluye cultivar la célula de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones descritas en el presente documento en condiciones en las que se expresa la cadena pesada y/o la
cadena ligera y recuperar o aislar el anticuerpo. En el presente documento también se proporciona un anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo producido mediante el método de acuerdo con una cualquiera
de las realizaciones descritas en el presente documento.

En algunas realizaciones, se proporciona una composicién que contiene el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién
a antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el
conjugado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento o la célula de
acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento. En algunas de cualquiera de
dichas realizaciones, la composicién contiene ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En algunas realizaciones, se proporciona un kit que contiene uno o mas del anticuerpo antiidiotipo o fragmento de
unidén a antigeno del mismo de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento,
el conjugado de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, el acido nucleico
de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento, y, opcionalmente,
instrucciones de uso. En algunos casos, el kit contiene ademas un reactivo o soporte para inmovilizar el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unidn a antigeno del mismo o conjugado, en donde dicho reactivo o soporte es una cuenta,
una columna, un micropocillo, una barra, un filtro, una tira o un reactivo de muteina de estreptavidina oligomérica
soluble.

También se proporcionan métodos de deteccidn utilizando cualquiera de los agentes proporcionados, tales como los
anticuerpos antiidiotipo. En algunas realizaciones, se proporciona un método para detectar un anticuerpo diana o un
fragmento de unidén a antigeno del mismo, tal como un CAR que contiene el mismo, incluyendo (a) poner en contacto
una composicién que contiene un anticuerpo diana con regiones variables derivadas de un anticuerpo FMC63 o de un
fragmento de unién a antigeno del mismo, con el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
de la invencién; y (b) detectar el anticuerpo antiidiotipo unido al anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno y/o
detectar la presencia o ausencia del anticuerpo o agente diana.

En algunas realizaciones, el método incluye (a) poner en contacto una composicién que contiene o se sospecha que
contiene un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unidén a antigeno con el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unidén a antigeno del mismo de una cualquiera de las realizaciones descritas o el conjugado
de cualquiera de las realizaciones descritas que se une especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo
FMCB3 o un fragmento de unién a antigeno del mismo; y (b) detectar el anticuerpo antiidiotipo unido al anticuerpo
diana o fragmento de unién a antigeno y/o detectar la presencia o ausencia del anticuerpo o agente diana.

En algunos aspectos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno esta unido a una célula o se expresa en la
superficie de una célula y la deteccién en (b) incluye la deteccién de células unidas con el anticuerpo antiidiotipo. En
algunas realizaciones, la célula expresa en su superficie un CAR que contiene el anticuerpo diana o fragmento de
unién a antigeno diana.

En algunas realizaciones, los métodos proporcionados implican detectar un CAR que contiene un anticuerpo diana o
fragmento de unién a antigeno del mismo de cualquiera de las realizaciones, tal como un CAR que contiene dominios
variables derivados de FMC63. En algunas realizaciones, el método incluye (a) poner en contacto una célula que
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expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR) que contiene un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un
fragmento de unién a antigeno del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
una cualquiera de las realizaciones descritas o el conjugado de una cualquiera de las realizaciones descritas que se
une especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo; y (b) detectar células unidas con el anticuerpo antiidiotipo. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones,
el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo est4 marcado directa o indirectamente para su
deteccién.

En algunas de las divulgaciones, se proporciona un método para seleccionar células de una poblacién celular, que
incluye (a) poner en contacto una poblacién de células que expresa un receptor de antigeno quimérico (CAR) que
comprende un anticuerpo diana o una célula unida a un anticuerpo diana con el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de
unidén a antigeno del mismo de una cualquiera de las realizaciones descritas o conjugado de una cualquiera de las
realizaciones descritas que se une especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento
de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo diana es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unidén a
antigeno del mismo; y (b) seleccionar células unidas con el anticuerpo antiidiotipo.

En algunos casos, las células unidas con el anticuerpo antiidiotipo se seleccionan mediante separacién basada en
afinidad. En algunos aspectos, la separacién basada en afinidad es una separacién basada en inmunoafinidad. En
algunas de cualquiera de dichas realizaciones, la separacién basada en afinidad se realiza mediante citometria de
flujo. En algunas realizaciones, la separacién basada en afinidad se realiza mediante clasificacién celular activada
magnéticamente. En algunos aspectos, la separacién basada en afinidad contiene cromatografia de afinidad. En
algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo esté unido o inmovilizado reversiblemente a
un soporte o una fase estacionaria.

También entre los métodos proporcionados se encuentran métodos para estimular células utilizando los agentes, tales
como estimular células que contienen una molécula tal como un CAR que es o contiene el anticuerpo diana reconocido
por el anticuerpo antiidiotipo. En algunas realizaciones, el método incluye incubar una composiciéon de entrada que
contiene células que expresan un receptor de antigeno quimérico (CAR) que contiene un anticuerpo diana que es el
anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién
a antigeno del mismo de una cualquiera de las realizaciones descritas o el conjugado de una cualquiera de las
realizaciones descritas que se une especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento
de unién a antigeno del mismo, generando de esta manera una composicién de salida que contiene células
estimuladas.

En algunas realizaciones, los métodos dan lugar a proliferacién, activacién, estimulacién, liberacién de citocinas u otro
resultado funcional tal como regulacién por aumento de un marcador de activacién o liberacién o produccién de
citocinas, de células que expresan el receptor quimérico tal como el CAR reconocido por el anticuerpo anti-ld. En
algunos aspectos, dicha proliferaciéon u otra respuesta o lectura funcional se induce en dichas células hasta un grado
similar o mayor que el inducido por la incubacién de las células con un agente y/o condiciones que estimulan la
proliferacién de linfocitos T, tal como cuentas anti-CD3/CD28 y/o anti-CD3 reticulado. En algunos aspectos, los
métodos no implican la reticulacién del anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos de cualquiera de las realizaciones,
los agentes antiidiotipo son capaces de inducir la proliferaciéon especificada o el resultado funcional o el grado del
mismo, sin reticulacién del anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos, los agentes antiidiotipo del presente
documento son ventajosos por su capacidad para estimular o provocar un resultado funcional particular de los linfocitos
T u otras células inmunitarias que expresan el receptor diana, sin necesidad de reticular el anticuerpo anti-Id o utilizar
un agente secundario. En algunos aspectos, el resultado se consigue con la forma soluble o unida a placa del
anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos, el resultado se consigue con el anticuerpo antiidiotipo acoplado a una
cuenta.

En algunos casos de la divulgacién, se proporciona un método para producir una composicién celular, incluyendo (a)
introducir en las células una molécula de acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR),
generando asi una composicién de entrada; e (b) incubar la composicién de entrada con un anticuerpo antiidiotipo o
fragmento de unién a antigeno del mismo especifico para el receptor de antigeno del CAR, produciendo de esta
manera la composicion celular.

En algunos aspectos, el CAR contiene un anticuerpo diana que se une especificamente a CD19. En algunos casos,
el anticuerpo diana es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunas de cualquiera
de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unidén a antigeno del mismo se une especificamente
a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMCB3 de una cualquiera de las realizaciones descritas que se une
especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC83 o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos de estos casos, la introduccidén en (a) incluye la introduccién de la molécula de acido nucleico en las células
mediante transduccidn viral, transposicién, electroporacién o transfeccién quimica. En algunos casos, la introduccion
en (a) incluye la introduccién de la molécula de &cido nucleico en las células mediante transduccién con un vector
retroviral que contiene la molécula de acido nucleico, en donde, opcionalmente, el vector virico es un vector retrovirico
0 un vector lentivirico. En algunos aspectos, | introducciéon en (a) incluye la introduccién de la molécula de acido
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nucleico en las células mediante transposiciéon con un transposdn que contiene la molécula de &cido nucleico. En
algunos casos, | introduccién en (a) incluye la introduccién de la molécula de acido nucleico en las células mediante
electroporacion o transfecciéon de un vector que contiene la molécula de acido nucleico.

En algunos de estos casos, e método incluye ademés una etapa de activacién de las células antes de la etapa (a). En
algunos aspectos, la etapa de activar las células incluye poner en contacto las células con un agonista de CD3 y
opcionalmente un agonista de CD28. En algunos casos, la etapa de activacién de las células incluye poner en contacto
las células con un reactivo que contiene anticuerpos agonistas anti-CD3 y anti-CD28.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, la incubacién se realiza en condiciones en las que el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une al CAR, induciendo o modulando de este modo una
sefial en una o més células en la composicién de entrada. En cualquiera de dichas realizaciones, las células contienen
linfocitos T. En algunos casos, los linfocitos T contienen linfocitos T CD4+ y/o CD8+.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
esta inmovilizado en un soporte sélido, que opcionalmente contiene o estd conjugado con un reactivo que contiene
una pluralidad de sitios de unién capaces de unirse reversiblemente al anticuerpo antiidiotipo o al fragmento de unién
a antigeno del mismo. En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de
unién a antigeno del mismo esta inmovilizado en un reactivo soluble, que opcionalmente es o contiene una pluralidad
de sitios de unidén capaces de unirse reversiblemente al anticuerpo antiidiotipo o al fragmento de unién a antigeno del
mismo. En algunos aspectos, el reactivo contiene una muteina de estreptavidina.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, la incubacién dura al menos o aproximadamente al menos 5
minutos, 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36, 48 horas, 72 horas o 96 horas.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, la composicién de entrada contiene menos de o menos de
aproximadamente el 60 %, menos de 0 menos de aproximadamente el 50 %, menos de 0 menos de aproximadamente
el 40 %, menos de o0 menos de aproximadamente el 30 %, menos de 0 menos de aproximadamente el 20 % o menos
de o menos de aproximadamente el 10 % de células que expresan CAR como porcentaje del total de células en la
composicién.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, el nimero de células que expresan CAR en la composiciéon de
salida aumenta en mas de 1,2 veces, 1,5 veces, 2,0 veces, 3,0 veces, 4,0 veces, 5,0 veces, 10 veces o mas en
comparacién con el nimero de células que expresan CAR en la composicidn de entrada; y/o el porcentaje de expresién
de CAR en la composicién de salida en comparacién con el total de células en la composicién aumenta en mas del
10 %, 20 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas.

En algunas de cualquiera de dichas realizaciones, antes de la introduccién y/o incubacién, las células no se
seleccionan ni se enriquecen con células que expresan CAR.

En la invencién, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno contiene una regién variable de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 30 y una regioén variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos de la divulgacién, se proporciona un método para purificar un anticuerpo o fragmento de unién a
antigeno del mismo, incluyendo (a) poner en contacto una composicién que contiene un anticuerpo diana que es el
anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién
a antigeno del mismo de una cualquiera de las realizaciones descritas o el conjugado de una cualquiera de las
realizaciones descritas que se une especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento
de unién a antigeno del mismo; y (b) aislar complejos que comprenden el anticuerpo antiidiotipo.

En algunos casos, los complejos que contienen el anticuerpo antiidiotipo se aislan mediante separacién basada en
afinidad. En algunos aspectos, la separacién basada en afinidad es una separacién basada en inmunoafinidad. En
algunos casos, la separacién basada en afinidad es una separacién basada en magnetismo. En algunos casos, la
separacidn basada en afinidad incluye cromatografia de afinidad.

En algunos casos de la divulgacién, se proporciona un método para identificar un anticuerpo antiidiotipo o fragmento
de unién a antigeno que incluye (a) introducir en un sujeto un reactivo de inmunizacién soluble que contiene un
fragmento de unién a antigeno del anticuerpo diana fusionado a una fraccién solubilizante; y (b) identificar un
anticuerpo del sujeto que se une especificamente al anticuerpo diana o al fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos de estos casos, el fragmento de unidén a antigeno contiene la regiéon de cadena pesada variable y/o la
regién de cadena ligera variable del anticuerpo diana. En algunos casos, el fragmento de unién a antigeno es un
fragmento de cadena Unica. En algunos aspectos, el fragmento de unién a antigeno es un scFv. En algunos de estos
casos, el fragmento de unién a antigeno estad dentro o incluido en el dominio de unidén al antigeno de la porcién
extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR).
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En algunos de estos casos, la fraccion solubilizante es un dominio Fc o un fragmento del mismo, que opcionalmente
es un Fc de IgG1 humana. En algunos aspectos, la fraccién solubilizante es un dominio Fc que carece de la regién
bisagra. En algunos casos, la fraccién solubilizante comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 32.

En algunos de estos casos, la identificacién del anticuerpo incluye (i) aislar linfocitos B del bazo del sujeto y fusionarlas
con linfocitos B inmortalizadas para generar hibridomas; (ii) examinar los hibridomas para determinar la produccion de
anticuerpos que se unen especificamente al anticuerpo diana o al fragmento de unién a antigeno del mismo o a un
receptor de antigeno quimérico que contiene el fragmento de unién a antigeno; y (iii) secuenciar un anticuerpo de un
hibridoma que produce un anticuerpo que se une especificamente, identificando asi el anticuerpo antiidiotipo.

En algunos de estos casos, el anticuerpo diana se une a CD19. En algunos casos, el fragmento de unién a antigeno
del anticuerpo diana deriva del anticuerpo FMC63, opcionalmente en donde el fragmento de unién a antigeno del
anticuerpo diana contiene una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién
variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31. En algunos casos, el fragmento de unién a antigeno del
anticuerpo diana es un fragmento variable de cadena Unica (scFv) derivado del anticuerpo FMC63, opcionalmente en
donde el scFv contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 34.

En algunos casos de la divulgacion, se proporciona un método para deplecionar células, que comprende administrar,
a un sujeto, una composicién que comprende el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo de
una cualquiera de las realizaciones descritas en el presente documento o un conjugado de una cualquiera de las
realizaciones descritas que se une especificamente a un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento
de unién a antigeno del mismo, en donde al sujeto se le ha administrado una célula que expresa un receptor de
antigeno quimérico (CAR) que contiene un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a
antigeno del mismo. En algunos casos, la deplecién se produce a través de citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA).

Se describe en el presente documento un método para determinar la presencia o ausencia de una molécula que se
une a un receptor de antigeno quimérico (CAR), incluyendo el método (a) poner en contacto un reactivo de unién con
una muestra de un sujeto al que se le ha administrado una terapia celular que contiene células disefiadas con un CAR
que contiene un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMCB83 o un fragmento de unién a antigeno del mismo en
condiciones para formar un complejo que comprende el reactivo de unién y una molécula de la muestra que se une al
reactivo de unién, en donde el reactivo de unidén contiene el dominio extracelular del CAR o una porcién del dominio
extracelular que comprende el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno del mismo; y (b) detectar la
presencia o ausencia del complejo. En algunos casos, el método incluye ademas la realizacién de las etapas (a) y (b)
en una muestra de control positivo y, opcionalmente, determinar la presencia o ausencia de la molécula por
comparacién con el control positivo, en donde la muestra de control positivo contiene cualquiera de anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unidén a antigeno del mismo como se describe en el presente documento o cualquiera de
los conjugados descritos en el presente documento que se une especificamente al anticuerpo diana o un fragmento
de unién a antigeno del mismo.

En algunos de estos casos, la molécula que se une al reactivo de unién es o contiene un anticuerpo. En algunos casos,
el reactivo de unién esta marcado de forma detectable o es capaz de producir una sefial detectable. En algunos casos,
el reactivo de unién esta unido a un soporte sélido o es soluble.

En algunos de estos casos, el complejo se detecta mediante un inmunoensayo. En algin ejemplo, el inmunoensayo
es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), ensayo quimioluminiscente, ensayo
electroquimioluminiscente, biosensor basado en resonancia de plasmén superficial (SPR) (por ejemplo, BlAcore),
citometria de flujo o transferencia Western. En algunos casos, el inmunoensayo comprende el descubrimiento a escala
meso. En algunos casos, el inmunoensayo es un ensayo de tipo sandwich o ensayo de puente.

En algunos de estos casos, el reactivo de unién es un primer reactivo de unién y detectar la presencia o ausencia del
complejo incluye: (i) poner en contacto el complejo formado en la etapa (a) con un segundo reactivo de unidén, en
donde el segundo reactivo de unién (1) contiene el dominio extracelular del CAR o una porcién del mismo que
comprende el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno del mismo y (2) estd marcado de forma detectable
0 es capaz de producir una sefial detectable; y (ii) evaluar la presencia o ausencia de la sefial detectable. En algunos
aspectos, el primer reactivo de unién estad unido a un soporte sélido, opcionalmente, en donde el primer reactivo de
unién esté unido, directa o indirectamente, a una biotina y/o unido a un soporte sélido a través de una estreptavidina;
y/o el segundo reactivo de union es soluble. En algunos casos, el dominio extracelular del CAR o porcién del mismo
del primer y segundo reactivo de unién es el mismo.

En algunos de estos casos, el marcador detectable es o contiene un marcador fluorescente, un marcador
quimioluminiscente, un marcador electroluminiscente, un marcador colorimétrico, un marcador bioluminiscente o un
radiomarcador; y/o la sefial detectable es o contiene una sefial fluorescente, sefial quimioluminiscente, sefial
electroluminiscente, sefial colorimétrica, una sefial bioluminiscente o una sefial radiactiva. En algunos de estos casos,
el marcador detectable es o contiene un SULFO-TAG.
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En algunos de estos casos, el fragmento de unién a antigeno del anticuerpo diana contiene la regién de cadena pesada
variable y/o la regién de cadena ligera variable del anticuerpo diana. En algunos de estos casos, el fragmento de unién
a antigeno del anticuerpo diana es un fragmento de cadena Unica. En algunos casos, el fragmento de unién a antigeno
del anticuerpo diana es un scFv.

En algunos de estos casos, la muestra comprende sangre entera, suero o plasma.

Se proporciona en el presente documento un articulo de fabricacién que contiene cualquiera de los anticuerpos
antiidiotipo o fragmento de unidén a antigeno del mismo como se describe en el presente documento o cualquiera de
los conjugados descritos en el presente documento e instrucciones para usar el anticuerpo antiidiotipo para detectar
un anticuerpo FMC63 o fragmento de unién a antigeno del mismo o un receptor de antigeno quimérico que contiene
el anticuerpo FMCB63 o fragmento de unién a antigeno del mismo; para seleccionar o enriquecer, de una poblacién de
células, células disefiadas que expresan un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende el anticuerpo
FMCB63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo; para estimular una composicién de entrada que comprende
células que expresan un receptor de antigeno quimérico que contiene el anticuerpo FMC83 o fragmento de unién a
antigeno del mismo.

En el presente documento se divulga un articulo de fabricacién que contiene un reactivo de unién que incluye el
dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR) que contiene un anticuerpo diana que es el
anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, conteniendo dicho dominio extracelular o porcién
del mismo el anticuerpo diana o fragmento de unidén a antigeno del mismo; y un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de
unién a antigeno descrito en el presente documento o cualquiera de los conjugados descritos en el presente
documento. En algunos casos, el reactivo de unién es un primer reactivo de unién y el articulo fabricado incluye
ademas un segundo reactivo de unién que contiene el dominio extracelular o una porcién del mismo del CAR.

En algunos de estos casos, el dominio extracelular del CAR o porcién del mismo del primer y segundo reactivo de
unién es el mismo.

En algunos de estos casos, el articulo de fabricacién incluye ademas instrucciones para usar el reactivo de unién,
opcionalmente el primer y segundo reactivo de unién, para analizar una muestra para determinar la presencia o
ausencia de una molécula que se une al reactivo de unién mediante un inmunoensayo, opcionalmente, en donde el
inmunoensayo es un inmunoensayo de tipo puente o sandwich, opcionalmente, en donde la muestra proviene de un
sujeto al que se le ha administrado una terapia celular que incluye células disefiadas con un CAR que contiene un
anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos casos, el reactivo de unién, opcionalmente el primer y/o segundo reactivo de unién, estd marcado de forma
detectable o es capaz de producir una sefial detectable. En algunos casos, uno del primer y segundo reactivo de unién
esta unido a un soporte sélido o es capaz de unirse a un soporte sélido y el otro del primer y segundo reactivo de
unién es un marcador detectable o es capaz de producir una sefial detectable. En algunos casos, el articulo de
fabricacion incluye ademés un soporte sélido, opcionalmente, en donde el primer y el segundo reactivo de unién estén
unidos, directa o indirectamente, a biotina, y el soporte sélido comprende una superficie recubierta de estreptavidina.

Breve descripcién de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados de la citometria de flujo para evaluar la actividad funcional de un anticuerpo
antiidiotipo especifico de scFv derivado de SJ25C1 clon A-1 (anti-ID A-1) para estimular la fosforilacién de Erk1/2
en células Jurkat disefiadas con un CAR derivado de SJ25C1. La activaciéon con un anticuerpo anti-CD3 se incluyd
como control positivo. Se incluyeron células no estimuladas o estimuladas con control de isotipo como controles
negativos.

La figura 2A-B muestra los resultados de un ensayo para la proliferacién de linfocitos T que expresan un CAR que
contiene un dominio de unién derivado de SJ25C1 (FIG. 2A) o un dominio de unién derivado de FMC83 (FIG. 2B),
segln se evalud mediante dilucién de colorante utilizando citometria de flujo después de la estimulacién con un
anticuerpo anti-CD3 (OKT3), un anticuerpo anti-idiotipo anti-ID A-1 o anti-ID B-1. Las células sin estimular se
incluyeron como control negativo.

La figura 2C muestra los resultados de un ensayo para la proliferacién de linfocitos T transducidas simuladas y
transducidas con CAR (marcadas con colorante), después del cultivo en presencia de un anticuerpo antiidiotipo
unido a la placa que estimula el dominio de unién del CAR, evaluado mediante dilucién de colorante mediante
citometria de flujo.

La figura 3 muestra resultados para una evaluacién de la expresion de dos marcadores de activacion de linfocitos
T, CD69 y CD25, en linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan un CAR con regiones variables derivadas de SJ25C1
segun evaluacién por citometria de flujo después de la estimulacién con anticuerpo anti-CD3 unido a placa (OKT3),
anti-ID A-1 o anti-ID B-1.

La figura 4 muestra resultados para una evaluacién de la expresion de dos marcadores de activacion de linfocitos
T, CD69 y CD25, en linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan un CAR con un dominio de unién que tiene regiones
variables derivadas de FMC63, segln se evalué mediante citometria de flujo después de la estimulaciéon con
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anticuerpo anti-CD3 unido a placa (OKT3), anti-ID A-1 o anti-ID B-1, o un anticuerpo antiidiotipo no objetivo de
control negativo. Las células sin estimular se incluyeron como control negativo.

La figura 5 muestra los resultados de un ELISA puente para detectar anticuerpos anti-CAR utilizando anticuerpos
anti-ID B-1 y anti-ID B-2 que reconocen el dominio de unién de CAR, en un intervalo de concentraciones, como
controles positivos.

La figura 6 y figura 7 muestran la expansidén del nimero acumulado y de expansién linfocitos T EGFRt+/CD4+ o
linfocitos T EGFRt+/CD8+, respectivamente, estimulados con la proporcién indicada de perlas recubiertas con
anticuerpo antiidiotipo (anti-ID B-1) o perlas recubiertas con anticuerpo control CD3/CD28 en presencia o ausencia
de citocinas.

La figura 8 muestra niveles de expresién de PD-1 de linfocitos T CD4+ para la tincién con el anticuerpo anti-EGFR
y, por lo tanto, positivas para el marcador de transduccién EGFRY, después de la estimulacién con la proporcién
indicada de perlas recubiertas con anticuerpo antiidiotipo (anti-ID B-1) o perlas recubiertas con anticuerpo control
CD3/CD28 en presencia o ausencia de citocinas, segln se evalué mediante citometria de flujo los dias 3, 7, 10 y
14 de cultivo.

La figura 9 muestra la viabilidad de linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan un CAR derivado de FMC63, segln
se evalu6 mediante citometria de flujo después de la estimulacidén con la proporcién indicada de perlas recubiertas
con anticuerpo antiidiotipo (anti-ID B-1) o perlas recubiertas con anticuerpo de control CD3/CD28 en presencia o
ausencia de citocinas, segun se evalud mediante citometria de flujo los dias 3, 7, 10 y 14 de cultivo.

La figura 10A muestra tincién de citocinas intracelulares para IL-2, TNFa e IFNy de linfocitos T que expresan un
CAR derivado de FMC63 después de la estimulacién con perlas recubiertas de anticuerpo antiidiotipo especifico
scFv derivado de FMC63 (anti-ID B-1). Se muestran los resultados para linfocitos T CD8+ o negativos para el
marcador de transduccién sustituto EGFRt (EGFR+ o EGFRt-).

La figura 10B muestra tincién de citocinas intracelulares para IL-2, TNFa e IFNy de linfocitos T que expresan un
CAR derivado de FMCB83 después de la estimulacién con células K562-CD19 que expresan antigeno. Se muestran
los resultados de linfocitos T CD8+ para el anticuerpo anti-EGFR como sustituto de la expresién de CAR.

La figura 11 muestra el niUmero de duplicaciones de poblacién en un ensayo de estimulacién en serie durante un
periodo de cultivo de 14 dias de linfocitos T que expresan un CAR derivado de scFv derivado de FMCB63 después
de la estimulacién con la proporcién indicada de perlas recubiertas con anticuerpo antiidiotipo (anti-ID B-1) o perlas
recubiertas con anticuerpo de control anti-CD3/anti-CD28 en presencia o ausencia de citocinas. Se muestran los
resultados para linfocitos T CD4+ para el marcador de transduccién sustituto EGFRt (EGFRt+/CD4+) o linfocitos T
CD8+ para EGFRt (EGFRt+/CD8+).

La figura 12A-12C muestran resultados después de la estimulacién de linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan un
CAR derivado de FMC63, cultivado solo o como co-cultivo, con perlas recubiertas de anticuerpos antiidiotipo
especificos de scFv derivados de FMC83 (anti-ID B-1). Se muestran los resultados de dos donantes diferentes. La
figura 12A representa la expansién de las linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+ en los cultivos que fueron positivos
para el marcador de transduccion sustituto EGFRt (EGFRt+/CD4+ o EGFRt+/CD8+). La figura 12B muestra la
frecuencia de linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+ en los cultivos que fueron positivos para EGFRt (EGFRt+/CD4+
o EGFRt+/CD8+). La figura 12C muestra la viabilidad de linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+ en los cultivos.

La figura 13A y 13B muestran los resultados de citometria de flujo para marcadores de superficie celular de
linfocitos T los dias 5, 7 y 9 de cultivo después de la estimulacion de linfocitos T CD4+ o CD8+ que expresan un
CAR derivado de FMC63, cultivado solo o como co-cultivo, con perlas recubiertas de anticuerpos antiidiotipo
especificos de scFv derivados de FMC63 (anti-ID B-1). La figura 13A muestra la expresién superficial de PD-1 en
linfocitos T CD4+ o linfocitos T CD8+ en los cultivos que fueron positivos para el marcador de transduccién sustituto
EGFRt (EGFRt+/CD4+ o EGFRt+/CD8+). La figura 13B muestra la expresién superficial de CD25 en linfocitos T
CD4+ o linfocitos T CD8+ en los cultivos que fueron positivos para el anticuerpo anti-EGFR como sustituto de la
expresiéon de CAR (EGFRt+/CD4+ o EGFRt+/CD8+).

La figura 14A muestra niveles intracelulares de citocinas de TNFa, IFNy e IL-2 evaluados mediante citometria de
flujo de linfocitos T CD4+ o CD8+ presentes en una composicién descongelada que contiene linfocitos T que
expresan un CAR derivado de FMCE3 que se habia expandido en cultivo con células K562 que expresaban CD19
o con PMA/ionomicina. Se muestran los niveles de citocinas en las linfocitos T CD4+ y CD8+, solo o como co-
cultivo, al descongelarse (d=0) o después de un cultivo adicional durante 9 dias méas en presencia de perlas
conjugadas con anti-ID B-1.

La figura 14B muestra la frecuencia de células positivas para CD25 o Ki67 segln se evalubé mediante citometria
de flujo de linfocitos T CD4+ o CD8+ presentes en una composicién descongelada que contiene linfocitos T que
expresan un CAR derivado de FMCE3 que se habia expandido en cultivo con células K562 que expresaban CD19
o con PMA/ionomicina. Se muestran los niveles de los marcadores en linfocitos T CD4+ y CD8+, solo 0 como co-
cultivo, al descongelarse (d=0) o después de un cultivo adicional durante 9 dias méas en presencia de perlas
conjugadas con anti-ID B-1.

La figura 15A y 15B muestra un gréfico que representa los resultados de la tincién de células con anticuerpos anti-
EGFR o anticuerpos anti-idiotipo especificos de scFv derivados de FMC83 (anti-ID B-1 y anti-ID B-2). La figura
15A muestra un grafico que representa la intensidad fluorescente media de las células que se tifieron con diferentes
concentraciones de anticuerpos. Las células incluian una mezcla de PBMC y células que expresaban CAR. La
figura 15B muestra un grafico que representa el porcentaje de células que expresan CAR en el anticuerpo
antiidiotipo especifico scFv derivado de FMC63 (anti-ID B-1) detectado en células que se tifieron con diferentes
concentraciones de anticuerpos. Las células incluian una mezcla de PBMC y células que expresaban CAR y PBMC
solamente.
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Descripcion detallada

Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para usar en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia (o para diagnéstico).

En el presente documento se divulgan agentes tales como anticuerpos antiidiotipo y fragmentos de unién a antigeno
(tales como fragmentos de cadena Unica, incluidos scFv) que reconocen especificamente fracciones de anticuerpos
anti-CD19 (tales como fracciones de anticuerpos anti-CD19 presentes en receptores recombinantes, incluidos
receptores de antigenos quiméricos). También se desvelan usos y métodos de uso de los mismos y composiciones y
articulos de fabricaciéon que incluyen dichos agentes, incluyendo para identificar especificamente, seleccionar y/o
estimular y/o activar células que expresan o incluyan los anticuerpos o fragmentos diana, tales como linfocitos T CAR
anti-CD19. En algunos casos, los anticuerpos desvelados se pueden utilizar para la identificacién y/o seleccién
especifica de varios CAR anti-CD19, tales como CAR unidos o expresados en una superficie celular y también se
pueden utilizar para activar especificamente células que expresan CAR diana, tales como los linfocitos T CAR. En
algunos casos, se desvelan anticuerpos que son especificos del anticuerpo anti-CD19 denominado SJ25C1 o FMCE3,
o un fragmento de anticuerpo derivado del mismo, incluyendo anticuerpos y CAR que contienen regiones variables
derivadas de dichos anticuerpos, y/o un anticuerpo que contiene un idiotipo contenido en el mismo.

En algunos aspectos, los anticuerpos antiidiotipo desvelados ofrecen ventajas en comparacién con los reactivos
convencionales para detectar, identificar, manipular y/o afectar y/o disefiar células que expresan un CAR y en particular
un CAR que contiene un dominio extracelular scFv de anticuerpo anti-CD19 o uno que contiene el idiotipo reconocido.
En ciertos métodos disponibles, la deteccién de la presencia o ausencia o cantidad de CAR o de células que expresan
CAR (y/o la estimulacién o manipulacién del CAR), en una muestra, se lleva a cabo evaluando la presencia o ausencia
o cantidad de una molécula sustituta, tal como uno incluido en el constructo que codifica el CAR y que, por tanto, sirve
como marcador indirecto o sustituto para su expresién. En ciertos métodos disponibles, la deteccién se lleva a cabo
utilizando un reactivo de anticuerpo genérico y/o un reactivo que no es especifico para el CAR particular evaluado, por
ejemplo, en comparacién con otros CAR que pueden tener dominios similares o idénticos ademas de la regién de
unién al antigeno; por ejemplo, dichos anticuerpos pueden incluir anticuerpos anti-especie que reconocen
espaciadores u otros dominios de la especie de la que se derivd un dominio CAR, y/o anticuerpos que reconocen
componentes particulares utilizados en regiones espaciadoras del objetivo y también otros receptores quiméricos. En
ciertos métodos disponibles disefiados para detectar la presencia o ausencia de CAR, la deteccién se lleva a cabo
utilizando un agente que reconoce una regién constante CAR. En ciertos métodos disponibles, las células CAR se
estimulan mediante el uso de reactivos generales, tales como agentes que reconocen anti-CD3/CD28. Ciertos
métodos utilizan un ligando recombinante del CAR (por ejemplo, CD19-Fc). Estos métodos en ciertos contextos
pueden no ser totalmente satisfactorios y/o presentar ciertas limitaciones. En algunos casos, ligandos de CAR, tal
como el documento CD19, puede que no siempre sea del todo eficaz, por ejemplo, para su uso en paneles de
citometria de flujo complejos. Se necesitan métodos y agentes mejorados, incluidos aquellos que proporcionan una
mejor sensibilidad y/o selectividad. En el presente documento se divulgan casos que satisfacen tales necesidades.

Los anticuerpos antiidiotipo divulgados y fragmentos de unién al antigeno descritos superan en algunos casos los
desafios de la baja afinidad de unién asociada con los ligandos de anticuerpos diana y la unién no especifica asociada
con los reactivos de anticuerpos dirigidos a las regiones constantes de anticuerpos diana, proporcionando un reactivo
con alta afinidad y especificidad para su anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos
casos, los anticuerpos divulgados presentan una mayor especificidad y afinidad de unidn por sus anticuerpos diana o
fragmentos de unién al antigeno, tal como el anticuerpo anti-CD19 denominado SJ25C1 o FMCE3, en comparacién
con CD19-Fc y otros reactivos actualmente disponibles para detectar o identificar el CAR.

Adicionalmente, en determinados casos, anticuerpos antiidiotipo y fragmentos de unién a antigeno que pueden
seleccionarse como agonistas o antagonistas de receptores quiméricos que comprenden sus anticuerpos diana o
fragmentos de unién a antigeno, que permiten la deteccidn selectiva, aislamiento, ablacién y/o deplecién (por ejemplo,
eliminacién mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos, CCDA), y/o estimulacién o activacién de células
con dichos receptores quiméricos unidos o expresados en su superficie. En el presente documento se divulgan
agonistas de anticuerpos antiidiotipo que exhiben actividad para estimular, tal como activar, un CAR que contiene un
dominio de unién extracelular derivado del anticuerpo anti-CD19 denominado SJ25C1 o FMC&3. En algunos aspectos,
dichos anticuerpos se pueden utilizar en métodos de estimulaciéon y expansidén de células especificas que expresan
CAR, incluso en procesos para generar y preparar las células que expresan CAR.

En el presente documento también se divulgan acidos nucleicos que codifican los anticuerpos antiidiotipo divulgados
y fragmentos y células, tales como células recombinantes, que expresan y para la produccién de estos anticuerpos
antiidiotipo y fragmentos. También se divulgan métodos para elaborar y utilizar los anticuerpos antiidiotipo y
fragmentos, asi como células que expresan o contienen los anticuerpos antiidiotipo y fragmentos.

Los titulos de seccidn utilizados en el presente documento tienen Unicamente fines organizativos y no han de
interpretarse como una limitacién de la materia objeto descrita.
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I. ANTICUERPOS ANTI-IDIOTIPO

Se divulgan en algunos aspectos moléculas de unidn, tales como anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unidén a
antigeno ("anti-ID") que reconocen especificamente una fracciéon de anticuerpo anti-CD19 diana. En algunos casos,
los anticuerpos divulgados reconocen un anticuerpo anti-CD 19 diana que es SJ25C1 o un fragmento de unién a
antigeno del mismo o es un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno derivado de SJ25C1. En algunos casos, los
anticuerpos divulgados reconocen un anticuerpo anti-CD19 diana que es FMC63 o un fragmento de unién a antigeno
del mismo es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno derivado de FMC&3.

SJ25C1 es un anticuerpo de IgG1 monoclonal de ratén generado contra células Nalm-1y -16 que expresan CD19 de
origen humano (Ling, N. R., et al. (1987). Leucocyte typing lil. 302). El anticuerpo SJ25C1 comprende las secuencias
de CDRH1, H2 y H3 expuestas en las SEQ ID NO: 114-116, respectivamente, y secuencias CDRL1, L2 y L3
establecidas en las SEQ ID NO: 117-119, respectivamente. El anticuerpo SJ25C1 comprende la regién variable de
cadena pesada (Vu) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 23 y la regidn variable de cadena
ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 24.

En algunos casos, el anticuerpo diana es SJ25C1 o un anticuerpo derivado de SJ25C1. En algunos casos, el
anticuerpo derivado de SJ25C1 es un anticuerpo o fragmento de unidén a antigeno que comprende la Vy y/o V| de
SJ25C1, el idiotipo de SJ25C1, el paratopo de SJ25C1, o una o mas regiones determinantes de la complementariedad
(CDR) de SJ25C1. En algunos casos, el anticuerpo diana que es SJ25C1 o un anticuerpo derivado de SJ25C1 es un
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprende Vi de SJ25C1 establecido en la SEQ ID NO: 23, o
una variante del mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 23 y/o la V| de
SJ25C1 establecida en la SEQ ID NO: 24, o una variante del mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana que es SJ25C1 o un anticuerpo derivado de
SJ25C1 es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que comprende V. de SJ25C1 establecido en la SEQ
ID NO: 23, o una variante del mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 23 y
la VL de SJ25C1 establecida en la SEQ ID NO: 24, o una variante del mismo que tiene al menos un 90 % de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende la
Vhy VL de SJ25C1 establecida en la SEQ ID NO: 23 y SEQ ID NO: 24, respectivamente. En algunos casos, la variante
tiene al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 23 y/o la SEQ ID NO: 24.

En algunos casos, el anticuerpo diana que es SJ25C1 o un anticuerpo derivado de SJ25C1 es un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno que comprende una o méas CDR de cadena pesada (CDR-H) de SJ25C1 Vy establecida
en la SEQ ID NO: 23, tal como se establece en las SEQ ID NOS: 114-116 y/o una o méas CDR de cadena ligera (CDR-
L) de SJ25C1 V_ establecida en la SEQ ID NO: 24, tal como se establece en las SEQ ID NOS: 117-119. En algunos
casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende CDR-H3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en la
SEQ ID NO: 116) y/o CDR-L3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en la SEQ ID NO: 119). En algunos casos, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende CDR-H3 y CDR-L3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en
las SEQ ID NO: 116 y 119, respectivamente). En algunos casos, el anticuerpo diana que es SJ25C1 o un anticuerpo
derivado de SJ25C1 es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que comprende una o mas de CDR-H1, CDR-
H2 y CDR-H3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en las SEQ ID NO: 114, 115, 116, respectivamente) y/o una 0 més
de CDR-L 1, CDR-L2 y CDR-L3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en las SEQ ID NO: 117, 118, 119,
respectivamente). En algunos casos, el anticuerpo diana que es SJ25C1 o un anticuerpo derivado de SJ25C1 es un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de SJ25C1 (por ejemplo,
establecida en las SEQ ID NO: 114, 115, 116, respectivamente) y/o CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de SJ25C1 (por
ejemplo, establecida en las SEQ ID NO: 117, 118, 119, respectivamente). En algunos casos, el anticuerpo diana que
es SJ25C1 o un anticuerpo derivado de SJ25C1 es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que comprende
CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en las SEQ ID NO: 114, 115, 116, respectivamente)
y CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de SJ25C1 (por ejemplo, establecida en las SEQ ID NO: 117, 118, 119,
respectivamente). En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende un fragmento de unién
a antigeno, tal como un fragmento de unién a antigeno (Fab), un F(ab')2, un Fab', una variable de fragmento (Fv) o un
Fv de cadena Unica (scFv). Véase por ejemplo Bejcek, B. E., et al. (1995). Cancer research. 55(11): 2346-2351.

FMCB63 es un anticuerpo monoclonal IgG1 de ratén generado contra células JVM3 que expresan CD19 de origen
humano (Nicholson et al. (1997). Molecular Immunology. 34(16-17):1157-1165). El anticuerpo FMC683 comprende las
secuencias de CDRH1, H2 y H3 expuestas en las SEQ ID NO: 120-122, respectivamente, y CDRL1, L2 y L3
establecidas en las SEQ ID NO: 123-125, respectivamente. El anticuerpo FMC63 comprende la regién variable de
cadena pesada (Vu) que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 30y la regién variable de cadena
ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, el anticuerpo diana es FMC63 o un anticuerpo derivado de FMCB83. En algunos casos, el anticuerpo
derivado de FMC63, es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que comprende Vy y/o V| de FMC83, el idiotipo
de FMCB83, el paratopo de FMC63, 0 una 0 mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de FMC&3.
En algunos casos, el anticuerpo diana que es FMC83 o un anticuerpo derivado de FMCB63 es un anticuerpo o un
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fragmento de unién a antigeno que comprende Vy de FMCB3 establecido en la SEQ ID NO: 30, o una variante del
mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 30 y la V| de FMC63 establecida en
la SEQ ID NO: 31, o una variante del mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 31. En algunos casos, el anticuerpo diana que es FMC63 o un anticuerpo derivado de FMC63 es un anticuerpo o
un fragmento de unidén a antigeno comprende V. de FMCB3 establecido en la SEQ ID NO: 30, o una variante del
mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 30 y la V| de FMC63 establecida en
la SEQ ID NO: 31, o una variante del mismo que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la SEQ ID
NO: 31. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende la Vy y Vi de FMC63 establecida
en la SEQ ID NO: 30y SEQ ID NO: 31, respectivamente. En algunos casos, la variante tiene al menos un 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 30 y/o la SEQ ID NO:
31.

En algunos casos, el anticuerpo diana que es FMC83 o un anticuerpo derivado de FMCB63 es un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno comprende una o més CDR de cadena pesada (CDR-H) de FMC63 V establecida en
la SEQ ID NO: 30, tal como se establece en las SEQ ID NOS: 120-122 y/o una 0 més CDR de cadena ligera (CDR-L)
de FMC63 V| establecida en la SEQ ID NO: 31, tal como se establece en las SEQ ID NOS: 123-125. En algunos
casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende CDR-H3 de FMC63 (por ejemplo, establecida en la
SEQ ID NO: 122) y/o CDR-L3 de FMCB83 (por ejemplo, establecida en la SEQ ID NO: 125). En algunos casos, el
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno comprende CDR-H3 (por ejemplo, establecida en la SEQ ID NO: 122) y
CDR-L3 de FMC63 (por ejemplo, establecida en la SEQ ID NO: 125). En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno comprende una o mas de CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de FMCB&3 (establecida en las SEQ ID NO:
120, 121, 122, respectivamente) y/o una o mas de CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de FMC63 (establecida en las SEQ ID
NO: 123, 124, 125, respectivamente). En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de FMCG63 (establecida en las SEQ ID NO: 120, 121, 122, respectivamente)
y/o CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de FMCG63 (establecida en las SEQ ID NO: 123, 124, 125, respectivamente). En
algunos casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo comprende CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 de
FMCB3 (establecida en las SEQ ID NO: 120, 121, 122, respectivamente) y CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 de FMC63
(establecida en las SEQ ID NO: 123, 124, 125, respectivamente). En algunos casos, el anticuerpo o fragmento de
unién a antigeno comprende un fragmento de unién a antigeno, tal como un fragmento de unién a antigeno (Fab), un
F(ab')2, un Fab', una variable de fragmento (Fv) o un Fv de cadena Unica (scFv).

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo divulgados incluyen anticuerpos que se unen especificamente a un
dominio variable (Fv), tal como un Fv de cadena Unica (scFv), derivado de SJ25C1 o FMCB3. En algunos casos, los
anticuerpos antiidiotipo se unen especificamente a un epitopo o region particular de un Fv, generalmente un epitopo
0 regidn que comprende una o mas regiones determinantes de la complementariedad. En algunos casos, los
anticuerpos antiidiotipo se unen especificamente a un epitopo o regién superpuesta a un paratopo Fv.

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo divulgados incluyen aquellos que se unen especificamente a una
fracciéon anti-CD 19 derivada de SJ25C1 o FMC63 que esta contenida como parte del dominio extracelular de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) diana. En algunos casos, el CAR diana contiene una porcién de unién al
antigeno que contiene la molécula de anticuerpo SJ25C1 o FMCB83 o un fragmento o porciéon de unién al antigeno del
anticuerpo SJ25C1 o FMCB63. En algunos casos, el CAR diana incluye un dominio de unién al antigeno que es un scFv
derivado de las cadenas VH y VL del anticuerpo SJ25C1 o FMC683. En algunos casos, se divulga un anticuerpo
antiidiotipo que se une especificamente a un CAR anti-CD 19 que contiene un scFv derivado del anticuerpo SJ25C1
o FMCB63. A continuacién se describen con més detalle caracteristicas ilustrativos de los CAR.

En el presente documento, el término "anticuerpo" se usa en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos policlonales
y monoclonales, incluyendo anticuerpos intactos y fragmentos de anticuerpos funcionales (de unién a antigeno),
incluyendo fragmentos de unién a antigeno (Fab), fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv, fragmentos de
IgG recombinante (rlgG), fragmentos de anticuerpos monocatenarios, incluyendo fragmentos variables
monocatenarios (scFv) y anticuerpos de dominio Unico (por ejemplo, sdAb, sdFv, nanocuerpo). El término abarca
formas de inmunoglobulinas modificadas por ingenieria genética y/o de otro modo, tales como intracuerpos,
pepticuerpos, anticuerpos quiméricos, anticuerpos totalmente humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos
heteroconjugados, multiespecificos, por ejemplo, biespecificos, anticuerpos, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos,
di-scFv en tandem, tri-scFv en tindem. A menos que se indique otra cosa, debe entenderse que el término "anticuerpo"
abarca fragmentos de anticuerpos funcionales del mismo. El término también abarca anticuerpos inalterados o de
longitud completa, incluyendo anticuerpos de cualquier clase o subclase, incluyendo IgG y sus subclases, IgM, IgE,
IgA e IgD.

La expresién "anticuerpo antiidiotipo" se refiere a un anticuerpo, incluyendo fragmentos de unién a antigeno del mismo,
que reconoce especificamente, estad dirigido especificamente a y/o se une especificamente a un idiotipo de un
anticuerpo, tal como un fragmento de unién a antigeno. Los Idiotipos de un anticuerpo pueden incluir, pero no se
limitan necesariamente a, residuos dentro de una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del
anticuerpo, regiones variables del anticuerpo y/o porciones parciales o porciones de dichas regiones variables y/o de
dichas CDR, y/o cualquier combinacién de los anteriores. La CDR puede ser una o més seleccionadas del grupo que
consiste en CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3, CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3. Las regiones variables del anticuerpo pueden
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ser regiones variables de cadena pesada, regiones variables de cadena ligera o una combinacién de las regiones
variables de cadena pesada y las regiones variables de cadena ligera. Los fragmentos parciales o porciones de las
regiones variables de cadena pesada y/o las regiones variables de cadena ligera del anticuerpo pueden ser fragmentos
que incluyen 2 o0 mas, 5 o0 mas o 10 o mas aminoécidos contiguos, por ejemplo, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 100, de aproximadamente 5 a aproximadamente 100, de aproximadamente 10 a aproximadamente
100, de aproximadamente 2 a aproximadamente 50, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50, o de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 aminoacidos contiguos dentro de las regiones variables de cadena
pesada o regiones variables de cadena ligera del anticuerpo; el idiotipo puede incluir multiples tramos no contiguos de
aminodacidos. Los fragmentos parciales de las regiones variables de la cadena pesada y de las regiones variables de
la cadena ligera del anticuerpo pueden ser fragmentos que incluyen 2 o méas, 5 o0 mas o 10 o mas aminoécidos
contiguos, por ejemplo, de aproximadamente 2 a aproximadamente 100, de aproximadamente 5 a aproximadamente
100, de aproximadamente 10 a aproximadamente 100, de aproximadamente 2 a aproximadamente 50, de
aproximadamente 5 a aproximadamente 50 o de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 aminoéacidos contiguos
dentro de las regiones variables y en algunos casos contienen una o mas CDR o fragmentos de CDR. Los fragmentos
de CDR pueden ser 2 0 més consecutivos o no consecutivos 0 5 0 mas aminoacidos dentro de la CDR. Por lo tanto,
los idiotipos del anticuerpo pueden ser de aproximadamente 2 a aproximadamente 100, de aproximadamente 5 a
aproximadamente 100, de aproximadamente 10 a aproximadamente 100, de aproximadamente 2 a aproximadamente
50, de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 o de aproximadamente 10 a aproximadamente 50 aminoacidos
contiguos que contienen una o mas CDR o uno o mas fragmentos de CDR dentro de las regiones variables de cadena
pesada o las regiones variables de cadena ligera del anticuerpo. En otro caso, los idiotipos pueden ser un solo
aminoécido que se encuentra en las regiones variables del anticuerpo, por ejemplo, sitios de CDR.

En algunos casos, el idiotipo es cualquier determinante antigénico o epitopo Unico dentro de la porcién variable de un
anticuerpo. En algunos casos, puede superponerse al sitio de unién al antigeno real del anticuerpo y, en algunos
casos, puede comprender secuencias de regidn variable fuera del sitio de unién al antigeno del anticuerpo. El conjunto
de idiotipos individuales de un anticuerpo se denomina en algunos casos "idiotipo" de dicho anticuerpo.

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

Los limites exactos de la secuencia de aminoé&cidos de una CDR o FR dada se pueden determinar facilmente usando
cualquiera de varios esquemas bien conocidos, incluyendo los descritos por Kabat et al. (1991), "Sequences of
Proteins of Immunological Interest”, 52 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (esquema
de numeracién "Kabat"), Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273,927-948 (esquema de numeracién "Chothia"), MacCallum
et al., J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996), "Antibody-antigen interactions: Contact analysis and binding site topography",
J. Mol. Biol. 262, 732-745". (Esquema de numeracién "Contact"), Lefranc MP et al., "IMGT unique numbering for
immunoglobulin and T cell receptor variable domains and Ig superfamily V-like domains", Dev Comp Immunol, 2003
Jan;27(1): 55-77 (esquema de numeracién "IMGT"), y Honegger A y Pluckthun A, "Yet another numbering scheme for
immunoglobulin variable domains: an automatic modeling and analysis tool", J Mol Biol, junio de 2001;8:309(3): 657-
70, (Esquema de numeracién "Aho").

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

La Tabla 1, a continuacién, enumera los limites de posiciéon de ejemplo de CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1,
CDR-H2, CDR-H3 identificados mediante los esquemas de Kabat, Chothia y esquemas de contacto, respectivamente.
Para CDR-H1, la numeracién de restos se enumera usando los esquemas de numeracién de Kabat y Chothia. Las FR
se ubican entre las CDR, por ejemplo, con FR-L1 ubicado entre CDR-L1 y CDR-L2, y asi sucesivamente. Se observa
que debido a que el esquema de numeracién de Kabat que se muestra coloca inserciones en H35A y H35B, el final
del bucle Chothia CDR-H1 cuando se numera utilizando la convencién de numeracién de Kabat que se muestra varia
entre H32 y H34, dependiendo de la longitud del bucle.
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Tabla 1
CDR Kabat Chothia Contacto
CDR-L1 L24--134 L24--134 L30--L36
CDR-L2 L50--L56 L50--L56 L46--L55
CDR-L3 L89--L97 L89--L97 L89--L96
CDR-H1 (numeracién de Kabat") H31--H35B H26--H32..34 H30--H35B
CDR-H1 (Numeracion de Chothia?) H31--H35 H26--H32 H3 0--H35
CDR-H2 H50--H65 H52--H56 H47--H58
CDR-H3 H95--H102 H95--H102 H93--H101
1 - Kabat et al. (1991), "Sequences of Proteins of Immunological Interest", 52 Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, MD
2 - Al-Lazikani et al., (1997) JMB 273,927-948

Por lo tanto, a menos que se especifique otra cosa, una "CDR" o "regién determinante de complementariedad", o CDR
especificas individuales (por ejemplo, "CDR-H1, CDR-H2), de un anticuerpo dado o regién del mismo, tal como una
regién variable del mismo, debe entenderse que abarca una (o la regiéon determinante de complementariedad
especifica) definida por cualquiera de los esquemas mencionados anteriormente. Por ejemplo, cuando se indica que
una CDR particular (por ejemplo, una CDR-H3) contiene la secuencia de aminoéacidos de una CDR correspondiente
en una secuencia de aminoéacidos de Vy o V| dada, se entiende que dicha CDR tiene una secuencia de la CDR
correspondiente (por ejemplo, CDR-H3) dentro de la regién variable, tal como se define en cualquiera de los esquemas
mencionados anteriormente. En algunos casos, se especifican secuencias de CDR especificas.

De manera analoga, a menos que se especifique otra cosa, una FR o una FR individual especificada (por ejemplo,
FR-H1, FR-H2), de un anticuerpo dado o regién del mismo, tal como una regidn variable del mismo, debe entenderse
que abarca una regién marco conservada (o la especifica) definida por cualquiera de los esquemas conocidos. En
algunos casos, se especifica el esquema de identificacién de una CDR, FR, o varias FR o CDR particulares, tal como
la CDR definida por el método de Kabat, Chothia 0 método de contacto. En otros casos, se proporciona la secuencia
de aminoacidos particular de una CDR o FR.

La expresion "regidn variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicada en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena
ligera (Vu y V|, respectivamente) de un anticuerpo nativo tienen generalmente estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones marco conservadas (FR) conservadas y tres CDR. (Véase, por ejemplo, Kindt et al.
Kuby Immunology, 6.2 ed., W. H. Freeman y Co., pagina 91 (2007). Un solo dominio Vi 0 V| puede ser suficiente para
conferir especificidad de unién a antigeno. Adicionalmente, los anticuerpos que se unen a un antigeno en particular
se pueden aislar usando un dominio Vy o V| de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar una biblioteca de
dominios V| 0 Vy complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et a/., J. Immunol. 150: 880-887
(1993); Clarkson et al., Nature 352: 624-628 (1991).

Entre los anticuerpos desvelados se encuentran fragmentos de anticuerpos. Un "fragmento de anticuerpo" se refiere
a una molécula distinta de un anticuerpo inalterado que comprende una porcién de un anticuerpo inalterado que se
une al antigeno al que se une el anticuerpo inalterado. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, pero sin
limitacién, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')s; diacuerpos; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo monocatenario
(por ejemplo, scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. En casos
particulares, los anticuerpos son fragmentos de anticuerpos monocatenarios que comprenden una regién de cadena
pesada variable y/o una regién de cadena ligera variable, tal como scFvs.

Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpo que comprenden la totalidad o una porcidén del
dominio variable de cadena pesada o la totalidad o una porcién del dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo.
En determinados casos, un anticuerpo de un solo dominio es un anticuerpo humano de un solo dominio.

Los fragmentos de anticuerpo pueden prepararse mediante diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitacion, la
digestién proteolitica de un anticuerpo inalterado, asi como la produccién por células hospedadoras recombinantes.
En algunos casos, los anticuerpos son fragmentos producidos de forma recombinante, tales como fragmentos que
comprenden disposiciones que no se dan de manera natural, tales como aquellos con dos 0 mas regiones de
anticuerpos o cadenas unidas por enlazadores sintéticos, por ejemplo, enlazadores peptidicos y/o que pueden no
producirse por digestion enzimatica de un anticuerpo inalterado de origen natural. En algunos aspectos, los fragmentos
de anticuerpos son scFv.

Un anticuerpo "humanizado" es un anticuerpo en el que todos o sustancialmente todos los restos de aminoacidos de
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CDR provienen de CDR no humanas y todos o sustancialmente todos los restos de aminoé&cidos de las regiones marco
(FR) provienen de FR humanas. En algunos casos, las formas humanizadas de un anticuerpo no humano, por ejemplo,
un anticuerpo murino, son anticuerpos quiméricos que contienen secuencias minimas derivadas de inmunoglobulina
no humana. En determinados casos, los anticuerpos humanizados son anticuerpos de especies no humanas que
tienen una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) de la especie no humana y una regién
marco (FR) de una molécula de inmunoglobulina humana. En algunos casos, un anticuerpo humanizado puede incluir
opcionalmente al menos una porcién de una regidén constante de anticuerpo que proviene de un anticuerpo humano.
Una "forma humanizada" de un anticuerpo no humano, se refiere a una variante del anticuerpo no humano que se ha
humanizado, normalmente para reducir la inmunogenicidad en seres humanos, a la vez que se conserva la
especificidad y la afinidad del anticuerpo no humano progenitor. En algunos casos, se sustituyen algunos restos de
FR en un anticuerpo humanizado por restos correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo
del que proceden los restos de la CDR), por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del
anticuerpo. (Véase, por ejemplo, Queen, patente de Estados Unidos N.° 5.585.089 y Winter, patente de Estados
Unidos n.° 5.225.539.) Dichos anticuerpos monoclonales quiméricos y humanizados pueden producirse mediante
técnicas de ADN recombinante conocidas en la técnica.

En determinados casos, un anticuerpo humanizado es una inmunoglobulina humana (anticuerpo receptor) en la que
los residuos de una regién variable de cadena pesada del receptor son sustituidos por residuos de una regién variable
de cadena pesada de una especie no humana (anticuerpo donante), tal como ratdn, rata, conejo o primate no humano
que tiene la especificidad, afinidad y/o capacidad deseadas. En algunos casos, los restos FR de la inmunoglobulina
humana se reemplazan por los correspondientes restos no humanos. Adicionalmente, los anticuerpos humanizados
pueden comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. En algunos
casos, se alteran las secuencias de acidos nucleicos que codifican las cadenas pesadas variables y cadenas ligeras
variables humanas para reemplazar una o mas secuencias CDR de la secuencia humana (aceptora) por una secuencia
que codifica la CDR respectiva en la secuencia del anticuerpo no humano (secuencia donante). En algunos casos, la
secuencia aceptora humana puede comprender FR derivados de diferentes genes. En casos particulares, un
anticuerpo humanizado contendrd sustancialmente la totalidad de al menos uno, y normalmente dos, dominios
variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden a los de una
inmunoglobulina no humana o todas o sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de
inmunoglobulina humana. En algunos casos, el anticuerpo humanizado también comprenderd opcionalmente, al
menos una porcidn de una regidn constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina
humana. Para mas detalles, véase, por ejemplo, Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992). Véanse también, por ejemplo, Vaswani y
Hamilton, Ann. Allergy, Asthma & Immunol. 1:105-115 (1998); Harris, Biochem. Soc. Transactions 23:1035-1038
(1995); Hurle y Gross, Curr. Op. Biotech. 5:428-433 (1994); y las patentes de los EE.UU. N.° 6.982.321 y 7.087.409.
En algunos casos, en el presente documento se divulgan anticuerpos antiidiotipo humanizados.

En casos particulares, un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo antiidiotipo, estd humanizado. En determinados
casos, el anticuerpo se humaniza mediante cualquier medio adecuado conocido. Por ejemplo, en algunos casos, un
anticuerpo humanizado puede tener uno o mas restos de aminoécido introducidos en este a partir de una fuente que
no es humana. Estos restos de aminoacido no humanos se citan a menudo como restos "importados", que se toman
normalmente de un dominio variable "importado". En casos particulares, la humanizacion se puede realizar
esencialmente siguiendo el método de Winter y colaboradores (Jones et al. (1986) Nature 321:522-525; Riechmann
et al. (1988) Nature 332:323-327; Verhoeyen et al. (1988) Science 239:1534-1536), tal como sustituyendo las
secuencias de la regiébn hipervariable por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano. En
consecuencia, tales anticuerpos "humanizados" son anticuerpos quiméricos (patente de Estados Unidos n.°4.816.567)
en donde sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto se ha sustituido por la secuencia
correspondiente de una especie no humana. En determinados casos, los anticuerpos humanizados son anticuerpos
humanos en los que algunos restos de la regién hipervariable y posiblemente algunos restos de FR se sustituyen por
restos de sitios analogos en anticuerpos de roedor.

Las secuencias que codifican anticuerpos de longitud completa se pueden obtener posteriormente uniendo las
secuencias de cadena pesada variable y cadena ligera variable obtenidas a las regiones de cadena pesada constante
y cadena ligera constante humanas. Las secuencias de cadena ligera constante humana adecuadas incluyen
secuencias de cadena ligera constante kappa y lambda. Las secuencias de cadena pesada constante humana
adecuadas incluyen 1gG1, 1gG2 y secuencias que codifican mutantes de 1gG1 que han adquirido propiedades
inmunoestimulantes. Dichos mutantes pueden tener una capacidad reducida para activar la citotoxicidad celular
dependiente del complemento y/o de anticuerpos y se describen en la Patente de Estados Unidos N.° 5.624.821;
documento WO 99/58572, la patente de Estados Unidos N.°6.737.056. Una cadena pesada constante adecuada
también incluye una IgG 1 que comprende las sustituciones E233P, L234V, L235A, A327G, A330S, P331S y una
delecidn del resto 236. En otro caso, el anticuerpo de longitud completa comprende una secuencia de IgA, 1gD, IgE,
IgM, IgY o IgW.

Las secuencias donantes humanas adecuadas se pueden determinar mediante la comparacién de secuencias de

péptidos codificadas por las secuencias donantes de ratén con un grupo de secuencias humanas, preferentemente a
secuencias codificadas por genes de inmunoglobulina de linea germinal humana o genes de anticuerpos maduros.
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Una secuencia humana con una alta homologia de secuencia, preferentemente con la homologia mas alta
determinada puede servir como secuencia aceptora para el proceso de humanizacién.

Ademas del intercambio de CDR humanas por CDR de ratén, se pueden realizar manipulaciones adicionales en la
secuencia del donante humano para obtener una secuencia que codifique un anticuerpo humanizado con propiedades
optimizadas (como la afinidad del antigeno).

Ademas, las secuencias de dominio variable de anticuerpo aceptor humano alteradas también pueden ser procesadas
para codificar uno 0 mas aminoacidos (segun el sistema de numeracién de Kabat) de la posicién 4, 35, 38, 43, 44, 46,
58, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 73, 85, 98 de la regidn variable ligera y 2, 4, 36, 39, 43, 45, 69, 70, 74, 75, 76, 78, 92 de
la regién variable pesada correspondiente a la secuencia donante no humana (Carter y Presta, patente de Estados
Unidos N.° 6.407.213)

En casos particulares, habitualmente, es deseable que los anticuerpos se humanicen con la retencién de una afinidad
elevada para el antigeno y otras propiedades biolégicas favorables. Para conseguir este objetivo, en algunos casos,
los anticuerpos humanizados se preparan mediante un procedimiento de andlisis de las secuencias parentales y
diversos productos humanizados conceptuales utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y
humanizadas. Los modelos tridimensionales de inmunoglobulina estdn cominmente disponibles y son conocidos por
los expertos en la materia. Se dispone de programas informaticos que ilustran y exponen posibles estructuras
conformacionales tridimensionales de secuencias seleccionadas de la inmunoglobulina candidata. La inspeccién de
estas presentaciones permite el andlisis del papel probable de los restos en el funcionamiento de la secuencia de
inmunoglobulina candidata, es decir, el anélisis de los restos que influyen en la capacidad de la inmunoglobulina
candidata para unirse a su antigeno. De este modo, los restos de FR pueden seleccionarse y combinarse a partir de
las secuencias receptoras e importadas de tal forma que se logra la caracteristica deseada del anticuerpo, de tal
manera que se consigue una afinidad aumentada por el antigeno (o antigenos) diana. En general, los restos de la
regioén hipervariable estan directamente y muy sustancialmente implicados en la influencia de la unién a antigeno.

En casos particulares, la elecciéon de los dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, para utilizar en la
fabricacién de los anticuerpos humanizados puede ser muy importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con
el método denominado de "mejor ajuste”, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba frente
a la biblioteca completa de secuencias conocidas de dominio variable humano. La secuencia humana que es la mas
cercana a la del roedor se acepta a continuacién como la regién marco conservada humana para el anticuerpo
humanizado. Véase, por ejemplo, Sims et a/. (1993) J. Immunol. 151:2296; Chothia et al. (1987) J. Mol. Biol. 196:901.
Otro método utiliza un armazdn particular obtenido de la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de
un subgrupo particular de cadenas ligera o pesada. Se puede usar la misma estructura para diferentes anticuerpos
humanizados. Véase, por ejemplo, Carter et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285; Presta et al. (1993) J.
Immunol., 151:2623.

Entre los anticuerpos divulgados se encuentran anticuerpos humanos. Un "anticuerpo humano" es un anticuerpo con
una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un anticuerpo producido por un ser humano o una célula
humana o una fuente no humana que utiliza repertorios de anticuerpo humanos u otras secuencias codificantes de
anticuerpo humanas, incluyendo bibliotecas de anticuerpos humanos. La expresién excluye formas humanizadas de
anticuerpos no humanos que comprenden regiones de unién a antigeno no humanas, tales como aquellas en las que
todas o sustancialmente todas las CDR son no humanas.

Pueden prepararse anticuerpos humanos administrando un inmunégeno a un animal fransgénico que se ha modificado
para producir anticuerpos humanos inalterados o anticuerpos inalterados con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicién a antigenos. Dichos animales normalmente contienen la totalidad o una porcién de los loci
de inmunoglobulina humanos, que sustituyen los locus endégenos de la inmunoglobulina, o que estan presentes
extracromosémicamente o integrados de forma aleatoria en los cromosomas de los animales. En dichos animales
transgénicos, generalmente se han inactivado los locus de inmunoglobulina endégenos. Los anticuerpos humanos
también pueden obtenerse de bibliotecas de anticuerpos humanos, incluyendo bibliotecas de presentacién en fago y
sin células, que contienen secuencias codificantes de anticuerpos derivadas de un repertorio humano.

Entre los anticuerpos divulgados se encuentran los anticuerpos monoclonales, incluyendo fragmentos de anticuerpos
monoclonales. La expresiéon "anticuerpo monoclonal', como se usa en el presente documento, se refiere a un
anticuerpo obtenido a partir de 0 en una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los
anticuerpos individuales que componen la poblacién son idénticos, excepto por posibles variantes que contengan
mutaciones naturales o que surjan durante la produccién de una preparacion de anticuerpos monoclonales, estando
presentes dichas variantes generalmente en cantidades minoritarias. A diferencia de las preparaciones de anticuerpos
policlonales, que incluyen normalmente diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes epitopos, cada anticuerpo
monoclonal de una preparacién de anticuerpos monoclonales esté dirigido contra un solo epitopo en un antigeno. No
debe interpretarse que el término requiera la produccién del anticuerpo por cualquier método concreto. Un anticuerpo
monoclonal se puede preparar mediante una variedad de técnicas, incluyendo pero sin limitacién la generacién a partir
de un hibridoma, métodos de ADN recombinante, la presentacién en fago y otros métodos de presentacién de
anticuerpos.
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A. Anticuerpos derivados de SJ25C1

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo especificos para un anticuerpo anti-CD19 diana que es o se
deriva del anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, los anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno divulgados son especificos de un scFv derivado de SJ25C1.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen
una region variable de cadena pesada (Vy) que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos de la regién Vy establecida en la SEQ ID NO: 1, tal como al menos el 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la misma.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen
una regién variable de cadena pesada (VH) que contiene una regién determinante de la complementariedad de cadena
pesada 3 (CDR-H3) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 11 u 84 y/o una CDR-H3
contenida dentro de la secuencia de la regién variable de cadena pesada (V) establecida en la SEQ ID NO: 1.

En algunos de estos casos, la region Vi incluye una regién determinante de la complementariedad de cadena pesada
1 (CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 9, 78, 79 u 80 y/o una CDR-
H1 contenida dentro de la secuencia de Vy establecida en la SEQ ID NO: 1; y/o una regién determinante de la
complementariedad de la cadena pesada 2 (CDR-H2) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
las SEQ ID NO: 10, 81, 82 u 83 y/o una CDR-H2 contenida dentro de la secuencia de Vy establecida en la SEQ ID
NO: 1.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una regién variable
de cadena pesada (VH) que comprende una regidén determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (CDR-
H1), CDR-H2 y CDR-H3, en donde la CDR-H1 comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en las SEQ ID
NO: 9, 78, 79 u 80; la CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 10, 81, 82u
83; y/o la CDR-H3 comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 11 u 84. En algunos casos,
se divulgan anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una CDR-H1 que tiene la
secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 9, 78, 79 u 80; una CDR-H2 que tiene la secuencia de
aminodacidos establecida en las SEQ ID NO: 10, 81, 82 u 83; y una CDR-H3 que tiene la secuencia de aminoacidos
establecida en las SEQ ID NO: 11 u 84.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una regién
determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (CDR-H1), una CDR-H2 y una CDR-H3, respectivamente,
que comprenden las secuencias de aminoacidos de una CDR-H1, una CDR-H2, y una CDR-H3 contenidas dentro de
la secuencia de aminoacidos de la regién Vy establecida en la SEQ ID NO: 1.

En algunos de estos casos, la regién Vy contiene una regién marco 1 (FR1), una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que
tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia
de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO:1. En algunos casos, la region Vy contiene una regién marco 1 (FR1),
una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que tiene al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 98 %,
99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia de aminoécidos
establecida en la SEQ ID NO:1. En algunos casos, la regiéon Vy contiene una regiéon marco 1 (FR1), una secuencia
FR2, FR3 y/o FR4 que tienen al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 98 %, 99 % de
identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y FR4 de la secuencia de amino4cidos establecida
enla SEQ ID NO:1.

En algunos de cualquiera de estos casos, la regién Vy tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID
NO: 1.

En algunos de estos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno es solo una cadena pesada,
una VH solo, y/o no incluye una VL o una porcién de unién al antigeno del mismo y/o el sitio de unién al antigeno del
anticuerpo antiidiotipo o fragmento incluye solo restos de la cadena pesada y/o no incluye restos de una cadena ligera.

En algunos de estos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento no contiene una regién variable de cadena ligera
(VL), no contiene una CDR-L1, CDR-L2 y/o CDR-L3 y/o es un anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que contiene solo
la regién V. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento es un sdAb que solo contiene una regién VH de cualquiera
de las descritas.

En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos antiidiotipo o fragmentos que contienen cualquiera de las
secuencias de la regiéon VH anteriores, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento comprende ademés una regién variable
de cadena ligera (V). En algunos de dichos casos, la regién V| tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la secuencia de aminoéacidos de la regién V_ establecida en la SEQ ID NO: 5, tal como al menos el 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la regiéon V|
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establecida en la SEQ ID NO: 5.

En algunos de estos casos, la regién V| comprende una regién 3 determinante de la complementariedad de la cadena
ligera (CDR-L3) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 14 u 87. En algunos de
estos casos, la regidn V| comprende una regién 3 determinante de la complementariedad de la cadena ligera (CDR-
L3) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 14 u 87.

En algunos de estos casos, la regién V. comprende una regiéon determinante de la complementariedad de cadena
ligera 1 (CDR-L1) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 12 u 85 y/o una CDR-
L1 contenida dentro de la secuencia de V. establecida en la SEQ ID NO: 5; y/o una regiéon determinante de la
complementariedad de la cadena ligera 2 (CDR-L2) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las
SEQ ID NO: 13 u 86 y/o una CDR-L2 contenida dentro de la secuencia de V| establecida en la SEQ ID NO: 5. En
algunos de estos casos, la region V| contiene una regién determinante de la complementariedad de cadena ligera 1
(CDR-L1) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 12 u 85 y/o una CDR-L1 contenida
dentro de la secuencia de V_ establecida en la SEQ ID NO: 5; y/o una regién determinante de la complementariedad
de la cadena ligera 2 (CDR-L2) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 13 u 86 y/o una
CDR-L2 contenida dentro de la secuencia de V_ establecida en la SEQ ID NO: 5.

En algunos de estos casos, la region Vi comprende una CDR-L1 que contiene la secuencia de aminoéacidos
establecida en las SEQ ID NO: 12 u 85; una CDR-L2 que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en las
SEQ ID NO: 13 u 86; y una CDR-L3 que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 14 o
57.

En algunos de estos casos, la regién V comprende la CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, respectivamente, que comprenden
las secuencias de aminoacidos de una CDR-L1, una CDR-L2 y una CDR-L3 contenidas dentro de la secuencia de
aminoacidos de la regién V| establecida en la SEQ ID NO: 5.

En algunos de estos casos, la regién V. comprende una regién marco 1 (FR1), una FR2, una FR3 y/o una FR4 que
tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, respectivamente, con la FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia
de aminodcidos establecida en la SEQ ID NO:5. En algunos casos, la regiéon V. comprende una regién marco 1 (FR1),
una secuencia FR2, una FR3 y/o una FR4 que tiene al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
98 %, 99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia de
aminodcidos establecida en la SEQ ID NO:5. En algunos casos, la regién V. comprende una regiéon marco 1 (FR1),
una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que tienen al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
98 %, 99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y FR4 de la secuencia de
aminoécidos establecida en la SEQ ID NO:5.

En algunos de estos casos, la regién V| tiene la secuencia de aminoéacidos establecida en la SEQ ID NO: 5.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que comprenden las secuencias
de aminoacidos de las secuencias CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos
de la region Vy establecida en la SEQ ID NO: 1; y/o comprenden las secuencias de aminoéacidos de las secuencias
CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos de la regién variable de cadena ligera
(VL) establecida en la SEQ ID NO: 5.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen las regiones Vy y
V| que tienen secuencias de aminoacidos que tienen al menos el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % 0 99 % de identidad con las SEQ ID NOS: 1y 5, respectivamente.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen
las regiones Vy y V| que tienen secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ ID NO: 1y 5, respectivamente.

En algunos de estos casos, las regiones Vy y Vi incluyen las secuencias de aminoécidos de las SEQ ID NO: 1y 5,
respectivamente.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico del anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo es un fragmento de anticuerpo de cadena sencilla, tal como un scFv o diacuerpo. En algunos casos, el
anticuerpo de cadena simple incluye uno o mas enlazadores que se unen a dos dominios o regiones de anticuerpos,
tal como una regién de cadena pesada variable (Vy) y una cadena ligera variable (V). El enlazador normalmente es
un enlazador peptidico, por ejemplo, un enlazador peptidico flexible y/o soluble. Entre los enlazadores se encuentran
los ricos en glicina y serina y/o en algunos casos treonina. En algunos casos, los enlazadores incluyen ademas restos
cargados tales como lisina y/o glutamato, que pueden mejorar la solubilidad. En algunos casos, los enlazadores
incluyen ademas una o mas prolinas.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es un anticuerpo intacto o un anticuerpo de longitud completa. En algunos
casos, el anti-ID puede contener al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina, tal como uno o mas
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dominios de regién constante. En algunos casos, las regiones constantes incluyen una regién constante de cadena
ligera (CL) y/o una regién constante de cadena pesada 1 (CH1). En algunos casos, el anti-ID incluye un dominio CH2
y/o CH3, tal como una regidén Fc. En algunos casos, la regién Fc es una regién Fc de una IgG humana, tal como 1gG1
o 1gG4. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo contiene el dominio CH establecido en LA SEQ ID NO: 2 o una
porcién del mismo o una secuencia de aminoacidos que exhibe al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 o una parte
de la misma. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo contiene el dominio CL establecido en la SEQ ID NO: 6 o
una porcién del mismo o una secuencia de aminoéacidos que exhibe al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 6 o una parte
de la misma.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico para SJ25C1 comprende la secuencia de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 3 o una secuencia que exhibe al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3 y/o comprende la
secuencia de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 7 o una secuencia que exhibe al menos un 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la
SEQID NO: 7. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico de SJ25C1 comprende la secuencia de la cadena
pesada establecida en la SEQ ID NO:3 y/o la secuencia de la cadena ligera establecida en la SEQ ID NO:7. En algunos
casos, la cadena pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo antiidiotipo comprende ademas un péptido sefial. En
algunos casos, el péptido sefial tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 4 o la SEQ ID NO: 8.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es un fragmento de unién a antigeno. En algunos casos, el fragmento de
unién a antigeno se selecciona del grupo que consiste en fragmentos de unién a antigeno del fragmento (Fab),
fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv, un fragmento variable de cadena Unica (scFv) o un anticuerpo de
dominio Unico (sdAb).

En consecuencia, se divulgan fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla, tales como scFv y diacuerpos, en
particular, fragmentos de cadena simple humana, que comprenden tipicamente enlazador(es) que unen dos dominios
o regiones de anticuerpo antiidiotipo, tales como los dominios Vy y V. El enlazador normalmente es un enlazador
peptidico, por ejemplo, un enlazador peptidico flexible y/o soluble, tal como una rica en glicina y serina.

En algunos aspectos, los enlazadores ricos en glicina y serina (y/o treonina) incluyen al menos un 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de dichos aminoacidos. En algunos casos, incluyen al menos o aproximadamente el
50 %, 55 %, 60 %, 70 % o 75 %, glicina, serina y/o treonina. En algunos casos, el enlazador estd compuesto
sustancialmente por completo de glicina, serina y/o treonina. Los enlazadores generalmente tienen entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, tipicamente entre o aproximadamente 10y en o
aproximadamente 30, por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,290 30, y
en algunos ejemplos entre 10 y 25 aminoacidos de longitud. Los enlazadores ilustrativos incluyen enlazadores que
tienen diversos nimeros de repeticiones de la secuencia GGGS (3GS; SEQ ID NO: 29) o GGGGS (4GS; SEQ ID NO:
26), tal como entre 2, 3, 4 y 5 repeticiones de dicha secuencia. Los enlazadores ilustrativos incluyen aquellos que
tienen o consisten en una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 25 (GGGGSGGGGSGGGES). Los enlazadores
ilustrativos incluyen ademés aquellos que tienen o consisten en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 33
(GSTSGSGKPGSGEGSTKG).

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo incluyen anticuerpos aislados. En algunos casos, el anti-ID es
humanizado, recombinante y/o monoclonal. En algunos casos, el anti-ID es humano.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico para SJ25C1 estd humanizado. En casos particulares, todos o
sustancialmente todos los restos de aminoacidos de CDR del anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para
SJ25C1 se derivan de CDR no humanas anti-SJ25C1. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado
especifico para SJ25C1 incluye al menos una porcién de una regidén constante de anticuerpo derivada de un anticuerpo
humano.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 incluye una inmunoglobulina
humana (anticuerpo receptor) en la que los restos de la regién variable de la cadena pesada del receptor se
reemplazan por restos de una region variable de la cadena pesada del anticuerpo antiidiotipo no humano especifico
para SJ25C1. En algunos casos, los restos FR de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los correspondientes
restos no humanos. En algunos casos, el anticuerpo humanizado contiene FR derivado de diferentes genes. En
algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 contiene al menos una porcién de una
regiéon constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 contiene secuencias de dominio
variable de anticuerpo aceptor humano alteradas que se han transformado para codificar uno o mas residuos de
aminoécidos de la posicién 4, 35, 38, 43, 44, 46, 58, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 73, 85, 98 (Kabat) de la regién variable
ligera 'y 2, 4, 36, 39, 43, 45, 69, 70, 74, 75, 76, 78, 92 (Kabat) de la regién variable pesada correspondiente a la
secuencia donante no humana.
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En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico para SJ25C1 esta humanizado. En casos particulares, el
anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 contiene una o més de una regién CDR-L1, CDR-L2, CDR-
L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 de un anticuerpo antiidiotipo no humano que es especifica para SJ25C1. En algunos
casos, algunas o todas las regiones CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 contienen una o0 mas
modificaciones de aminoacidos. En algunos casos, las modificaciones que reemplazan un resto de aminoacido no
humano por un resto humano. En casos particulares, la una o0 mas de las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-
H2, CDR-H3 se insertan en las regiones FR de un anticuerpo humano. En casos particulares, la CDR-L1, CDR-L2,
CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo antiidiotipo no humano son las CDR de las regiones VH y VL
que tienen secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ ID NO: 1 y 5, respectivamente. En algunos casos,
todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo antiidiotipo especifico para SJ25C1
se insertan en las FR del anticuerpo humano. En casos particulares, las regiones CDR y FR son las regiones
identificadas por Kabat, Chothia, Esquemas AbM, y/o y Contacto.

En casos particulares, una o més o todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo
antiidiotipo no humano especifico para SJ25C1 se insertan en regiones marco de un anticuerpo humano. En
determinados casos, el anticuerpo humano es un anticuerpo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. En casos particulares, el
anticuerpo humano es uno de una subclase de IgA humana, IgD, IgE, IgG e IgM, por ejemplo, IgG1 humano, IgGo,,
1gGs, 1gG4, IgAI 0 IgA2. En algunos casos, una o méas o todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2,
CDR-H3 del anticuerpo antiidiotipo no humano especifico para SJ25C1 se insertan en regiones marco de una regién
de unién a antigeno que proviene y/o se deriva de un anticuerpo humano. En determinados casos, el fragmento de
unidén a antigeno proviene y/o se deriva de un anticuerpo IgA, IgD, IgE, 19G e IgM humano. Las estructuras de las
subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas humanas son bien
conocidas y se han descrito generalmente en, por ejemplo, Abbas et al. Cellular and Mol. Immunology, 42 ed. (W.B.
Saunders, Co., 2000). En algunos casos, el anticuerpo humano o su fragmento de unién a antigeno del mismo puede
ser parte de una molécula de fusién mas grande, formada por la asociacién covalente o no covalente del anticuerpo
humano con una o mas proteinas o péptidos diferentes.

En algunos casos, una o mas o todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo
antiidiotipo no humano especifico para SJ25C1 se insertan en regiones marco de un anticuerpo humano o un
fragmento de unidén a antigeno del mismo que tiene toda o una parte de una regién Fc. En determinados casos, el
anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 contiene toda o una parte de una regién Fc. En algunos
casos, la regiéon Fc tiene una o mas modificaciones, tal como una modificacién de aminoacidos (por ejemplo, una
sustitucion, insercidén o delecidén) en una o0 més posiciones de aminoacidos. Tales modificaciones se pueden realizar,
por ejemplo, para mejorar la vida media, alterar la unién a uno o mas tipos de receptores Fc y/o alterar las funciones
efectoras. En algunos casos, las regiones Fc modificadas tienen una unién alterada (por ejemplo, disminuida) a los
FcaR, con respecto a la de una regién Fc no modificada. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado
contiene toda o una parte de una regién Fc modificada que tiene una unién alterada (por ejemplo, disminuida) al
receptor Fc en relacién con la de una regién Fc no modificada. Se describen ejemplos no limitantes de modificaciones
de Fc que alteran su unién a los receptores de Fc, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos n.° 7.217.797
y 7.732.570; y las solicitudes de Estados Unidos. N.° 2010/0143254 y 2010/0143254.

En determinados casos, un anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 tiene una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 132 y una cadena ligera que contiene la secuencia
de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 133. En casos particulares, un anticuerpo antiidiotipo humanizado
especifico para SJ25C1 tiene una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 134 y una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 135. En
algunos casos, un anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para SJ25C1 tiene una cadena pesada que contiene
la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 136 y una cadena ligera que contiene la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 137.

B. Anticuerpos derivados de FMC63

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo especificos para un anticuerpo anti-CD19 diana que es o se
deriva del anticuerpo FMC63 o un fragmento de unidén a antigeno del mismo. En algunos casos, los anticuerpos o
fragmentos de unién al antigeno divulgados son especificos de un scFv derivado de FMC63.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen
una region variable de cadena pesada (Vy) que tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos de la regién Vy establecida en la SEQ ID NO: 36 o 58, tal como al menos el 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la misma.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una regién
VH que tiene una regidn determinante de la complementariedad 1 de cadena pesada (CDR-H1) que contiene la
secuencia de aminoacidos de GYXsFXsXsYXsMX10 (SEQ ID NO: 108), endonde X3es To S, XsesTo S, XsesDo
R, Xses Y oW, y Xipes Ko N; y/o una regiéon determinante de la complementariedad de cadena pesada 2 (CDR-H2)
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que contiene la secuencia de aminoacidos de WIGX4lXgPXgXoX10X11TX13X1aNQX17FKX20 (SEQ ID NO: 109), en donde
XsesDoM XsesNoH, XsesNoS, XgesNoD, Xioes Go S, X11esGoE, XizesDoR, XisuesYol, X;7esNo
Ky Xo0 es G o D; y/o una regién determinante de la complementariedad de cadena pesada 3 (CDR-H3) que contiene
la secuencia de aminoacidos de AXoX3X4Xs5XeX7XeXoX10X11X12X13X14X15 (SEQ ID NO: 110), en donde X2 es R0 S, X3
esEol XsesGoY, XsesNoY, XsesNoOE, X7es Y onulo, Xses Gonulo, Xges S o nulo, Xipes R o nulo, X1 es
D o nulo, X12es Ao nulo, X;1sesMonulo, XisesDoEyXisesY oA

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen
una regién variable de cadena pesada (VH) que contiene una regién determinante de la complementariedad de cadena
pesada 3 (CDR-H3) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 46, 67, 94 o0 104 y/o una
CDR-H3 contenida dentro de la secuencia de la regién variable de cadena pesada (Vy) establecida en la SEQ ID NO:
36 O 58.

En algunos de estos casos, la region Vi incluye una regién determinante de la complementariedad de cadena pesada
1 (CDR-H1) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 44, 65, 88, 89, 90, 98, 99 O
100 y/o una CDR-H1 contenida dentro de la secuencia de Vy establecida en la SEQ ID NO: 36 O 58; y/o una regién
determinante de complementariedad de la cadena pesada 2 (CDR-H2) que comprende la secuencia de aminoécidos
establecida en las SEQ ID NO: 45, 66, 91, 92, 93, 101, 102 o0 103 y/o una CDR-H2 contenida dentro de la secuencia
de Vy establecida en las SEQ ID NO: 36 o 58.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una regién variable
de cadena pesada (VH) que comprende una regidén determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (CDR-
H1), CDR-H2 y CDR-H3, en donde la CDR-H1 comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en las SEQ ID
NO: 44, 65, 88, 89, 90, 98, 99 0 100; una CDR-H2 comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ
ID NO: 45, 66, 91, 92, 93, 101, 102 o0 103; y/o la CDR-H3 comprende la secuencia de aminoéacidos establecida en las
SEQ ID NO: 46, 67, 94 o0 104. En algunos casos, se divulgan anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos que incluyen una CDR-H1 que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 44, 65, 88,
89, 90, 98, 99 0 100; una CDR-H2 que tiene la secuencia de aminoéacidos establecida en las SEQ ID NO: 45, 66, 91,
92, 93, 101, 102 0 103; y una CDR-H3 que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 46, 67,
94 0 104.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una regién
determinante de la complementariedad de cadena pesada 1 (CDR-H1), una CDR-H2 y una CDR-H3, respectivamente,
que comprenden las secuencias de aminoacidos de una CDR-H1, una CDR-H2, y una CDR-H3 contenidas dentro de
la secuencia de aminoacidos de la regién Vy establecida en la SEQ ID NO: 36 o 58.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye una CDR-H1
establecida en las SEQ ID NOS: 44, 88, 89 o 90; una CDR-H2 establecida en las SEQ ID NOS: 45, 91, 92 0 93; y/o
una CDR-H3 establecida en las SEQ ID NO: 46 o0 94. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unidn
a antigeno del mismo incluye una CDR-H1 establecida en las SEQ ID NO: 65, 98, 99 0 100; una CDR-H2 establecida
en las SEQ ID NO: 66, 101, 102 o 103; y/o una CDR-H3 establecida en las SEQ ID NO: 67 o 104, respectivamente.

En algunos de estos casos, la regién Vy contiene una regién marco 1 (FR1), una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que
tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia
de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 36 0 58. En algunos casos, la regiéon Vy contiene una regién marco 1
(FR1), una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que tiene al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
98 %, 99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia de
aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 36 o 58. En algunos casos, la regién Vy contiene una regiéon marco 1
(FR1), una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que tienen al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 98 %, 99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y FR4 de la secuencia de
aminoécidos establecida en las SEQ ID NO: 36 o 58.

En algunos de cualquiera de estos casos, la regién Vi tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID
NO: 36 o 58.

En algunos de estos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno es solo una cadena pesada,
una VH solo, y/o no incluye una VL o una porcién de unién al antigeno del mismo y/o el sitio de unién al antigeno del
anticuerpo antiidiotipo o fragmento incluye solo restos de la cadena pesada y/o no incluye restos de una cadena ligera.

En algunos de estos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento no contiene una regién variable de cadena ligera
(VL), no contiene una CDR-L1, CDR-L2 y/o CDR-L3 y/o es un anticuerpo de dominio Unico (sdAb) que contiene solo
la regién V. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento es un sdAb que solo contiene una regién VH de cualquiera
de las descritas.

En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos antiidiotipo o fragmentos que contienen cualquiera de las
secuencias de la regiéon VH anteriores, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento comprende ademés una regién variable
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de cadena ligera (V). En algunos de dichos casos, la regién V| tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia con
la secuencia de aminoacidos de la regién V| establecida en las SEQ ID NO: 40 0 62, tal como al menos el 91 %, 92 %,
93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoécidos de la regién
V| establecida en las SEQ ID NO: 40 o 62.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen una regién
VH que tiene una regién determinante de la complementariedad de cadena ligera 1 (CDR-L1) que contiene la
secuencia de aminoacidos de X1AX3X4XsXeX7XgY X10X11WY (SEQ ID NO: 111), en donde X1 esSo R, X3es So R, X4
esS0G, XsesGoN, XsesVol XsesloH, XgesNonulo, XioesMoLyXi1esY oA, y/ouna regiéon determinante
de la complementariedad de cadena ligera 2 (CDR-L2) que contiene la secuencia de aminoacidos de
X1XoX3Y XsXeX7XgLAX11 (SEQ ID NO: 112), endonde X1 esPolL, XoesWol, XzesloV, XsesLo N, Xges To A,
X7esSoK, XgesN o Ty X1 es SoD; y/o una regidn determinante de complementariedad de cadena ligera 3 (CDR-
L3) que contiene la secuencia de aminoacidos de QXoX3XaXsXePXsT (SEQ ID NO: 113), donde Xo es Qo H, X3 es W
oF, XsesSoW, XsesSoW, XsesNoTyXsesloY.

En algunos de estos casos, la regién V| comprende una regién 3 determinante de la complementariedad de la cadena
ligera (CDR-L3) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 49, 97, 70 o0 107. En
algunos de estos casos, la regiéon V| comprende una regiéon 3 determinante de la complementariedad de la cadena
ligera (CDR-L3) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 49, 97, 70 o 107.

En algunos de estos casos, la regién V. comprende una regiéon determinante de la complementariedad de cadena
ligera 1 (CDR-L1) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 47, 68, 95 0 105 y/o
una CDR-L1 contenida dentro de la secuencia de V| establecida en la SEQ ID NO: 40 o 62; y/o una regién determinante
de la complementariedad de la cadena ligera 2 (CDR-L2) que comprende la secuencia de aminoacidos establecida en
las SEQ ID NO: 48, 69, 96 0 106 y/o una CDR-L2 contenida dentro de la secuencia de V_ establecida en la SEQ ID
NO: 40 o0 62. En algunos de estos casos, la regiéon V| contiene una regién determinante de la complementariedad de
cadena ligera 1 (CDR-L1) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 47, 68, 95 o0 105 y/o
una CDR-L1 contenida dentro de la secuencia de V| establecida en la SEQ ID NO: 40 o 62; y/o una regién determinante
de la complementariedad de la cadena ligera 2 (CDR-L2) que tiene la secuencia de aminoacidos establecida en las
SEQ ID NO: 48, 69, 96 0 106 y/o una CDR-L2 contenida dentro de la secuencia de V| establecida en la SEQ ID NO:
40 0 62.

En algunos de estos casos, la region Vi comprende una CDR-L1 que contiene la secuencia de aminoéacidos
establecida en las SEQ ID NO: 47, 68, 95 o0 105; una CDR-L2 que contiene la secuencia de aminoacidos establecida
en las SEQ ID NO: 48, 69, 96 o0 106; y una CDR-L3 que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ
ID NO: 49, 97, 70 0 107.

En algunos de estos casos, la regién V comprende la CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3, respectivamente, que comprenden
las secuencias de aminoacidos de una CDR-L1, una CDR-L2 y una CDR-L3 contenidas dentro de la secuencia de
aminoacidos de la regién V| establecida en la SEQ ID NO: 40 o 62.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo incluye una CDR-L1
establecida en las SEQ ID NOS: 47 o 95; una CDR-L2 establecida en las SEQ ID NOS: 48 o 96; y/o una CDR-L3
establecida en las SEQ ID NO: 49 o0 97. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno
del mismo incluye una CDR-L1 establecida en las SEQ ID NO: 68 o 105; una CDR-L2 establecida en las SEQ ID NO:
69 0 106; y/o una CDR-L3 establecida en las SEQ ID NO: 70 o 107, respectivamente.

En algunos de estos casos, la regién V. comprende una regién marco 1 (FR1), una FR2, una FR3 y/o una FR4 que
tiene al menos un 90 % de identidad de secuencia, respectivamente, con la FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia
de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 40 o 62. En algunos casos, la regiéon VL comprende una regiéon marco
1 (FR1), una secuencia FR2, una FR3 y/o una FR4 que tiene al menos un 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 98 %, 99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la secuencia de
aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 40 o 62. En algunos casos, la regién V. comprende una regién marco 1
(FR1), una secuencia FR2, FR3 y/o FR4 que tienen al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 98 %, 99 % de identidad de secuencia, respectivamente, con una FR1, FR2, FR3 y FR4 de la secuencia de
aminoécidos establecida en las SEQ ID NO: 40 o 62.

En algunos de estos casos, la regién V| tiene la secuencia de aminoéacidos establecida en las SEQ ID NO: 40 o 62.
Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que comprenden las secuencias
de aminoacidos de las secuencias CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3 contenidas dentro de la secuencia de aminoacidos
de la regién Vu establecida en la SEQ ID NO: 36 o 58; y/o comprenden las secuencias de aminoécidos de las
secuencias CDR-L1, CDR-L2 y CDR-L3 contenidas dentro de la secuencia de aminoéacidos de la regién variable de
cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO: 40 o 62.

Se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen la regién Vy que
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tiene secuencias de aminoacidos que tienen al menos el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de identidad con las SEQ ID NOS: 36 o0 58 y la regiéon VL que tiene secuencias de aminoacidos que tienen al
menos el 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad con las SEQ ID NOS: 40 o 62.

En algunos casos, se divulgan anticuerpos antiidiotipo o fragmentos de unién a antigeno de los mismos que incluyen
la regién Vi que tiene secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ ID NO: 36 o 58 y la regidén V| que tiene las
secuencias de aminoacidos establecidas en las SEQ ID NO: 40 o 62. En algunos casos, el anticuerpo divulgado
contiene la regién Vy establecida en la SEQ ID NO: 36 y la regidén V| establecida en la SEQ ID NO: 40. En algunos
casos, el anticuerpo divulgado contiene la regién Vy establecida en la SEQ ID NO: 58 y la regién V| establecida en la
SEQ ID NO: 62.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es un fragmento de anticuerpo de cadena Unica, tal como un scFv o
diacuerpo. En algunos casos, el anticuerpo de cadena simple incluye uno o més enlazadores que se unen a dos
dominios o regiones de anticuerpos, tal como una regién de cadena pesada variable (V) y una cadena ligera variable
(VL). El enlazador normalmente es un enlazador peptidico, por ejemplo, un enlazador peptidico flexible y/o soluble.
Entre los enlazadores se encuentran los ricos en glicina y serina y/o en algunos casos treonina. En algunos casos, los
enlazadores incluyen ademés restos cargados tales como lisina y/o glutamato, que pueden mejorar la solubilidad. En
algunos casos, los enlazadores incluyen ademés una o més prolinas.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es un anticuerpo intacto o un anticuerpo de longitud completa. En algunos
casos, el anti-ID puede contener al menos una parte de una regién constante de inmunoglobulina, tal como uno o mas
dominios de regién constante. En algunos casos, las regiones constantes incluyen una regién constante de cadena
ligera (CL) y/o una regién constante de cadena pesada 1 (CH1). En algunos casos, el anti-ID incluye un dominio CH2
y/o CH3, tal como una regién Fc. En algunos casos, la regién Fc es una regién Fc de una IgG humana, tal como 1gG1
0 1gG4. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo contiene el dominio CH establecido en LA SEQ ID NO: 37 0 59 o
una porcién del mismo o una secuencia de aminoéacidos que exhibe al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 37 0 59 0
una parte de la misma. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo contiene el dominio CL establecido en SEQ ID NO:
41 0 63 o una porcién del mismo o una secuencia de aminoécidos que exhibe al menos 85 %, 86 %, 87 %, 88 %,
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
41 0 63 o una parte de la misma.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico para FMC63 comprende la secuencia de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 38 0 60 o una secuencia que exhibe al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 38 o0 60 y/o
comprende la secuencia de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 42 0 63 o una secuencia que exhibe al menos
un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 42 0 63. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico de FMC63 comprende
la secuencia de la cadena pesada establecida en la SEQ ID NO:38 y/o la secuencia de la cadena ligera establecida
en la SEQ ID NO:42. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico de FMC63 comprende la secuencia de la
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO:60 y/o la secuencia de la cadena ligera establecida en la SEQ ID NO:63.
En algunos casos, la cadena pesada y/o la cadena ligera del anticuerpo antiidiotipo comprende ademas un péptido
sefial. En algunos casos, el péptido sefial tiene la secuencia establecida en las SEQ ID NO: 39, 43, 61 o0 64.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es un fragmento de unién a antigeno. En algunos casos, el fragmento de
unién a antigeno se selecciona del grupo que consiste en fragmentos de unién a antigeno del fragmento (Fab),
fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv, un fragmento variable de cadena Unica (scFv) o un anticuerpo de
dominio Unico (sdAb).

En consecuencia, se divulgan fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla, tales como scFv y diacuerpos, en
particular, fragmentos de cadena simple humana, que comprenden tipicamente enlazador(es) que unen dos dominios
o regiones de anticuerpo antiidiotipo, tales como los dominios Vy y V. El enlazador normalmente es un enlazador
peptidico, por ejemplo, un enlazador peptidico flexible y/o soluble, tal como una rica en glicina y serina.

En algunos aspectos, los enlazadores ricos en glicina y serina (y/o treonina) incluyen al menos un 80, 85, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98 0 99 % de dichos aminoacidos. En algunos casos, incluyen al menos o aproximadamente el
50 %, 55 %, 60 %, 70 % o 75 %, glicina, serina y/o treonina. En algunos casos, el enlazador estd compuesto
sustancialmente por completo de glicina, serina y/o treonina. Los enlazadores generalmente tienen entre
aproximadamente 5 y aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, tipicamente entre o aproximadamente 10y en o
aproximadamente 30, por ejemplo, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,290 30, y
en algunos ejemplos entre 10 y 25 aminoacidos de longitud. Los enlazadores ilustrativos incluyen enlazadores que
tienen diversos nimeros de repeticiones de la secuencia GGGS (3GS; SEQ ID NO: 29) o GGGGS (4GS; SEQ ID NO:
26), tal como entre 2, 3, 4 y 5 repeticiones de dicha secuencia. Los enlazadores ilustrativos incluyen aquellos que
tienen o consisten en una secuencia establecida en la SEQ ID NO: 25 (GGGGSGGGGSGGGES). Los enlazadores
ilustrativos incluyen ademés aquellos que tienen o consisten en la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 33
(GSTSGSGKPGSGEGSTKG).
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En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo incluyen anticuerpos aislados. En algunos casos, el anti-ID es
humanizado, recombinante y/o monoclonal. En algunos casos, el anti-ID es humano.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico para FMC63 estd humanizado. En casos particulares, todos o
sustancialmente todos los restos de aminoacidos de CDR del anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para
FMC63 se derivan de CDR anti-FMC63 no humanas. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado
especifico para FMCB83 incluye al menos una porcidén de una regién constante de anticuerpo derivada de un anticuerpo
humano.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC6E3 incluye una inmunoglobulina
humana (anticuerpo receptor) en la que los restos de la regién variable de la cadena pesada del receptor se
reemplazan por restos de una regién variable de la cadena pesada del anticuerpo antiidiotipo no humano especifico
para FMCB3. En algunos casos, los restos FR de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los correspondientes
restos no humanos. En algunos casos, el anticuerpo humanizado contiene FR derivado de diferentes genes. En
algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC63 contiene al menos una porcién de una
regiéon constante de inmunoglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC83 contiene secuencias de dominio
variable de anticuerpo aceptor humano alteradas que se han transformado para codificar uno o mas residuos de
aminoécidos de la posicién 4, 35, 38, 43, 44, 46, 58, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 73, 85, 98 (Kabat) de la regién variable
ligera 'y 2, 4, 36, 39, 43, 45, 69, 70, 74, 75, 76, 78, 92 (Kabat) de la regién variable pesada correspondiente a la
secuencia donante no humana.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo especifico para FMC63 esta humanizado. En casos particulares, el
anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC63 contiene una o mas de una CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y
CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 de un anticuerpo antiidiotipo no humano especifico para FMC83. En algunos casos,
algunas o todas las regiones CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 contienen una o mas
modificaciones de aminoacidos. En algunos casos, las modificaciones que reemplazan un resto de aminoacido no
humano por un resto humano. En casos particulares, la una o0 mas de las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-
H2, CDR-H3 se insertan en regiones FR humanas. En casos particulares, la CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1,
CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo antiidiotipo no humano son las CDR de las regiones VH que tienen secuencias de
aminoacidos establecidas en las SEQ ID NO: 36 0 58. En determinados casos, las CDR de la regiéon VH antiidiotipo
no humano son o incluyen una CDR-H1 que contiene la secuencia de aminoécidos establecida en las SEQ ID NO: 44,
65, 88, 89, 90, 98, 99 0 100; la CDR-H2 que contiene la secuencia de aminoéacidos establecida en las SEQ ID NO: 45,
66, 91, 92, 93, 101, 102 0 103; y/o la CDR-H3 que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID
NO: 46, 67, 94 0 104. En algunos casos, la CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo
antiidiotipo no humano son las CDR de las regiones VL que tienen secuencias de aminoacidos establecidas en las
SEQ ID NO: 40 0 62. En algunos casos, las CDR de la regidn VL antiidiotipo no humano son o incluyen una CDR-L1
que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 47, 68, 95 0 105; una CDR-L2 que contiene
la secuencia de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 48, 69, 96 o 106; y una CDR-L3 que contiene la secuencia
de aminoacidos establecida en las SEQ ID NO: 49, 97, 70 o 107. En algunos casos, todas las regiones CDR-L1, CDR-
L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo antiidiotipo especifico para FMC683 se insertan en las FR del
anticuerpo humano. En casos particulares, las regiones CDR y FR son las regiones identificadas por Kabat, Chothia,
Esquemas AbM, y/o y Contacto.

En casos particulares, una o més o todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo
antiidiotipo no humano especifico para FMC683 se insertan en regiones marco de un anticuerpo humano. En
determinados casos, el anticuerpo humano es un anticuerpo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM. En casos particulares, el
anticuerpo humano es uno de una subclase de IgA humana, IgD, IgE, 1gG e IgM, por ejemplo, 1gG1, 19G2, 19Gs, 1G4,
IgAi 0 IlgA2 humanas. En algunos casos, una o mas o todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-
H3 del anticuerpo antiidiotipo no humano especifico para FMC63 se insertan en regiones marco de una regién de
unién a antigeno que proviene y/o se deriva de un anticuerpo humano. En determinados casos, el fragmento de unién
a antigeno proviene y/o se deriva de un anticuerpo IgA, IgD, IgE, IgG e IgM humano. Las estructuras de las
subunidades y las configuraciones tridimensionales de diferentes clases de inmunoglobulinas humanas son bien
conocidas y se han descrito generalmente en, por ejemplo, Abbas et al. Cellular and Mol. Immunology, 42 ed. (W.B.
Saunders, Co., 2000). En algunos casos, el anticuerpo humano o su fragmento de unidén a antigeno del mismo puede
ser parte de una molécula de fusién mas grande, formada por la asociacién covalente o no covalente del anticuerpo
humano con una o mas proteinas o péptidos diferentes.

En algunos casos, una o mas o todas las CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3 y CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3 del anticuerpo
antiidiotipo no humano especifico para FMCB83 se insertan en regiones marco de un anticuerpo humano o un fragmento
de unién a antigeno del mismo que tiene toda o una parte de una regiéon Fc. En determinados casos, el anticuerpo
antiidiotipo humanizado especifico para FMC63 contiene toda o una parte de una regién Fc. En algunos casos, la
regiéon Fc tiene una o mas modificaciones, tal como una modificacién de aminoacidos (por ejemplo, una sustitucién,
insercién o delecién) en una o mas posiciones de aminoacidos. Tales modificaciones se pueden realizar, por ejemplo,
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para mejorar la vida media, alterar la unién a uno o mas tipos de receptores Fc y/o alterar las funciones efectoras. En
algunos casos, las regiones Fc modificadas tienen una unién alterada (por ejemplo, disminuida) a los FcaR, con
respecto a la de una regién Fc no modificada. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo humanizado contiene
toda o una parte de una regién Fc modificada que tiene una unién alterada (por ejemplo, disminuida) al receptor Fc en
relacién con la de una regién Fc no modificada. Se describen ejemplos no limitantes de modificaciones de Fc que
alteran su unién a los receptores de Fc, por ejemplo, en las patentes de los Estados Unidos n.° 7.217.797 y 7.732.570;
y las solicitudes de Estados Unidos. N.°© 2010/0143254 y 2010/0143254.

En determinados casos, un anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC63 tiene una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 138 y una cadena ligera que contiene la secuencia
de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 139. En casos particulares, un anticuerpo antiidiotipo humanizado
especifico para FMC63 tiene una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ
ID NO: 140 y una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 141. En
algunos casos, un anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC6E3 tiene una cadena pesada que contiene
la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 142 y una cadena ligera que contiene la secuencia de
aminodcidos establecida en la SEQ ID NO: 143. En determinados casos, un anticuerpo antiidiotipo humanizado
especifico para FMC63 tiene una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ
ID NO: 144 y una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 145. En
casos particulares, un anticuerpo antiidiotipo humanizado especifico para FMC63 tiene una cadena pesada que
contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 146 y una cadena ligera que contiene la secuencia
de aminodcidos establecida en la SEQ ID NO: 147. En algunos casos, un anticuerpo antiidiotipo humanizado
especifico para FMC63 tiene una cadena pesada que contiene la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ
ID NO: 148 y una cadena ligera que contiene la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 149.

C. Caracteristicas ilustrativas

Los anticuerpos antiidiotipo divulgados en el presente documento pueden identificarse, someterse a deteccidon
sistemética o caracterizarse respecto de sus propiedades fisicoquimicas y/o sus actividades biolégicas mediante
diversos ensayos conocidos. En un aspecto, el anticuerpo antiidiotipo se prueba para determinar su actividad de unién
al antigeno, por ejemplo, por métodos conocidos tales como ELISA, anélisis por transferencia de Western y/o ensayos
de citometria de flujo, incluyendo los ensayos de unién basados en células, por ejemplo, evaluar la unién del anticuerpo
antiidiotipo (por ejemplo, conjugado con un marcador fluorescente o marcado) a una célula que presenta la fraccién
de anticuerpo anti-CD19 diana, en algunos casos en comparacidn con los resultados obtenidos utilizando células que
no expresan la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana. La afinidad de unién se puede medir como Kd o CE50.

En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos divulgados, por ejemplo, cualquiera de los anticuerpos divulgados
en la Seccién A anterior, la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana es SJ25C1 o es un anticuerpo derivado de SJ25C1.

En algunos casos de cualquiera de los anticuerpos divulgados, por ejemplo, cualquiera de los anticuerpos divulgados
en la Seccién B anterior, la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana es FMC63 o es un anticuerpo derivado de FMC&3.

Se pueden usar ensayos de competicion para identificar un anticuerpo que compita con cualquiera de los anticuerpos
antiidiotipo descritos en el presente documento. También se pueden usar y son conocidos ensayos para mapear
epitopos unidos por los anticuerpos antiidiotipo y anticuerpos de referencia.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con una fraccién de anticuerpo anti-CD19
diferente de la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana. En algunos casos, la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana
se deriva del anticuerpo SJ25C1. En algunos casos, la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana se deriva del anticuerpo
SJ25C1 y el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con una fraccidén de anticuerpo anti-CD19 derivada
del anticuerpo FMC63, un anticuerpo anti-CD19 que comprende una Vy que comprende la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO: 30 y una V que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 31. En algunos casos,
la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana se deriva del anticuerpo FMC83. En algunos casos, la fraccién de anticuerpo
anti-CD19 diana se deriva del anticuerpo FMC63 y el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con una
fraccién de anticuerpo anti-CD19 derivada del anticuerpo SJ25C1, el anticuerpo anti-CD19 que comprende una Vy
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 23 y una VL que comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 24.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se une especificamente a una fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana que
forma parte de una proteina de fusién, tal como un receptor recombinante. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo
no se une a ningun epitopo en la proteina de fusién fuera de la fraccién de anticuerpo anti-CD 19 diana. Por ejemplo,
en algunos casos, la fraccién de anticuerpo anti-CD 19 diana es, o0 es parte de, el dominio de unién al antigeno de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) y el anticuerpo antiidiotipo no se une a ningln epitopo fuera del dominio de
unién al antigeno. En algunos casos, el dominio de unién al antigeno CAR comprende o consiste en un scFv.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se une especificamente a una fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana que
es un scFv contenido en un CAR. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se une especificamente a un epitopo
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que se superpone a una o mas regiones determinantes de la complementariedad (CDR) del scFv anti-CD19 diana. En
algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo no se une a ninguln epitopo en el CAR fuera del scFv; en algunos casos, no
se une a un anticuerpo de referencia. En algunos casos, el anticuerpo de referencia se une especificamente al mismo
antigeno que el anticuerpo diana, por ejemplo, al CD19 y/o comprende una o mas regiones de marco pesadas
variables y/o ligeras variables que tienen al menos un 90, 95, 96, 97, 98 0 99 % de identidad con la o las regiones
marco correspondientes del anticuerpo diana (en algunos aspectos, las una 0 més regiones marco comprenden una
FR1, FR2, FR3 y/o FR4 de la cadena pesada y/o ligera); y/o contiene el mismo gen v de cadena pesada y/o ligera (o
uso del gen v) que el anticuerpo diana y/o se deriva de la misma secuencia del gen v que el anticuerpo diana. En
algunos aspectos, el anticuerpo de referencia es FMC63. En algunos aspectos, el anticuerpo de referencia es SJ25C1.
En algunos casos, el CAR comprende un espaciador que une el scFv a su dominio transmembrana y el anticuerpo
antiidiotipo no se une a ningun epitopo en el espaciador. En algunos casos, el espaciador es una secuencia derivada
de CD28, tal como una porcién extracelular de CD28. En algunos casos, el espaciador comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 27. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo no se une a ningin epitopo en un
dominio Fc, tal como el dominio Fc de IgG1. En algunos casos, el dominio Fc es un dominio Fc de IgG1 que carece
de la region bisagra. En algunos casos, el dominio Fc comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 32.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con un CAR diferente. En algunos casos,
el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con un CAR anti-CD19 diferente. En algunos casos, el
anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con una fraccién de anticuerpo anti-CD19, por ejemplo, de un
anticuerpo de referencia, que tiene uno o més idiotipos diferentes en comparacién con el scFv anti-CD19 diana. En
algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es especifico para un scFv anti-CD19 diana de un CAR derivado del
anticuerpo SJ25C1. En algunos casos, la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana se deriva del anticuerpo SJ25C1 y
el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con un CAR que contiene una fraccién de anticuerpo anti-
CD19 derivada del anticuerpo FMC63. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es especifico para un scFv anti-
CD19 diana de un CAR derivado del anticuerpo FMC83. En algunos casos, la fraccién de anticuerpo anti-CD19 diana
se deriva del anticuerpo FMC63 y el anticuerpo antiidiotipo no reacciona de forma cruzada con un CAR que contiene
la fraccidn de anticuerpo anti-CD19 derivada del anticuerpo SJ25C1.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es un agonista del CAR. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es
un antagonista del CAR.

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo divulgados son capaces de unirse a una fraccién anti-CD19 diana, tal
como el anticuerpo SJ25C1 o0 FMC63, con al menos cierta afinidad, medido por cualquiera de una serie de métodos
conocidos. En algunos casos, la afinidad esta representada por una constante de disociaciéon en equilibrio (Kp); en
algunos casos, la afinidad esta representada por la CEsg. En determinados casos, la afinidad de unién (CE50) y/o la
constante de disociacién del anticuerpo antiidiotipo a la fraccién anti-CD19 es igual o inferior o aproximadamente o
inferior a 0 aproximadamente 100 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM, 25 nM, 20 nM, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,
8,7,6,5,4,3,201nM, tal como entre igual o aproximadamente 1 nM e igual o aproximadamente 15 nM, por ejemplo,
entre igual o aproximadamente 5 e igual o aproximadamente 10 nM. En un caso, el grado de unidén de un anticuerpo
antiidiotipo a una fraccidén no relacionada con la fraccién anti-CD19 diana es menor que, igual o aproximadamente el
10 % de la unién del anticuerpo a la fraccidén anti-CD19 diana segun lo medido, por ejemplo, mediante
radioinmunoensayo (RIA, por sus siglas en inglés).

D. Acidos nucleicos

También se divulgan acidos nucleicos que codifican los anticuerpos y/o porciones, por ejemplo, cadenas, de los
mismos. Entre los 4cidos nucleicos divulgados se encuentran los que codifican los anticuerpos antiidiotipo descritos
en el presente documento. Los 4cidos nucleicos pueden incluir los que abarcan nucleétidos y bases naturales y/o no
naturales, por ejemplo, incluidos aquellos con modificaciones en la estructura principal. Las expresiones "molécula de
acido nucleico", "acido nucleico" y "polinucleétido" se pueden usar indistintamente y se refieren a un polimero de
nucleétidos. Dichos polimeros de nucleétidos pueden contener nucleétidos naturales y/o no naturales e incluyen, pero
no se limitan a, ADN, ARN y PNA. "Secuencia de acido nucleico" se refiere a la secuencia lineal de nucleétidos que
comprende la molécula de &cido nucleico o polinucleétido. Los acidos nucleicos y vectores ilustrativos son aquellos
que tienen las secuencias establecidas como las SEQ ID NO: 15-22, 50-57, 71-77 y porciones codificantes de CDR
de los mismos, asi como secuencias que contienen al menos un o aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98
0 99 % de identidad con las mismas. El acido nucleico puede codificar una secuencia de aminoacidos que comprende
la VL y/o una secuencia de aminoéacidos que comprende la Vy del anticuerpo antiidiotipo (por ejemplo, las cadenas
ligeras y/o pesadas del anticuerpo).

También se divulgan vectores que contienen los acidos nucleicos, las células hospedadoras que contienen los
vectores, por ejemplo, para producir los anticuerpos. También se divulgan métodos para producir los anticuerpos. En
un caso adicional, se divulgan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresion) que comprenden dicho &cido
nucleico. En un caso adicional, se divulga una célula hospedadora que comprende dicho &cido nucleico. En uno de
dichos casos, una célula hospedadora comprende (por ejemplo, se ha transformado con): (1) un vector que comprende
un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la V| del anticuerpo y una secuencia de
aminoacidos que comprende la Vy del anticuerpo o (2) un primer vector que comprende un &cido nucleico que codifica
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una secuencia de aminoacidos que comprende la V| del anticuerpo y un segundo vector que comprende un é&cido
nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende la V4 del anticuerpo. En algunos casos, se divulga
un método para fabricar el anticuerpo antiidiotipo, en donde el método comprende cultivar una célula hospedadora
que comprende un é&cido nucleico que codifica el anticuerpo, como se ha divulgado anteriormente, en condiciones
adecuadas para la expresion del anticuerpo y opcionalmente, recuperar el anticuerpo de la célula hospedadora (o del
medio de cultivo de la célula hospedadora).

E. Métodos de produccién de anticuerpos

También se divulgan métodos para fabricar un anticuerpo antiidiotipo, tal como cualquiera de los casos divulgados.
En algunos casos, para la produccién recombinante del anticuerpo antiidiotipo, el acido nucleico que codifica un
anticuerpo, por ejemplo, tal como se ha descrito anteriormente, se puede aislar e insertar en uno o mas vectores para
la clonacién y/o expresidn adicional en una célula hospedadora. Dicho acido nucleico puede aislarse y secuenciarse
facilmente utilizando procedimientos convencionales (por ejemplo, utilizando sondas de oligonucledtidos que son
capaces de unirse especificamente a genes que codifican las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo).

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como hongos filamentosos o levaduras, son hospedadores
de clonacién o expresidn adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de hongos y levaduras
cuyas vias de glicosilacién se han modificado para imitar o aproximarse a las de las células humanas, dando como
resultado la produccién de un anticuerpo con un patrén de glicosilacién parcial o totalmente humano. Véanse
Gerngross, Nat. Biotech. 22: 1409-1414 (2004) y Li et al., Nat. Biotech. 24: 210-215 (20086).

Las células eucariotas ilustrativas que se pueden usar para expresar polipéptidos incluyen, pero no se limitan a, células
COS, incluyendo células COS 7; células 293, incluyendo células 293-6E; células CHO, incluyendo CHO-S, DG44.
Células Lec13 CHO y células FUT8 CHO; células PER.C8®; y células NSO. En algunos casos, las cadenas pesadas
y/o cadenas ligeras del anticuerpo se pueden expresar en levaduras. Véase, por ejemplo, la Publicacién de Estados
Unidos N.° US 2006/0270045 A1. En algunos casos, se selecciona una célula hospedadora eucariota particular en
funcién de su capacidad para realizar modificaciones postraduccionales deseadas en las cadenas pesadas y/o
cadenas ligeras. Por ejemplo, en algunos casos, las células CHO producen polipéptidos que tienen un mayor nivel de
sialilacién que el mismo polipéptido producido en células 293.

En algunos casos, se produce un anticuerpo antiidiotipo en un sistema libre de células. Se describen ejemplos de
sistemas libres de células, por ejemplo, en Sitaraman et al., Methods Mol. Biol. 498: 229-44 (2009); Spirin, Trends
Biotechnol. 22: 538-45 (2004); Endo et al., Biotechnol. Adv. 21: 695-713 (2003).

Algunos casos divulgados incluyen ademas vectores y células hospedadoras y otros sistemas de expresién para
expresar y producir los anticuerpos y otras proteinas de unién, incluyendo células hospedadoras eucariotas y
procariotas, incluyendo bacterias, hongos filamentosos y levaduras, asi como células de mamiferos tales como células
humanas, asi como sistemas de expresién libres de células.

Los anticuerpos antiidiotipo o fracciones de anticuerpos pueden ser anticuerpos humanizados o anticuerpos humanos.
Un anticuerpo "humanizado" es un anticuerpo en el que todos o sustancialmente todos los restos de aminoacidos de
la CDR provienen de CDR no humanas y todos o sustancialmente todos los restos de aminoécidos de la FR provienen
de FR humanas. Un anticuerpo humanizado puede incluir opcionalmente al menos una porcién de una regién
constante de anticuerpo que proviene de un anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo no
humano, se refiere a una variante del anticuerpo no humano que se ha humanizado, normalmente para reducir la
inmunogenicidad en seres humanos, a la vez que se conserva la especificidad y la afinidad del anticuerpo no humano
progenitor. En algunos casos, se sustituyen algunos restos de FR en un anticuerpo humanizado por restos
correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que proceden los restos de la CDR),
por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Entre los anticuerpos antiidiotipo o fracciones de anticuerpos divulgados se encuentran los anticuerpos humanos. Un
"anticuerpo humano" es un anticuerpo con una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un anticuerpo
producido por un ser humano o una célula humana o una fuente no humana que utiliza repertorios de anticuerpo
humanos u otras secuencias codificantes de anticuerpo humanas, incluyendo bibliotecas de anticuerpos humanos. La
expresion excluye formas humanizadas de anticuerpos no humanos que comprenden regiones de unién a antigeno
no humanas, tales como aquellas en las que todas o sustancialmente todas las CDR son no humanas.

Pueden prepararse anticuerpos humanos administrando un inmunégeno a un animal fransgénico que se ha modificado
para producir anticuerpos humanos inalterados o anticuerpos inalterados con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicién a antigenos. Dichos animales normalmente contienen la totalidad o una porcién de los loci
de inmunoglobulina humanos, que sustituyen los locus endégenos de la inmunoglobulina, o que estan presentes
extracromosémicamente o integrados de forma aleatoria en los cromosomas de los animales. En dichos animales
transgénicos, generalmente se han inactivado los locus de inmunoglobulina endégenos. Los anticuerpos humanos
también pueden obtenerse de bibliotecas de anticuerpos humanos, incluyendo bibliotecas de presentacién en fago y
sin células, que contienen secuencias codificantes de anticuerpos derivadas de un repertorio humano.
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F. Inmunoconjugados

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo es o forma parte de un inmunoconjugado (inmunoconjugado de anticuerpo
antiidiotipo), en el que el anticuerpo antiidiotipo se conjuga con una o mas moléculas heterélogas, tales como, pero
sin limitacién, un citotéxico o un agente de obtencién de imagenes. Los agentes citotdxicos incluyen, pero no se limitan
a, isétopos radiactivos (por ejemplo, At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32, Pb212 e isétopos
radiactivos de Lu); agentes quimioterapéuticos (por ejemplo, maitansinoides, taxanos, metotrexato, adriamicina,
alcaloides de la vinca (vincristina, vinblastina, etopésido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo,
daunorrubicina u otros agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las
mismas, tales como enzimas nucleoliticas; antibiéticos; toxinas tales como toxinas de moléculas pequefias o toxinas
enzimaticamente activas. En algunos casos, el anticuerpo estd conjugado con uno 0 mas agentes citotoxicos, tales
como agentes o farmacos quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas
proteicas, toxinas enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, o fragmentos de los
mismos), o isétopos radiactivos.

Entre los inmunoconjugados de anticuerpos antiidiotipo se encuentran los conjugados anticuerpo-farmaco (CAF), en
los que un anticuerpo antiidiotipo se conjuga con uno o mas farmacos, incluyendo, pero sin limitacién, un maitansinoide
(véanse las Patentes de los Estados Unidos n.° 5.208.020, 5.416.064 y la Patente Europea EP 0 425 235 B1); una
auristatina, tales como los restos DE y DF de monometilauristatina (MMAE y MMAF) (véanse las Patentes de los
Estados Unidos n.° 5.635.483 y 5.780.588 y 7.498.298); una dolastatina; una calicheamicina (véanse las Patentes de
los Estados Unidos n.° 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001 y 5.877.296;
Hinman et al., Cancer Res. 53: 3336-3342 (1993); y Lode et al., Cancer Res. 58: 2925-2928 (1998)); una antraciclina,
tal como daunomicina o doxorrubicina (véanse Kratz et al., Current Med. Chem. 13: 477-523 (2006); Jeffrey et al.,
Bioorganic & Med. Chem. Letters 16: 358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj. Chem. 16: 717-721 (2005); Nagy et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12: 1529-1532 (2002);
King et al., J. Med. Chem. 45: 4336-4343 (2002); y la patente de Estados Unidos N.° 6.630.579); metotrexato;
vindesina; un taxano, tal como docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

También entre los inmunoconjugados de anticuerpos antiidiotipo se encuentran aquellos en los que el anticuerpo esta
conjugado con una toxina enzimaticamente activa o un fragmento de la misma, incluyendo, pero sin limitacién, cadena
A de difteria, fragmentos activos que no son fragmentos de unién de la toxina diftérica, cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, a-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor de Momordica
charantia, curcina, crotina, inhibidor de Sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina,
enomicina, y tricotecenos.

También entre los inmunoconjugados de anticuerpos antiidiotipo se encuentran aquellos en los que el anticuerpo
antiidiotipo se conjuga a un &tomo radiactivo para formar un radioconjugado. Los isétopos radiactivos ilustrativos
incluyen At211 131 125 Y90 Re18 Re18 gm'S3 Bi212 P32 Pb?'2 e isStopos radioactivos de Lu.

Se pueden preparar conjugados de un anticuerpo antiidiotipo y un agente citotéxico usando cualquiera de una serie
de agentes de acoplamiento de proteinas conocidos, por ejemplo, enlazadores, (véase Vitetta et al., Science 238:
1098 (1987)), documento WO94/11026. El enlazador puede ser un "enlazador escindible" que facilita la liberacion de
un farmaco citotéxico en la célula, tal como enlazadores labiles al acido, enlazadores sensible a peptidasa,
enlazadores fotolabiles, enlazadores de dimetilo o enlazadores que contienen disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52:
127-131 (1992); la Patente de Estados Unidos N.° 5.208.020).

También se divulgan inmunoconjugados de anticuerpos antiidiotipo que comprenden un anticuerpo antiidiotipo unido
a un marcador, por ejemplo, un marcador detectable, que pueden generar una sefial detectable, indirecta o
directamente. Estos inmunoconjugados de anticuerpos antiidiotipo se pueden utilizar para aplicaciones de
investigacién o diagnéstico. El marcador es preferentemente capaz de producir, directa o indirectamente, una sefial
detectable. Por ejemplo, el marcador puede ser radioopaco o un radiois6topo, tales como 3H, 1#C, 32P, 355 123 125
31]: un compuesto fluorescente (fluoréforo) o quimioluminiscente (croméforo), tales como isotiocianato de
fluoresceina, rodamina o luciferina; una enzima, tales como fosfatasa alcalina, p-galactosidasa o peroxidasa de rébano
picante; un agente de formacién de imagenes; o un ion de metal. En algunos casos, el marcador es un 4tomo radiactivo
para estudios gammagraficos, por ejemplo, *Tc o ' o un marcador de espin para obtencién de iméagenes por
resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como obtencién de imagenes por resonancia magnética, IRM,
por sus siglas en inglés), tales como circonio-89, yodo-123, yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15,
oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro. El circonio-89 puede formar complejos con diversos agentes quelantes
metélicos y conjugarse a anticuerpos, por ejemplo, para la adquisicibn de imégenes PET (documento WO
2011/056983).

Los ejemplos de marcadores detectables incluyen, pero sin limitacion, radionucleétidos, enzimas, coenzimas, agentes

fluorescentes, quimioluminiscentes, cromégenos, sustratos o cofactores enzimaticos, inhibidores enzimaticos,
complejos de grupos prostéticos, radicales libres, particulas, colorantes y similares. Los ejemplos de enzimas
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adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, B-galactosidasa o acetilcolinesterasa; entre los
ejemplos de complejos con grupos prostéticos adecuados se incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina; los
ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina, cumarina, Alexa488, Verde Oregdn 488,
rodamina verde, Alexa 532, Cy3, Bodipy 588/586, Alexa586, TAMRA, Rox, Alexa 594, rojo Texas, Bodipy 630/650,
Cy5, Alexa647, IR Colorante 680, IR Colorante 680, IR Colorante 700 DX, Cy5.5, Alexa 750, IR Colorante 800CW, IR
Colorante 800, Atto 532 y Atto 465.

En algunos casos, el inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo es detectable indirectamente. Por ejemplo, se puede
utilizar un anticuerpo secundario que sea especifico para el inmunoconjugado del anticuerpo antiidiotipo y que
contenga una etiqueta detectable para detectar el inmunoconjugado del anticuerpo antiidiotipo.

Anticuerpos multiespecificos

En determinados casos, los anticuerpos antiidiotipo son multiespecificos. Entre las moléculas de unidén multiespecificas
se encuentran los anticuerpos multiespecificos, que incluyen, por ejemplo, parejas de unién biespecificas,
multiespecificas, por ejemplo, anticuerpos, tienen especificidades de unién para al menos dos sitios diferentes, que
pueden estar en el mismo o en diferentes antigenos. En determinados casos, una de las especificidades de unién es
por una fraccién de anticuerpo anti-CD19 y la otra es para otro antigeno. En determinados casos, los anticuerpos
biespecificos pueden unirse a dos epitopos diferentes de una fraccién de anticuerpo anti-CD19. Los anticuerpos
biespecificos también pueden usarse para localizar agentes citotéxicos en células que expresan una fraccién de
anticuerpo anti-CD19 en su superficie, tales como linfocitos T CAR anti-CD19. Pueden prepararse anticuerpos
biespecificos como anticuerpos de longitud completa o como fragmentos de anticuerpo. Entre los anticuerpos
multiespecificos se encuentran los anticuerpos de cadena Unica multiespecificos, por ejemplo, diacuerpos, triacuerpos
y tetracuerpos, di-scFv en tdndem y tri-scFv en tandem.

G. Variantes

En determinados casos, los anticuerpos antiidiotipo incluyen una o mas variaciones de aminoacidos, por ejemplo,
sustituciones, deleciones, inserciones y/o mutaciones, en comparacién con la secuencia de un anticuerpo antiidiotipo
descrito en el presente documento. Las variantes ilustrativas incluyen aquellas disefiadas para mejorar la afinidad de
unidén y/u otras propiedades bioldgicas del anticuerpo antiidiotipo. Pueden prepararse variantes de secuencias de
aminodacidos de un anticuerpo antiidiotipo mediante la introduccién de modificaciones adecuadas en la secuencia de
nucleétidos que codifica el anticuerpo antiidiotipo o mediante sintesis peptidica. Dichas modificaciones incluyen, por
ejemplo, supresiones de y/o inserciones en y/o sustituciones de restos en las secuencias de aminoacidos del
anticuerpo antiidiotipo. Puede realizarse cualquier combinacién de delecién, insercién y sustitucion para llegar a la
construccién final, divulgado de que la construccién final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, la unién a
antigeno.

En determinados casos, los anticuerpos antiidiotipo incluyen una o mas sustituciones de aminoacidos, por ejemplo,
en comparacién con una secuencia de anticuerpos antiidiotipo descrita en el presente documento. Los sitios de interés
para la mutagénesis de sustitucién incluyen las CDR y las FR. En un anticuerpo antiidiotipo pueden introducirse
sustituciones de aminoacidos y los productos pueden cribarse para determinar una actividad deseada, por ejemplo,
unién a antigeno conservada/mejorada, disminucién de la inmunogenicidad, vida media mejorada y/o funcién efectora
mejorada, tal como la capacidad para promover la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (CCDA) o la
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo variante exhibe una
unién retenida o mejorada a un anticuerpo anti-CD19 diana o fragmento del mismo. Por ejemplo, en algunos casos, el
anticuerpo antiidiotipo variante exhibe un aumento en la afinidad de unién al anticuerpo anti-CD19 diana de al menos
aproximadamente el 10 % (tal como al menos aproximadamente cualquiera de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200,
300, 400, 500, 1000 % o méas) en comparacién con el anticuerpo antiidiotipo no modificado.

En algunos casos, uno 0 mas restos dentro de una CDR de un anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo
humanizado o humano) estéd/n sustituidos. En algunos casos, la sustituciéon se realiza para revertir una secuencia o
posicién en la secuencia a una secuencia de linea germinal, tal como una secuencia de anticuerpos que se encuentra
en la linea germinal (por ejemplo, la linea germinal humana), por ejemplo, para reducir la probabilidad de
inmunogenicidad, por ejemplo, tras la administracién a un individuo humano.

En algunos casos, se realizan alteraciones en los "puntos calientes" de las CDR, restos codificados por codones que
experimentan mutacién con elevada frecuencia durante el proceso de maduracién somética (véase, por ejemplo,
Chowdhury, Methods Mol. Biol. 207:179-196 (2008)) y/o restos que entran en contacto con el antigeno, con la variante
resultante de Vy o V| siendo probada para la afinidad de unién. La maduracién por afinidad mediante la construccion
y reseleccion de bibliotecas secundarias se ha descrito, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in Molecular
Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, Nueva Jersey, (2001)). En algunos casos de maduracién
por afinidad, se introduce diversidad en los genes variables seleccionados para su maduracién mediante cualquiera
de diversos métodos (por ejemplo, PCR propensa a errores, reordenamiento de cadenas o mutagénesis dirigida por
oligonucleétidos). Después, se crea una biblioteca secundaria. Después, la biblioteca se explora para identificar
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cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro método para introducir diversidad implica estrategias
dirigidas a las CDR, en las que se aleatorizan varios restos de CDR (por ejemplo, 4-6 restos a la vez). Los restos de
CDR implicados en la unién al antigeno se pueden identificar de manera especifica, por ejemplo, usando mutagénesis
por barrido de alanina o modelizacidén. Con frecuencia, se usan como diana, en particular, CDR-H3 y CDR-L3.

En determinados casos, sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o mas CDR siempre que dichas
alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo para unirse al antigeno. Por ejemplo, se pueden
hacer alteraciones conservativas (por ejemplo, sustituciones conservadoras como se divulgan en el presente
documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de unién en las CDR. Dichas alteraciones pueden, por
ejemplo, estar fuera de los restos de contacto con el antigeno en las CDR. En determinados casos de las variantes de
secuencias de Vy y V| divulgadas anteriormente, cada CDR bien est4 inalterada o bien no contiene mas de una, dos
o tres sustituciones de aminoécidos.

Las inserciones en secuencias de aminoacidos incluyen fusiones en el extremo amino y/o carboxilo con un intervalo
de longitudes de un resto a polipéptidos que contienen cien o mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de
restos de aminoécidos individuales o multiples. Los ejemplos de inserciones en los extremos incluyen un anticuerpo
con un resto metionilo en el extremo N. Otras variantes de insercién de la molécula de anticuerpo incluyen la fusién al
extremo N o C del anticuerpo a una enzima o un polipéptido que aumenta la semivida en suero del anticuerpo.

Modificaciones

En determinados casos, el anticuerpo se altera para aumentar o disminuir el grado en que el anticuerpo esta
glicosilado, por ejemplo, eliminando o insertando uno o mas sitios de glicosilacién alterando la secuencia de
aminoécidos y/o modificando los oligosacaridos unidos a los sitios de glicosilacién, por ejemplo, usando ciertas lineas
celulares.

Modificaciones ilustrativas, variantes y lineas celulares se describen, por ejemplo, en las Publicaciones de Patente N.°
US 2003/0157108, US 2004/0093621, US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US
2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO
2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO2005/053742; W(02002/031140; Okazaki
et al. J. Mol. Biol. 336: 1239-1249 (2004); Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Ripka et al. Arch.
Biochem. Bjophys. 249: 533-545 (1986); la solicitud de patente de EE. UU. n.°2003/0157108 A1, Presta, L; y el
documento WO 2004/056312 A1, Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol.
Bioeng., 94(4). 680-688 (2006); y el documento W0O2003/085107); el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et
al.); la patente de Estados Unidos n.° 6.602.684 (Umana et al.); y el documento US 2005/0123546 (Umana et al.); el
documento WO 1997/30087 (Patel et al.); el documento WO 1998/58964 (Raju, S.); y en el documento WO 1999/22764
(Raju, S.).

Entre los anticuerpos modificados se encuentran los que tienen una o mas modificaciones de aminoacidos en la regién
Fc, tales como los que tienen una secuencia de la regién Fc humana u otra parte de una regién constante (por ejemplo,
una regién Fc de 19G1, 1gG2, 1gG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacién de aminoéacido (por ejemplo,
una sustitucién) en una o més posiciones de aminoacidos.

Tales modificaciones se pueden realizar, por ejemplo, para mejorar la vida media, alterar la unién a uno o mas tipos
de receptores Fc y/o alterar las funciones efectoras.

También entre las variantes se encuentran los anticuerpos modificados con cisteina tales como "thioMAbs" y otras
variantes modificadas con cisteina, en las que se sustituyen uno o mas restos de un anticuerpo por restos de cisteina,
para generar grupos de tiol reactivos en sitios accesibles, por ejemplo, para su uso en la conjugacién de agentes y
agentes enlazadores, para producir inmunoconjugados. Se describen anticuerpos modificados con cisteina, por
ejemplo, en las patentes de EE.UU. N.° 7.855.275 y 7.521.541.

En algunos casos, los anticuerpos se modifican para contener restos no proteinaceos adicionales, incluyendo
polimeros solubles en agua. Los polimeros ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol (PEG),
copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-
1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o
copolimeros aleatorios) y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol,
copolimeros de 6xido de prolipropileno/éxido de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), alcohol
polivinilico y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricacion
debido a su estabilidad en agua. El polimero puede tener cualquier peso molecular y puede estar ramificado o sin
ramificar. La cantidad de polimeros unidos al anticuerpo puede variar y si se une mas de un polimero, pueden ser
moléculas iguales o diferentes. En general, el niUmero y/o tipo de polimeros utilizados para la derivatizacién se puede
determinar basandose en consideraciones que incluyen, pero sin limitacién, las propiedades o funciones particulares
del anticuerpo que han de mejorarse, si el derivado de anticuerpo se usara en una terapia en condiciones definidas,
etc.
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Il. METODOS DE IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS ANTIIDIOTIPO

En algunos casos, se divulga un método para identificar un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno
que se une especificamente a un anticuerpo diana o a un fragmento de unién a antigeno del mismo, tal como mediante
el uso de métodos de hibridoma con un inmunégeno que comprende el anticuerpo diana o un fragmento del mismo
(véase, por ejemplo, Kohler y Milstein, Nature, 256: 495 (1975) y Sergeeva et al., Blood, 117(16): 4262-4272). El
inmunégeno puede comprender una fraccién potenciadora de la inmunogenicidad fusionada al anticuerpo diana o
fragmento. Esta fraccién potenciadora de la inmunogenicidad puede tener propiedades que incluyen, sin limitacién,
aumento de la solubilidad y la semivida del inmunégeno. Las fracciones potenciadoras de la inmunogenicidad
ilustrativas incluyen dominios Fc o fragmentos de los mismos. En algunos casos, la fraccién potenciadora de la
inmunogenicidad es un dominio Fc (tal como de IgG1, opcionalmente humano). En algunos casos, la fraccién
potenciadora de la inmunogenicidad es un dominio Fc (tal como de IgG1, opcionalmente humano) que carece de toda
0 una parte de la regién bisagra.

En algunos casos, se divulga un método para identificar un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno
que se une especificamente a un anticuerpo diana o a un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende:
(a) introducir en un sujeto un inmunégeno soluble que comprende un fragmento de unién a antigeno del anticuerpo
diana fusionado a una fraccién potenciadora de la inmunogenicidad; y (b) identificar un anticuerpo del sujeto que se
une especificamente al anticuerpo diana o a fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el fragmento
de unién a antigeno comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera variable del
anticuerpo diana. En algunos casos, el fragmento de unién a antigeno es un fragmento de cadena Unica. En algunos
casos, el fragmento de unién a antigeno es un scFv. En algunos casos, el fragmento de unién a antigeno estéa dentro
o incluido en el dominio de unién al antigeno de la porcién extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR).

En algunos casos, la fraccién potenciadora de la inmunogenicidad es un dominio Fc o fragmento del mismo, que
opcionalmente es un Fc de IgG1 humana. En algunos casos, la fracciéon potenciadora de la inmunogenicidad es un
dominio Fc que carece de la regiéon bisagra. En algunos casos, la fraccién potenciadora de la inmunogenicidad
comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 32.

En algunos casos, la identificacién del anticuerpo comprende el uso de técnicas de hibridoma para identificar clones
de anticuerpos individuales producidos por el sujeto y examinar los clones para determinar su unién al anticuerpo
diana o a fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, la identificacién del anticuerpo comprende: (i)
aislar linfocitos B del bazo del sujeto y fusionarlas con linfocitos B inmortalizados para generar hibridomas; (ii) examinar
los hibridomas para determinar la produccién de anticuerpos que se unen especificamente al anticuerpo diana o al
fragmento de unién a antigeno del mismo o a un receptor de antigeno quimérico que comprende el fragmento de unidn
a antigeno; y (iii) secuenciar un anticuerpo de un hibridoma que produce un anticuerpo que se une especificamente al
anticuerpo diana o al fragmento de unién a antigeno, identificando asi el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la
deteccién de un hibridoma comprende determinar la afinidad de unién del anticuerpo del hibridoma por una molécula
diana que comprende el anticuerpo diana o un idiotipo del anticuerpo diana, tal como un scFv o un CAR o fragmento
del mismo que comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera variable del anticuerpo
diana, o porciones de las mismas, tal como una o mas de las CDR de las regiones VH y/o VL. En algunos casos, la
deteccién de un hibridoma comprende ademés determinar la afinidad de unién del anticuerpo del hibridoma por una
molécula no diana que no comprende un idiotipo del anticuerpo diana, tal como un Fc o fragmento del mismo u otro
anticuerpo o fragmento del mismo que no comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regién de cadena
ligera variable del anticuerpo diana, o porciones de las mismas, tal como una o més de las CDR de las regiones VH
y/o VL, en donde la unién del anticuerpo de hibridoma a la molécula diana pero no a la molécula no diana indica que
el anticuerpo de hibridoma se une especificamente al anticuerpo diana.

En algunos de estos casos, el método comprende: (a) introducir en un sujeto un inmundgeno soluble que comprende
un scFv del anticuerpo diana fusionado a un dominio Fc o un fragmento del mismo; y (b) identificar un anticuerpo del
sujeto que se une especificamente a una molécula que comprende un idiotipo del anticuerpo diana, tal como el
inmunégeno. En algunos casos, el scFv esta dentro o incluido en el dominio de unién al antigeno de la porcidén
extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, el dominio Fc o un fragmento del mismo
es un Fc de IgG1 humana o un fragmento del mismo. En algunos casos, el dominio Fc o fragmento del mismo es un
dominio Fc que carece de la regién bisagra. En algunos casos, el dominio Fc o fragmento del mismo comprende la
secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 32. En algunos casos, la identificacion del anticuerpo
comprende el uso de técnicas de hibridoma para identificar clones de anticuerpos individuales producidos por el sujeto
y examinar los clones de anticuerpos para determinar su unién a una molécula que comprende un idiotipo del
anticuerpo diana, tal como el inmunégeno. En algunos casos, la identificacién del anticuerpo comprende: (i) aislar
linfocitos B del bazo del sujeto y fusionarlas con linfocitos B inmortalizados para generar hibridomas; (ii) examinar los
hibridomas para determinar la produccién de anticuerpos que se unen especificamente a una molécula que comprende
un idiotipo del anticuerpo diana, tal como el inmunégeno; vy (iii) secuenciar un anticuerpo de un hibridoma que produce
un anticuerpo que se une especificamente a una molécula que comprende un idiotipo del anticuerpo diana, tal como
el inmunégeno, identificando asi el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la deteccién de un hibridoma comprende
determinar la afinidad de unién del anticuerpo del hibridoma por una molécula diana que comprende un idiotipo del
anticuerpo diana, tal como el inmundgeno, un scFv o un CAR o fragmento del mismo que comprende la regién de
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cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera variable del anticuerpo diana, o porciones de las mismas, tal
como una o mas de las CDR de las regiones VH y/o VL. En algunos casos, la deteccién de un hibridoma comprende
ademas determinar la afinidad de unién del anticuerpo del hibridoma por una molécula no diana que no comprende
un idiotipo del anticuerpo diana, tal como un Fc o fragmento del mismo u otro anticuerpo o fragmento del mismo que
no comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera variable del anticuerpo diana, o
porciones de las mismas, tal como una o méas de las CDR de las regiones VH y/o VL, en donde la unién del anticuerpo
de hibridoma a la molécula diana pero no a la molécula no diana indica que el anticuerpo de hibridoma se une
especificamente al anticuerpo diana.

En algunos de estos casos, el método comprende: (a) introducir en un sujeto un inmundgeno soluble que comprende
un scFv del anticuerpo diana fusionado a un dominio Fc o un fragmento del mismo; y (b) identificar un anticuerpo del
sujeto que (i) se une a una molécula que comprende un idiotipo del anticuerpo diana, tal como el inmunégeno, un scFv
o un CAR o fragmento del mismo que comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera
variable del anticuerpo diana, o porciones de las mismas, tal como una o mas de las CDR de las regiones VH y/o VL;
y (ii) no se une a una molécula no diana que no comprende un idiotipo del anticuerpo diana, tal como un Fc o fragmento
del mismo u otro anticuerpo o fragmento del mismo que no comprende la regién de cadena pesada variable y/o la
regiéon de cadena ligera variable del anticuerpo diana, o porciones de las mismas, tal como una o més de las CDR de
las regiones VH y/o VL. En algunos casos, el scFv esta dentro o incluido en el dominio de unién al antigeno de la
porcién extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, el dominio Fc o un fragmento del
mismo es un Fc de IgG1 humana o un fragmento del mismo. En algunos casos, el dominio Fc o fragmento del mismo
es un dominio Fc que carece de la regién bisagra. En algunos casos, el dominio Fc o fragmento del mismo comprende
la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 32. En algunos casos, la identificacién del anticuerpo
comprende el uso de técnicas de hibridoma para identificar clones de anticuerpos individuales producidos por el sujeto
y examinar los clones para determinar la unién de los clones de anticuerpo a las moléculas diana y no diana. En
algunos casos, la identificacién del anticuerpo comprende: (i) aislar linfocitos B del bazo del sujeto y fusionarlas con
linfocitos B inmortalizados para generar hibridomas; (ii) examinar los hibridomas para detectar la produccién de
anticuerpos que se unen a la molécula diana pero no a la molécula no diana; y (iii) secuenciar un anticuerpo de un
hibridoma que produce un anticuerpo que se une a la molécula diana pero no a la molécula no diana, identificando asi
el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la deteccidén de un hibridoma comprende determinar la afinidad de unién
del anticuerpo del hibridoma por la molécula diana y la molécula no diana.

En algunos de estos casos, el método comprende: (a) introducir en un sujeto un inmundgeno soluble que comprende
un scFv derivado del anticuerpo FMCB83 (tal como un scFv que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 34) fusionado a un dominio Fc o un fragmento del mismo; y (b) identificar un anticuerpo del sujeto que (i) se une
a una molécula que comprende un idiotipo del anticuerpo FMC83, tal como el inmundgeno, un scFv o un CAR o
fragmento del mismo que comprende la regiéon de cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera variable del
anticuerpo FMCE3, o porciones de las mismas, tal como una o mas de las CDR de las regiones VH y/o VL, y (ii) no se
une a una molécula no diana que no comprende un idiotipo del anticuerpo FMC63, tal como un Fc o fragmento del
mismo u otro anticuerpo o fragmento del mismo que no comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regidén
de cadena ligera variable del anticuerpo FMC63, o porciones de las mismas, tal como una o mas de las CDR de las
regiones VH y/o VL. En algunos casos, el inmunégeno comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 34 y la SEQ ID NO:32, opcionalmente separados por un enlazador, por ejemplo, establecido en la SEQ ID
NO:33. En algunos casos, el inmundégeno comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 35. En algunos
casos, el anticuerpo identificado en (b) se une al inmundgeno y no se une ni a un dominio Fc ni a un fragmento del
mismo ni a una molécula que comprende un scFv derivado del anticuerpo SJ25C1 (tal como un scFv que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28). En algunos casos, el anticuerpo identificado en (b) se une a una
molécula diana que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 34 o0 35 y no se une ni a una molécula
no diana que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 32 ni a una molécula no diana que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28.

En algunos de estos casos, el método comprende: (a) introducir en un sujeto un inmundgeno soluble que comprende
un scFv derivado del anticuerpo SJ25C1 (tal como un scFv que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 28) fusionado a un dominio Fc o un fragmento del mismo; y (b) identificar un anticuerpo del sujeto que (i) se
une a una molécula que comprende un idiotipo del anticuerpo SJ25C1, tal como el inmundgeno, un scFv o un CAR o
fragmento del mismo que comprende la regiéon de cadena pesada variable y/o la regién de cadena ligera variable del
anticuerpo SJ25C1, o porciones de las mismas, tal como una o mas de las CDR de las regiones VH y/o VL; y (ii) no
se une a una molécula no diana que no comprende un idiotipo del anticuerpo SJ25C1, tal como un Fc o fragmento del
mismo u otro anticuerpo o fragmento del mismo que no comprende la regién de cadena pesada variable y/o la regidén
de cadena ligera variable del anticuerpo SJ25C1, o porciones de las mismas, tal como una o mas de las CDR de las
regiones VH y/o VL. En algunos casos, el inmunégeno comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ
ID NO: 28 y la SEQ ID NO:32, opcionalmente separados por un enlazador, por ejemplo, establecido en la SEQ ID
NO:33. En algunos casos, el anticuerpo identificado en (b) se une al inmunégeno y no se une ni a un dominio Fc nia
un fragmento del mismo ni a una molécula que comprende un scFv derivado del anticuerpo FMC83 (tal como un scFv
que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 34). En algunos casos, el anticuerpo identificado en
(b) se une a una molécula diana que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 28 y no se une ni a
una molécula no diana que comprende la secuencia de aminoécidos de la SEQ ID NO: 32 ni a una molécula no diana
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que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 34.

En algunos casos, la identificacién del anticuerpo comprende el uso de técnicas de hibridoma para identificar clones
de anticuerpos individuales producidos por el sujeto y examinar los clones para determinar la unién de los clones de
anticuerpo a las moléculas diana y no diana. En algunos casos, la identificacién del anticuerpo comprende: (i) aislar
linfocitos B del bazo del sujeto y fusionarlas con linfocitos B inmortalizados para generar hibridomas; (ii) examinar los
hibridomas para detectar la produccién de anticuerpos que se unen a la molécula diana pero no a la molécula no
diana; y (iii) secuenciar un anticuerpo de un hibridoma que produce un anticuerpo que se une a la molécula diana pero
no a la molécula no diana, identificando asi el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la detecciéon de un hibridoma
comprende determinar la afinidad de unién del anticuerpo del hibridoma por la molécula diana y la molécula no diana.

En un caso de ejemplo, la identificacién de anticuerpos antiidiotipo que reconocen la porcién scFv de un receptor de
antigeno quimérico anti-CD19 (CAR) ilustrativo que contiene un scFv anti-CD19 derivado de SJ25C1 se puede generar
utilizando un inmunégeno que comprende la secuencia que se establece a continuacién:

EVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWIGQIYPGDG
DTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSEDSAVYFCARKTISSVVDFYFDYW
GQGTTVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPKFMSTSVGDRYSVTCKASQNVGT
NVAWYQQKPGQSPKPLIYSATYRNSGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADYFC QQYNRYPYTSGGGTKLEIKR
(SEQ ID NO: 28). En algunos casos, el inmundégeno puede contener ademas un dominio Fc o un fragmento del mismo,
por ejemplo, como se establece en la SEQ ID NO:32.

En un caso de ejemplo, la identificacién de anticuerpos antiidiotipo que reconocen la porcién scFv de un receptor de
antigeno quimérico anti-CD19 (CAR) ilustrativo que contiene un scFv anti-CD19 derivado de FMC63 se puede generar
utilizando un inmunégeno que comprende la secuencia que se establece a continuacién:

DIQMTQTTSSLSASLGDR VTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSGV
PSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPY TFGGGTKLEITGSTSGSGKPG
SGEGSTKGEVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLG
VIWGSETTY YNSALKSRLTIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTALY YCAKHYYYGGSYA
MDYWGQGTSVTVSS (SEQ ID NO:34),

En algunos casos, el inmunégeno puede contener ademas un dominio Fc o un fragmento del mismo, por ejemplo,
como se establece en la SEQ ID NO:32. En algunos casos, la identificaciéon de anticuerpos antiidiotipo que reconocen
la porcidén scFv de un receptor de antigeno quimérico anti-CD19 (CAR) ilustrativo que contiene un scFv anti-CD19
derivado de FMC63 se puede generar utilizando un inmundégeno que comprende la secuencia que se establece a
continuacion:

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVKLLIYHTSRLHSGVPSRFS
GSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGNTLPY TFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTKGEV
KLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTYYNSALK
SRLTIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSSPCPAPE
LLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
YNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQ
QGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 35).

lll. RECEPTORES DE ANTIGENOS QUIMERICOS (CARS) Y CELULAS MODIFICADAS GENETICAMENTE

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipicos divulgados se unen especificamente a una porcién de unién al
antigeno de un receptor de antigeno quimérico (CAR), tal como un CAR anti-CD 19 que contiene una porcién de unién
al antigeno derivada del anticuerpo SJ25C1 o FMC83. En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo divulgados se
unen a dichos CAR expresados en una célula, tal como las células utilizadas en relacién con la terapia celular adoptiva.
En algunos casos, las células incluyen uno o mas écidos nucleicos introducidos mediante genomodificacién, y de ese
modo expresan los productos CAR recombinantes o genomodificados de dichos &cidos nucleicos. En algunos casos,
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los receptores quiméricos, cuando se modifican genéticamente en las células inmunitarias, pueden modular la
actividad de los linfocitos T, y, en algunos casos, pueden modular la diferenciacién o la homeostasis de los linfocitos
T, obteniéndose de este modo células modificadas genéticamente con mayor longevidad, supervivencia y/o
persistencia in vivo, tal como para uso en métodos de terapia celular adoptiva. En algunos casos, los anticuerpos
antiidiotipicos divulgados se pueden utilizar en métodos para modular una o mas de estas actividades, incluyendo
para activar, estimular y/o expandir células disefiadas que expresan el CAR diana.

En algunos casos, las células incluyen uno o mas acidos nucleicos introducidos mediante ingenieria genética de
acuerdo con los métodos divulgados y de ese modo expresan productos recombinantes o genomodificados de dichos
acidos nucleicos. En algunos casos, los acidos nucleicos son heterélogos, es decir, normalmente no estan presentes
en una célula o muestra obtenida de la célula, tal como una obtenida de otro organismo o célula, que, por ejemplo,
normalmente no se encuentra en la célula que se estd modificando por ingenieria y/o en un organismo del que se
obtiene dicha célula. En algunos casos, los 4cidos nucleicos no son de origen natural, tal como un &cido nucleico que
no se encuentra en la naturaleza, incluyendo uno que comprende combinaciones quiméricas de acidos nucleicos que
codifican diversos dominios de multiples tipos de células diferentes. En casos particulares, los acidos nucleicos
contienen un gen que codifica un CAR.

En algunos casos, los métodos divulgados pueden llevarse a cabo simultaneamente, secuencialmente o
simultdneamente con una o mas etapas de procesamiento para fabricar o preparar células modificadas genéticamente.
Las etapas de procesamiento de los métodos pueden incluir uno o méas de varias etapas de procesamiento celular,
solos 0 en combinacién. En casos particulares, las etapas de procesamiento incluyen la transduccién o transfeccién
de las células con uno o mas acidos nucleicos, por ejemplo, un polinucleétido heterdlogo que comprende un gen que
codifica un receptor recombinante. En determinados casos, las células se transducen con particulas de vector virico
que contienen un vector retrovirico, tal como uno que codifica un producto recombinante para su expresién en las
células. En determinados casos, las células se transfectan con uno o més acidos nucleicos no viricos, por ejemplo, un
plasmido episomal o un transposén. Los métodos pueden incluir ademés y/o alternativamente otras etapas de
procesamiento, tales como etapas para el aislamiento, separacidén, seleccién, lavado, suspensién, dilucién,
concentracién y/o formulacién de las células. En algunos casos, los métodos también pueden incluir una etapa ex vivo
para el cultivo, estimulacién o expansién de células (por ejemplo, estimulacion de las células, por ejemplo, para inducir
su proliferacién y/o activacién), que, en algunos casos, puede llevarse a cabo de acuerdo con los métodos divulgados.
En algunos casos, los métodos incluyen aislar células del sujeto, prepararlas, procesarlas, cultivarlas y/o disefiarlas y
reintroducirlas en el mismo sujeto, antes o después de su crioconservacion.

En algunos casos, el método incluye etapas de procesamiento realizadas en un orden en el cual: células, por ejemplo,
células primarias, se aislan primero, tal como por seleccién o separacién, de una muestra bioldgica; las células
seleccionadas se incuban con particulas de vector virico para la transduccién; y las células transducidas se formulan
en una composicién. En algunos casos, las células transducidas se activan, expanden o propagan ex vivo, tal como
mediante estimulacién en presencia de un reactivo de estimulacién, de acuerdo con los métodos divulgados. En
algunos casos, el método puede incluir una o mas etapas de procesamiento entre las que se incluyen lavado,
suspension, dilucién y/o concentracién de las células, que puede ocurrir antes de, durante o simultaneamente con o
después de uno o mas de las etapas de aislamiento, tal como separacién o seleccidn, transduccién, estimulacién y/o
formulacién.

En casos particulares, las células que se van a transfectar o transducir no se aislan, seleccionan ni enriquecen antes
del contacto con los uno o mas acidos nucleicos. En algunos casos, las células no se seleccionan antes de ponerlas
en contacto con el uno o mas acidos nucleicos. En algunos casos, las células que se van a transfectar o transducir no
se enriquecen antes de ponerlas en contacto con los uno o méas 4cidos nucleicos.

En algunos casos, una o mas de las etapas de procesamiento celular en relacién con la preparacién, procesamiento
y/o incubacion de las células en relacion con el método divulgado, incluso en relaciéon con la preparacién de una
composicién que contenga células modificadas genéticamente, puede llevarse a cabo en la cavidad interna de una
camara centrifuga, tal como una cadmara sustancialmente rigida que generalmente tiene forma cilindrica y puede girar
alrededor de un eje de rotacién, que puede aportar determinadas ventajas frente a otros métodos disponibles. En
algunos casos, todas las etapas de procesamiento se llevan a cabo en la misma camara centrifuga. En algunos casos,
una o mas etapas de procesamiento se llevan a cabo en diferentes cdmaras centrifugas, tal como mdultiples cdmaras
centrifugas del mismo tipo. Dichos métodos incluyen cualquiera de los descritos en la publicacién internacional nimero
W0O2016/073602.

Algunos ejemplos de camaras centrifugas incluyen las producidas y vendidas por Biosafe SA, incluidas las que se
utilizan con el sistema Sepax® y Sepax® 2, incluidas las camaras centrifugas A-200/F y A-200 y diversos Kits para su
uso con dichos sistemas. Ejemplos de camaras, sistemas e instrumentos de procesamiento y armarios se describen,
por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 6.123.655, la Patente de Estados Unidos n.° 6.733.433 y la Solicitud
de Patente de Estados Unidos publicada, N.° de publicaciéon: US 2008/0171951, y solicitud de patente internacional
publicada, publicacién N.°© WO 00/38762. Dependiendo del proceso en particular (por ejemplo, dilucién, lavado,
transduccién, formulacién), esté dentro del nivel de un experto en la técnica elegir un kit particular que sea apropiado
para el proceso. Algunos ejemplos de kits para usar con estos sistemas son, pero no se limitan a, kits de un solo uso
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vendidos por BioSafe SA con el nombre de producto CS-430.1, CS-490.1, CS-600.1 o CS-900.2.

En algunos casos, el sistema esta incluido con y/o asociado con otros instrumentos, incluidos los instrumentos para
operar, automatizar, controlar y/o monitorizar aspectos de las diversas etapas de procesamiento realizadas en el
sistema. En algunos casos, estos instrumentos estdn contenidos dentro de un armario. En algunos casos, los
instrumentos incluyen un armario, que incluye una carcasa que contiene circuitos de control, una centrifuga, una
cubierta, motores, bombas, sensores, pantallas y una interfaz de usuario. Un dispositivo ilustrativo se describe en la
patente de Estados Unidos N.° 6.123.655, la patente de Estados Unidos N.° 6.733.433 y el documento US
2008/0171951.

En algunos casos, el sistema comprende una serie de recipientes, por ejemplo, bolsas, tubos, llaves de paso,
abrazaderas, conectores, y una camara de centrifugado. En algunos casos, los contenedores, tales como bolsas,
incluyen uno o més recipientes, tales como bolsas, que contiene las células que se van a transducir o transfectar y las
particulas del vector, por ejemplo, particulas de vectores viricos o pldsmidos no viricos, en el mismo recipiente o en
recipientes separados, tal como la misma bolsa o bolsas separadas. En algunos casos, el sistema incluye ademas
uno o mas recipientes, tales como bolsas, que contienen medio, tal como diluyente y/o solucién de lavado, que se
introduce en la cdmara y/o en otros componentes para diluir, resuspender y/o lavar los componentes y/o
composiciones durante los métodos. Los recipientes pueden conectarse en una o mas posiciones del sistema, tal
como en una posicién correspondiente a una linea de entrada, linea de diluyente, linea de lavado, linea de residuos
y/o linea de salida.

En algunos casos, el sistema, tal como un sistema cerrado, es estéril. En algunos casos, todas las conexiones de los
componentes del sistema, tal como entre una linea de tuberia y un contenedor a través de un conector, se realizan en
condiciones estériles. En algunos casos, las conexiones se realizan bajo flujo laminar. En algunos casos, las
conexiones se realizan mediante un dispositivo de conexién estéril que produce conexiones estériles, tales como
soldaduras estériles, entre un tubo y un recipiente. En algunos casos, un dispositivo de conexién estéril efectia la
conexién en condiciones térmicas lo suficientemente altas para mantener la esterilidad, tales como temperaturas de
al menos el 200 °C, tal como de al menos 260 °C o 300 °C.

En algunos casos, el sistema puede ser desechable, tal como un kit de un solo uso. En algunos casos, un kit de un
solo uso puede utilizarse en una pluralidad de ciclos de un proceso o procesos, tal como al menos 2, 3, 4, 5 0 mas
veces, por ejemplo, en procesos que ocurren de manera continua o semicontinua. En algunos casos, el sistema, tal
como un kit de un solo uso, se utiliza para procesar células de un solo paciente. En aspectos de los métodos, los
procesos no necesitan realizarse en el mismo sistema cerrado, tal como en la misma cdmara centrifuga, pero pueden
realizarse bajo un sistema cerrado diferente, tal como en una cdmara centrifuga diferente; en algunos casos, estas
diferentes camaras centrifugas se encuentran en los puntos respectivos de los métodos colocados en asociacidén con
el mismo sistema, tal como colocados en asociacién con la misma centrifuga. En algunos casos, todas las etapas de
procesamiento se realizan en un sistema cerrado, en el que la totalidad o un subconjunto de cada uno o mas pasos
de procesamiento se realiza en la misma cdmara centrifuga o en una diferente.

A. Receptores de antigenos quiméricos diana (CAR)

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipicos divulgados se unen especificamente al dominio extracelular de un
CAR diana que contiene un dominio de unién a antigeno de un anticuerpo o fragmento de anticuerpo que proporciona
especificidad para un antigeno deseado (por ejemplo, antigeno tumoral) y que esta operativamente unido o conectado
a un dominio de sefializacién intracelular. En algunos casos, el dominio de unién al antigeno incluye el anticuerpo
SJ25C1 o un fragmento de anticuerpo o porcién derivado de SJ25C1. En algunos casos, el dominio de unién al
antigeno incluye el anticuerpo FMC63 o un fragmento de anticuerpo o porcién derivado de FMC63. En algunos casos,
el dominio de sefializacién intracelular es una porcién de dominio intracelular activador, tal como un dominio activador
de linfocitos T, que proporciona una sefial de activacién primaria. En algunos casos, el dominio de sefializacién
intracelular contiene o contiene adicionalmente un dominio de sefializacién coestimulador para facilitar las funciones
efectoras.

En algunos casos, se divulgan células manipuladas genéticamente, tales como linfocitos T, se divulga que expresan
un CAR con especificidad para un antigeno particular (o marcador o ligando), tal como un antigeno expresado en la
superficie de un tipo celular particular. En algunos casos, el antigeno es un polipéptido. En algunos casos, es un
hidrato de carbono u otra molécula. En algunos casos, el antigeno se expresa o se sobreexpresa selectivamente en
células de la enfermedad o afeccién, por ejemplo, las células tumorales o patégenas, en comparacién con células o
tejidos normales o no diana. En otros casos, el antigeno se expresa en células normales y/o se expresa en células
disefiadas.

En casos particulares, el receptor recombinante, tal como un receptor quimérico, contiene una regidén de sefializacion
intracelular, que incluye un dominio de sefalizacion citoplasmatica (también denominado indistintamente dominio de
sefializacién intracelular), tal como una regién citoplasmatica (intracelular) capaz de inducir una sefial de activacién
primaria en un linfocito T, por ejemplo, un dominio de sefializacién citoplasmética de un componente del receptor de
linfocitos T (TCR) (por ejemplo, un dominio de sefializacidn citoplasmatica de una cadena zeta de una cadena CD3-
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zeta (CD3¢) o una variante funcional o porcién de sefializacién de la misma) que comprende un motivo de activacion
inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM).

En algunos casos, el receptor quimérico contiene ademas un dominio extracelular de unién a ligando que se une
especificamente a un ligando (por ejemplo, antigeno). En algunos casos, el receptor quimérico es un CAR que contiene
un dominio extracelular de reconocimiento de antigeno que se une especificamente a un antigeno. En algunos casos,
el ligando, tal como un antigeno, es una proteina que se expresa en la superficie de las células. En algunos casos, el
CAR es un CAR de tipo TCR y el antigeno es un antigeno peptidico procesado, tal como un antigeno peptidico de una
proteina intracelular, que, al igual que un TCR, es reconocido en la superficie celular en el contexto de una molécula
del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, major histocompatibility complex).

Los receptores de antigenos ilustrativos, incluidos los CAR, y los métodos para genomodificar e introducir dichos
receptores en las células, incluyen los descritos, por ejemplo, en las publicaciones de solicitud de patente internacional
nimero WO200014257, W02013126726, W02012/129514, W02014031687, W02013/166321, WO2013/071154,
WO2013/123061, las publicaciones de solicitud de patente de Estados Unidos ndmero US2002131960,
US2013287748, US20130149337, en la patentes de Estados Unidos N.°: 6451995, 7.446.190, 8252592, 8.339.645,
8.398.282, 7.446.179, 6.410.319, 7.070.995, 7.265.209, 7.354.762, 7.446.191, 8.324.353 y 8.479.118, y la solicitud de
patente europea numero EP2537416, y/o los descritos por Sadelain et al., Cancer Discov. abril de 2013; 3(4). 388-
398; Davila et al. (2013) PLoS ONE 8(4): e61338; Turtle et al., Curr. Opin. Immunol., octubre de 2012; 24(5): 633-39;
Wu et al., Cancer, 18 de marzo de 2012 (2): 160-75. En algunos aspectos, los receptores de antigeno incluyen un
CAR como se describe en la patente de Estados Unidos N.% 7.446.190 y los descritos en la publicacidén de solicitud
de patente internacional N.°: WO/2014055668 A1. Como ejemplos de los CAR se incluyen los CAR que se desvelan
en cualquiera de las publicaciones mencionadas anteriormente, tal como el documento WO02014031687, la patente
de Estados Unidos N.° 8.339.645, la patente de Estados Unidos N.° 7.446.179, US 2013/0149337, la patente de
Estados Unidos N.°: 7446190, la patente de Estados Unidos N.°: 8.389.282, Kochenderfer et al., 2013, Nature Reviews
Clinical Oncology, 10, 267-276 (2013); Wang et al. (2012) J. Immunother. 35(9): 689-701; y Brentjens et al., Sci Transl
Med. 2013 5(177). Véanse también los documentos W02014031687, la patente de Estados Unidos N.° 8.339.645, la
patente de Estados Unidos N.© 7.446.179, US 2013/0149337, la patente de Estados Unidos N.% 7.446.190 y la patente
de Estados Unidos N.°: 8.389.282.

En algunos casos, el CAR se construye con una especificidad para un antigeno particular (o marcador o ligando), tal
como un antigeno expresado en un tipo de célula particular al que se dirigira la terapia adoptiva, por ejemplo, un
marcador de cancer y/o un antigeno previsto para inducir una respuesta amortiguadora, tal como un antigeno
expresado en un tipo de célula normal o no enferma. Por lo tanto, el CAR incluye normalmente en su porcién
extracelular una o mas moléculas de unién a antigeno, tales como uno o mas fragmentos de unién a antigeno, dominio,
o porcién, 0 uno o més dominios variables de anticuerpo, y/o moléculas de anticuerpo. En algunos casos, el CAR
incluye una porcién de unién a antigeno o porciones de una molécula de anticuerpo, tal como un fragmento de
anticuerpo monocatenario (scFv) que proviene de las cadenas pesada variable (VH, variable heavy) y ligera variable
(VL, variable light) de un anticuerpo monoclonal (mAb, monoclonal antibody).

En algunos casos, el anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo se expresa en células como parte de un
CAR. Generalmente, un CAR que contiene un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno que presenta una
especificidad similar al TCR dirigida contra complejos péptido-MHC, también puede denominarse CAR similar al TCR.
En algunos casos, el dominio de unién a antigeno extracelular especifico para un complejo MHC-péptido de un CAR
similar al TCR, est4 unido a uno o0 mas componentes de sefializacidn intracelular, en algunos aspectos a través de
enlazadores y/o dominio(s) transmembrana. En algunos casos, dichas moléculas normalmente imitan o se aproximan
a una sefial a través de un receptor de antigeno natural, tal como un TCR, y, opcionalmente, una sefial a través de
dicho receptor junto con un receptor coestimulador.

En algunos casos, el receptor recombinante, tal como un receptor quimérico (por ejemplo CAR), incluye un dominio
de unidn a ligando que se une, tal como se une especificamente, a un antigeno (0 a un ligando). Entre los antigenos
dirigidos por los receptores quiméricos se encuentran los expresados en el contexto de una enfermedad, afeccién o
tipo de célula a la que se dirigird a través de la terapia celular adoptiva. Entre las enfermedades y afecciones se
encuentran los trastornos y enfermedades proliferativos, neoplasicos y malignos, incluidos céanceres y tumores,
incluidos canceres hematicos, canceres del sistema inmunitario, tales como linfomas, leucemias y/o mielomas, tal
como por ejemplo leucemias de linfocitos B, T y mieloides, linfomas y mieloma mdaltiple.

En algunos casos, el antigeno (o un ligando) es un polipéptido. En algunos casos, es un hidrato de carbono u otra
molécula. En algunos casos, el antigeno (o un ligando) se expresa o se sobreexpresa selectivamente en las células
de la enfermedad o afeccién, por ejemplo, las células tumorales o patdgenas, en comparacién con células o tejidos
normales o no diana. En otros casos, el antigeno se expresa en células normales y/o se expresa en células disefiadas.

En algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno (por ejemplo, scFv) que
reconoce especificamente un antigeno, tal como un antigeno intacto, expresado en la superficie de una célula.

En algunos casos, el antigeno (o un ligando) es un antigeno tumoral o marcador de cancer. En algunos casos, el
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antigeno (o un ligando) es integrina avp6 (integrina avb6), El antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), B7-H8,
anhidrasa carbénica 9 (CA9, también conocida como CAIX o G250), un antigeno del cancer de testiculo, antigeno 1B
de cancer/testiculo (CTAG, también conocido como NY-ESO-1 y LAGE-2), antigeno carcinoembrionario (CEA), una
ciclina, ciclina A2, ligando 1 de quimiocinas con motivo C-C (CCL-1), CD19, CD20, CD22, CD23, CD24, CD30, CD33,
CD38, CD44, CD44ve, CD44v7/8, CD123, CD138, CD 171, proteina del factor de crecimiento epidérmico (EGFR),
proteina truncada del factor de crecimiento epidérmico (tEGFR), mutacién del receptor del factor de crecimiento
epidérmico de tipo Il (EGFR vlll), glucoproteina 2 epitelial (EPG-2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), efrina B2,
receptor de efrina A2 (EPHa2), receptor de estrégenos, receptor Fc de tipo 5 (FCRLS; también conocido como receptor
Fc homélogo 5 o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal), una proteina fijadora de folato (FBP), receptor
alfa de folato, receptor de acetilcolina fetal, gangliésido GD2, GD2 O-acetilado (OGD2), gangliésido GD3,
glucoproteina 100 (gp100), Her2/neu (tirosina cinasa receptora erbB2), Her3 (erb-B3), Her4 (erb-B4), dimeros erbB,
antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA) humano, antigeno de superficie de la hepatitis B,
antigeno leucocitario humano A1 (HLA-A1), antigeno leucocitario humano A2 (HLA-A2), receptor alfa de IL-22 (IL-
22Ra), receptor IL-13 alfa 2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién de la quinasa (kdr), cadena ligera kappa,
molécula L1 de adhesion celular (L1CAM), epitopo CE7 de L1-CAM, miembro A de la familia 8 que contiene
repeticiones ricas en leucina (LRRC8A), Lewis Y, antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-AB,
mesotelina, c-Met, citomegalovirus murino (CMV), mucina 1 (MUC1), MUC16, ligandos de linfocitos citoliticos
naturales, grupo 2, miembro D (NKG2D), melan A (MART-1), molécula de adhesién celular neural (NCAM), antigeno
oncofetal, antigeno preferentemente expresado del melanoma (PRAME), receptor de progesterona, antigeno
especifico de préstata, antigeno de células madre de prostata (PSCA), antigeno de membrana especifico de préstata
(PSMA, del inglés "prostate specific membrane antigen"), receptor huérfano 1 similar al receptor tirosina quinasa
(ROR1), survivina, glicoproteina del trofoblasto (TPBG también conocida como 5T4), glicoproteina 72 asociada a
tumores (TAG72), receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR?2), tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico del patégeno, un antigeno asociado
con un marcador universal y/o moléculas biotiniladas y/o moléculas expresadas por y/o caracteristicas de o especificas
del VIH, VHC, VHB, VPH y/u otros patdégenos y/o versiones oncogénicas del mismo. Los antigenos a los que se dirigen
los receptores en algunos casos incluyen antigenos asociados con una neoplasia de linfocitos B, tal como cualquiera
de una serie de marcadores de linfocitos B conocidos. En algunos casos, el antigeno al que se dirige el receptor es
CD20, CD19, CD22, ROR1, CD45, CD21, CD5, CD33, Igkappa, Iglambda, CD79a, CD79b o CD30.

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

Los antigenos a los que se dirigen los receptores en algunos casos incluyen antigenos asociados con una neoplasia
de linfocitos B, tal como cualquiera de una serie de marcadores de linfocitos B conocidos. En algunos casos, el
antigeno al que se dirige el receptor es CD20, CD19, CD22, ROR1, CD45, CD21, CD5, CD33, Igkappa, Iglambda,
CD79a, CD79b o CD30. En algunos casos, el antigeno es CD19 y esté unido especificamente por un anticuerpo anti-
CD19, tal como SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno derivado de SJ25C1 o FMCE3 o un fragmento de unién
a antigeno derivado de FMC63.

En algunos casos, las proteinas de unién a antigeno, los anticuerpos y los fragmentos de unién a antigeno de los
mismos, reconocen especificamente un antigeno de un anticuerpo de longitud completa. En algunos casos, las
cadenas pesada y ligera de un anticuerpo pueden ser de longitud completa o pueden ser una porcién de unién a
antigeno (un Fab, F(ab")2, Fv o un Fv monocatenario (scFv)). En otros casos, la regién constante de la cadena pesada
del anticuerpo se elige entre, por ejemplo, IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, 1gA1, IgA2, IgD e IgE, especialmente se elige
entre, por ejemplo, 19G1, 1gG2, IgG3 y 1gG4, més particularmente, IgG1 (por ejemplo, IgG1 humana). En otro caso, la
regiéon constante de cadena ligera del anticuerpo se elige entre, por ejemplo, kappa o lambda, particularmente kappa.

Entre los anticuerpos desvelados se encuentran fragmentos de anticuerpos. Un "fragmento de anticuerpo" se refiere
a una molécula distinta de un anticuerpo inalterado que comprende una porcién de un anticuerpo inalterado que se
une al antigeno al que se une el anticuerpo inalterado. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen, pero sin
limitacién, Fv, Fab, Fab', Fab'-SH, F(ab')2; diacuerpos; anticuerpos lineales; regiones variables de cadena pesada
(VH), moléculas de anticuerpos monocatenarios tales como scFv y anticuerpos simples de dominio Unico VH; y
anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. En casos particulares, los anticuerpos
son fragmentos de anticuerpos monocatenarios que comprenden una regién de cadena pesada variable y/o una regién
de cadena ligera variable, tal como scFvs.

La expresion "regidn variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo
que esta implicada en la unién del anticuerpo al antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y la cadena
ligera (VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo nativo tienen generalmente estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones marco conservadas (FR) conservadas y tres CDR. (Véase, por ejemplo, Kindt et al.
Kuby Immunology, 6.2 ed., W. H. Freeman y Co., pagina 91 (2007). Un solo dominio VH o VL puede ser suficiente para
conferir especificidad de unién a antigeno. Adicionalmente, los anticuerpos que se unen a un antigeno en particular
se pueden aislar usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar una biblioteca de
dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano et a/., J. Immunol. 150:880-887
(1993); Clarkson et al., Nature 352:624-628 (1991).
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Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpo que comprenden la totalidad o una porcidén del
dominio variable de cadena pesada o la totalidad o una porcién del dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo.
En determinados casos, un anticuerpo de un solo dominio es un anticuerpo humano de un solo dominio. En algunos
casos, el CAR comprende un dominio de cadena pesada de anticuerpo que se une especificamente al antigeno, tal
como un marcador de cancer o un antigeno de superficie celular de una célula o enfermedad a la que se dirige, tal
como una célula tumoral o una célula cancerosa, tal como cualquiera de los antigenos diana descritos en el presente
documento o conocidos en la técnica.

Los fragmentos de anticuerpo pueden prepararse mediante diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitacion, la
digestién proteolitica de un anticuerpo inalterado, asi como la produccién por células hospedadoras recombinantes.
En algunos casos, los anticuerpos son fragmentos producidos de forma recombinante, tales como fragmentos que
comprenden disposiciones que no se dan de manera natural, tales como aquellos con dos 0 mas regiones de
anticuerpos o cadenas unidas por enlazadores sintéticos, por ejemplo, enlazadores peptidicos y/o que pueden no
producirse por digestidn enzimatica de un anticuerpo inalterado de origen natural. En algunos casos, los fragmentos
de anticuerpos son scFv.

Un anticuerpo "humanizado" es un anticuerpo en el que todos o sustancialmente todos los restos de aminoacidos de
la CDR provienen de CDR no humanas y todos o sustancialmente todos los restos de aminoécidos de la FR provienen
de FR humanas. Un anticuerpo humanizado puede incluir opcionalmente al menos una porcién de una regién
constante de anticuerpo que proviene de un anticuerpo humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo no
humano, se refiere a una variante del anticuerpo no humano que se ha humanizado, normalmente para reducir la
inmunogenicidad en seres humanos, a la vez que se conserva la especificidad y la afinidad del anticuerpo no humano
progenitor. En algunos casos, se sustituyen algunos restos de FR en un anticuerpo humanizado por restos
correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que proceden los restos de la CDR),
por ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los receptores quiméricos, tales como los CAR, suelen incluir un dominio extracelular de unién a antigeno, tal como
una porcién de una molécula de anticuerpo (por ejemplo, SJ25C1 o FMC63), generalmente una regién de cadena
pesada variable (VH) y/o una regién de cadena ligera variable (VL) del anticuerpo, por ejemplo, un fragmento de
anticuerpo scFv.

En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye una porcidn extracelular que contiene un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo. En algunos aspectos, el receptor de antigeno quimérico incluye una porcién extracelular que
contiene el anticuerpo o fragmento y un dominio de sefializacién intracelular. En algunos casos, el anticuerpo o
fragmento incluye un scFv. En algunos casos, el scFv se deriva de SJ25C1 y comprende la secuencia de aminoéacidos
establecida en la SEQ ID NO: 28. En algunos casos, el scFv se deriva de FMC63 y comprende la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 34.

En algunos casos, el receptor recombinante tal como el CAR, tal como la porcién de anticuerpo del mismo, ademas
incluye un espaciador, que puede ser o incluir al menos una porcién de una regién constante de inmunoglobulina o
una variante o versién modificada de la misma, tal como una regidén de bisagra, por ejemplo, una regién de bisagra de
IgG4 y/o una regién CH1/CL y/o Fc. En algunos casos, la regién o porcidén constante es de una IgG humana, tal como
IlgG4 o IgG1. En algunos aspectos, la porciéon de la regién constante sirve como una regién espaciadora entre el
componente de reconocimiento de antigeno, por ejemplo, scFv y dominio transmembrana. El espaciador puede tener
una longitud que proporcione una mayor capacidad de respuesta de la célula después de la unién del antigeno, en
comparacién con en ausencia del espaciador. En algunos ejemplos, el espaciador tiene aproximadamente 12
aminoacidos de longitud o no tiene mas de 12 aminoé&cidos de longitud. Los espaciadores ilustrativos incluyen aquellos
que tienen al menos de aproximadamente 10 a 229 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 200 aminoécidos,
aproximadamente de 10 a 175 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 150 aminoécidos, de aproximadamente 10 a
125 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 100 aminoé&cidos, aproximadamente de 10 a 75 aminoécidos,
aproximadamente de 10 a 50 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 40 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 30
aminodacidos, de aproximadamente de 10 a 20 aminoécidos, o de aproximadamente de 10 a 15 aminoacidos y que
incluyen cualquier nUmero entero entre los extremos de cualquiera de los intervalos enumerados. En algunos casos,
una regién espaciadora tiene aproximadamente 12 aminoacidos o menos, aproximadamente 119 aminoacidos o
menos, o aproximadamente 229 aminoacidos 0 menos. Los espaciadores ilustrativos incluyen solo la bisagra de 1gG4,
la bisagra de |gG4 unida a los dominios CH2 y CH3, o la bisagra de 1gG4 unida al dominio CH3. En algunos casos, el
espaciador tiene la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 150, y esta codificada por la secuencia establecida en la
SEQ ID NO: 151. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 152. En algunos
casos, el espaciador tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 153. Los espaciadores ilustrativos incluyen, pero
no se limitan a, los descritos en Hudecek et al. (2013) Clin. Cancer Res., 19: 3153, publicacidén de solicitud de patente
internacional niumero W02014031687, la patente US-8.822.647 o solicitud publicada. n.° US2014/0271635.

En algunos casos, la regién o porcidn constante es de IgD. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia

expuesta en la SEQ ID NO: 154. En algunos casos, el espaciador tiene una secuencia de aminoacidos que presenta
al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 mas de
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identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 3,4y 5.

En algunos casos, el receptor de antigeno comprende un dominio intracelular unido directa o indirectamente al dominio
extracelular. En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico incluye un dominio transmembrana que une el
dominio extracelular y el dominio de sefializacién intracelular. En algunos casos, el dominio transmembrana se fusiona
con el dominio extracelular. En algunos casos, el dominio de sefalizacion intracelular comprende un ITAM. Por
ejemplo, en algunos aspectos, el dominio de reconocimiento del antigeno (por ejemplo, el dominio extracelular)
generalmente estd unido a uno o méas componentes de sefializacién intracelular, tales como componentes de
sefializacién que imitan la activacién a través de un complejo de receptor de antigeno, tal como un complejo de TCR,
en el caso de un CAR, y/o sefial a través de otro receptor de superficie celular. En algunos casos, el receptor quimérico
comprende un dominio transmembrana unido o fusionado entre el dominio extracelular (por ejemplo, scFv)y el dominio
de sefializacién intracelular. Por lo tanto, en algunos casos, el componente de unién a antigeno (por ejemplo,
anticuerpo) esté unido a uno o mas dominios de sefializaciéon transmembrana e intracelular.

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

El dominio transmembrana, en algunos casos, procede de una fuente natural o de una fuente sintética. Cuando la
fuente es natural, el dominio, en algunos aspectos, proviene de cualquier proteina unida a la membrana o
transmembrana. Las regiones transmembrana incluyen las derivadas de (es decir, comprenden al menos la regién o
regiones transmembrana de) la cadena alfa, beta o zeta del receptor de linfocitos T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4,
CDS$, CD8, CD9, CD 16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD 134, CD137, CD 154. Como alternativa, en
algunos casos, el dominio transmembrana es sintético. En algunos aspectos, el dominio transmembrana sintético
comprende predominantemente restos hidréfobos tales como leucina y valina. En algunos aspectos, un triplete de
fenilalanina, triptéfano y valina se encontrara en cada extremo de un dominio transmembrana sintético. En algunos
casos, el enlace es mediante enlazadores, espaciadores y/o dominio(s) transmembrana. En algunos aspectos, el
dominio transmembrana contiene una porcién transmembrana de CD28.

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

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

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

El receptor, por ejemplo, el CAR, generalmente incluye al menos un componente o componentes de sefializacioén
intracelular. En algunos aspectos, el CAR incluye una secuencia de sefializacién citoplasmica primaria que regula la
activacién primaria del complejo TCR. Las secuencias de sefializacidn citopldsmicas primarias que actdan de manera
estimulante pueden contener motivos de sefializacién que se conocen como motivos de activaciéon inmunorreceptores
basados en tirosina o ITAM. Ejemplos de ITAM que contienen secuencias de seflalizacién citoplasméticas primarias
incluyen las derivadas de la cadena zeta de CD3, gamma de FcR, gamma de CD3, CD3 delta y CD3 épsilon. En
algunos casos, la(s) molécula(s) de sefializacién citoplasmatica en el CAR contiene(n) un dominio de sefializacién
citoplasmica, una porcién del mismo o una secuencia procedente de CD3 zeta.

En algunos casos, el receptor incluye un componente intracelular de un complejo de TCR, tal como una cadena CD3
de TCR que media la activacidn y citotoxicidad de los linfocitos T, por ejemplo, la cadena zeta de CD3. Por lo tanto,
en algunos aspectos, la porcién de unién a antigeno se une a uno o méas médulos de sefializacion celular. En algunos
casos, los médulos de sefializacidén celular incluyen el dominio transmembrana de CD3, los dominios de sefializacién
intracelular de CD3 y/u otros dominios transmembrana de CD. En algunos casos, el receptor, por ejemplo, CAR,
incluye ademas una porcién de una o mas moléculas adicionales tales como el receptor y de Fc, CD8, CD4, CD25 o
CD16. Por ejemplo, en algunos aspectos, el CAR u otro receptor quimérico incluye una molécula quimérica entre CD3-
zeta (CD3-C) o el receptor Fc y y CD8, CD4, CD25 o CD186.
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En algunos casos, tras la ligacién del CAR u otro receptor quimérico, el dominio citoplasmatico o el dominio de
sefializacién intracelular del receptor activa al menos una de las funciones efectoras normales o respuestas de la
célula inmunitaria, por ejemplo, un linfocito T modificado por ingenieria para expresar el CAR. Por ejemplo, en algunos
contextos, el CAR induce una funcién de un linfocito T, tal como la actividad citolitica o la actividad de los linfocitos T
colaboradores, tal como la secrecién de citocinas u otros factores. En algunos casos, se usa una porcién truncada de
un dominio de sefializacién intracelular de un componente del receptor de antigenos o molécula coestimuladora en
lugar de una cadena inmunoestimuladora inalterada, por ejemplo, si transduce la sefial de funcién efectora. En algunos
casos, el dominio o dominios de sefializacién intracelular incluyen las secuencias citoplasméticas del receptor de
linfocitos T (TCR) y, en algunos aspectos, también las de los correceptores que, en el contexto natural, actian en
concierto con dichos receptores para iniciar la transduccion de sefiales después de la participaciéon del receptor de
antigenos, y/o cualquier derivado o variante de dichas moléculas, y/o cualquier secuencia sintética que tenga la misma
capacidad funcional.

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

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

En algunos casos, el receptor quimérico para el antigeno contiene un dominio intracelular de una molécula
coestimuladora de linfocitos T. En algunos casos, el CAR incluye un dominio de sefializacién y/o una porcién
transmembrana de un receptor coestimulador, tal como CD28, 4-1BB, OX40, DAP10 e ICOS. En algunos aspectos, el
mismo CAR incluye tanto el componente activador como el coestimulador. En algunos casos, el receptor de antigeno
quimérico contiene un dominio intracelular derivado de una molécula coestimuladora de linfocitos T o una variante
funcional de la misma, tal como entre el dominio transmembrana y el dominio de sefializacién intracelular. En algunos
aspectos, la molécula coestimuladora de linfocitos T es CD28 o 41BB.

En algunos casos, el dominio de activacién esté incluido dentro de un CAR, mientras que el componente coestimulador
lo proporciona otro CAR que reconoce otro antigeno. En algunos casos, los CAR incluyen CAR activadores o
estimuladores, CAR coestimuladores, ambos expresados en la misma célula (véase el documento W0O2014/055668).
En algunos aspectos, las células incluyen uno o mas CAR estimuladores o activadores y/o un CAR coestimulador. En
algunos casos, las células incluyen ademas CAR inhibidores (iCAR, véase Fedorov et al., Sci. Transl. Medicine, 5(215)
(diciembre de 2013), tal como un CAR que reconoce un antigeno distinto del asociado y/o especifico de la enfermedad
o afeccidén, en donde una sefial activadora emitida a través del CAR dirigido a la enfermedad se ve disminuida o
inhibida por la unién del CAR inhibidor a su ligando, por ejemplo, para reducir los efectos inespecificos.

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

En algunos casos, el CAR abarca uno o mas, por ejemplo, dos 0 mas, dominios coestimuladores y un dominio de
activacion, por ejemplo, un dominio de activacién primario, en la porcién citoplasmica. Los CAR ilustrativos incluyen
componentes intracelulares de CD3-zeta, CD28 y 4-1BB.

En algunos casos, el receptor de antigeno incluye ademés un marcador y/o las células que expresan el CAR u otro
receptor de antigeno incluyen ademas un marcador indirecto, tal como un marcador de superficie celular, que puede
usarse para confirmar la transduccién o la modificacion genética de la célula para expresar el receptor. En algunos
aspectos, el marcador incluye todo o parte (por ejemplo, forma truncada) de CD34, un NGFR, o receptor de factor de
crecimiento epidérmico, tal como la versidn truncada de dicho receptor de superficie celular (por ejemplo, tEGFR). En
algunos casos, el acido nucleico que codifica el marcador esta unido operativamente a un polinucleétido que codifica
una secuencia enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible, por ejemplo, T2A. Por ejemplo, un
marcador, y opcionalmente, una secuencia enlazadora, puede ser cualquiera de los desvelados en la solicitud de
patente publicada N.°© W0O2014031687. Por ejemplo, el marcador puede ser un EGFR truncado (tEGFR), es decir,
opcionalmente, unido a una secuencia enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible T2A. En unos casos,
el tEGFR contiene la secuencia de aminoécidos establecida en las SEQ ID NO: 155 o 156. En algunos casos, el
tEGFR contiene una secuencia de aminoacidos con o con aproximadamente el 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %,
81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 %, o mas del 99 % de identidad de secuencia con las secuencias establecidas en las SEQ ID NO: 155 o 156.
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En algunos casos, el marcador es una molécula, por ejemplo, una proteina de la superficie celular, que no se encuentra
naturalmente en los linfocitos T 0 no se encuentra naturalmente en la superficie de los linfocitos T, o0 una porcidén de
los mismos. En algunos casos, la molécula es una molécula no propia, por ejemplo, una proteina no propia, es decir,
una que no es reconocida como "propia" por el sistema inmunitario del hospedador al que se transferiran las células
adoptivamente.

En algunos casos, el marcador no tiene ninguna funcién terapéutica y/o no produce ningln efecto que no sea el de
ser utilizado como marcador para la modificacién genética, por ejemplo, para seleccionar células modificadas por
ingenieria satisfactoriamente. En otros casos, el marcador puede ser una molécula terapéutica o una molécula que de
otro modo ejerza algun efecto deseado, tal como un ligando para encontrar una célula in vivo, tal como una molécula
de punto de control coestimuladora o inmune para mejorar y/o atenuar las respuestas de las células tras la
transferencia adoptiva y el encuentro con el ligando.

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

En algunos casos, el receptor quimérico para el antigeno incluye una porcién extracelular que contiene el anticuerpo
o fragmento descrito en el presente documento. En algunos aspectos, el receptor quimérico para el antigeno incluye
una porcién extracelular que contiene el anticuerpo o fragmento descrito en el presente documento y un dominio de
sefializacién intracelular. En algunos casos, el anticuerpo o fragmento incluye un scFv o un anticuerpo de un solo
dominio Vy y el dominio intracelular contiene un ITAM. En algunos aspectos, el dominio de sefializacién intracelular
incluye un dominio de sefializacién de una cadena zeta de una cadena CD3-zeta (CD3(). En algunos casos, el receptor
quimérico para el antigeno incluye un dominio transmembrana dispuesto entre el dominio extracelular y la regién de
sefializacion intracelular.

En algunos aspectos, el dominio transmembrana contiene una porcién transmembrana de CD28. El dominio
extracelular y el transmembrana pueden unirse directa o indirectamente. En algunos casos, el dominio extracelular y
el transmembrana estén unidos por un espaciador, tal como cualquiera descrito en el presente documento. En algunos
casos, el receptor quimérico para el antigeno contiene un dominio intracelular de una molécula coestimuladora de
linfocitos T, tal como entre el dominio transmembrana y el dominio de sefializacién intracelular. En algunos aspectos,
la molécula coestimuladora de linfocitos T es CD28 o 4-1BB.

Por ejemplo, en algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo, por ejemplo, un fragmento de anticuerpo, un dominio
transmembrana que es o contiene una porcién transmembrana de CD28 o una variante funcional del mismo, y un
dominio de sefializacién intracelular que contiene una porcidén de sefializacién de CD28 o una variante funcional del
mismo y una porcién de sefializacién de CD3 zeta o una variante funcional del mismo. En algunos casos, el CAR
contiene un anticuerpo, por ejemplo, fragmento de anticuerpo, un dominio transmembrana que es o contiene una
porcidén transmembrana de CD28 o una variante funcional del mismo, y un dominio de sefializacién intracelular que
contiene una porcién de sefializacién de 4-1BB o una variante funcional del mismo y una porcidén de sefializacién de
CD3 zeta o una variante funcional del mismo. En algunos de dichos casos, el receptor incluye ademas un espaciador
que contiene una porcién de una molécula de Ig, tal como una molécula de Ig humana, tal como una bisagra de Ig,
por ejemplo, una bisagra de IgG4, tal como un espaciador solo de bisagra.

En algunos casos, el dominio transmembrana del receptor, por ejemplo, el CAR es un dominio transmembrana de
CD28 humano o una variante del mismo, por ejemplo, un dominio transmembrana de 27 aminoéacidos de un CD28
humano (N.° de registro: P10747.1), o es un dominio transmembrana que comprende la secuencia de aminoéacidos
establecida en la SEQ ID NO: 157 o una secuencia de aminoacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %,
88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 157; en algunos casos, la porcién que contiene el dominio transmembrana del receptor recombinante
comprende la secuencia de aminoécidos establecida en la SEQ ID NO: 158 o una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos o aproximadamente un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la misma.

En algunos casos, el receptor quimérico para el antigeno contiene un dominio intracelular de una molécula
coestimuladora de linfocitos T. En algunos aspectos, la molécula coestimuladora de linfocitos T es CD28 o 4-1BB.

En algunos casos, la regiéon de sefializacién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador
intracelular de CD28 humano o una variante funcional o parte del mismo, tal como un dominio de 41 aminoécidos del
mismo y/o tal dominio con una sustitucién de LL a GG en las posiciones 186-187 de una proteina CD28 natural. En
algunos casos, el dominio de sefializacién intracelular puede comprender la secuencia de aminoacidos establecida en
la SEQ ID NO: 159 u 160 o una secuencia de aminoacidos que presente al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
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90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:
159 0 160. En algunos casos, la regién intracelular comprende un dominio de sefializacién coestimulador intracelular
de 4-1BB o una variante funcional o parte del mismo, tal como un dominio citoplasmatico de 42 amino&cidos de un 4-
1BB humano (n.° de registro Q07011.1) o una variante funcional o una parte del mismo, tal como la secuencia de
aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 161 o una secuencia de aminoacidos que exhibe al menos un 85 %, 86 %,
87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia
con la SEQ ID NO: 161.

En algunos casos, la regién de sefializacién intracelular comprende una cadena CD3 humana, opcionalmente un
dominio de sefalizacion estimulador de CD3 zeta o una variante funcional del mismo, tal como un dominio
citoplasmatico de 112 AA de la isoforma 3 de CD3¢ humano (n.° de registro: P20963.2) o un dominio de sefializacién
CD3 zeta tal como se describe en la Patente de EE. UU. N.°: 7.446.190 o la patente de Estados Unidos N.° 8.911.993.
En algunos casos, la region de sefializacién intracelular comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en las SEQ
ID NO: 162, 163 0 164 o una secuencia de aminoacidos que presente al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %,
90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con las SEQ ID NO:
162, 163 o0 164.

En algunos aspectos, el espaciador contiene solo una regién de bisagra de una IgG, tal como solo una bisagra de
IgG4 o 1gG1, tal como solo el espaciador de bisagra establecido en la SEQ ID NO: 150. En otros casos, el espaciador
es una bisagra de Ig, por ejemplo, y bisagra de 1gG4, unido a los dominios Cx2 y/o Cu3. En algunos casos, el
espaciador es una bisagra de Ig, por ejemplo, una bisagra de |gG4, unida a los dominios Cx2 y Cy3, tal como se
establece en la SEQ ID NO: 152. En algunos casos, el espaciador es una bisagra de Ig, por ejemplo, una bisagra de
IgG4, unido Unicamente a un dominio Cn3, tal como se establece en la SEQ ID NO: 153. En algunos casos, el
espaciador es o comprende una secuencia rica en glicina-serina u otro enlazador flexible tal como los enlazadores
flexibles conocidos.

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

En algunos casos, las moléculas de &cido nucleico que codifican dichas construcciones CAR incluyen ademés una
secuencia que codifica un elemento de salto ribosémico T2A y/o una secuencia tEGFR, por ejemplo, en direccién 3'
de la secuencia de nucleétidos que codifica el CAR. En algunos casos, también pueden generarse linfocitos T que
expresen un receptor de antigeno (por ejemplo, CAR) para expresar un EGFR truncado (EGFRt) como epitopo de
seleccién no inmunogénico (por ejemplo, mediante la introduccién de una construccién que codifique el CAR y el
EGFRt separados por un interruptor ribosémico T2A para expresar dos proteinas de la misma construccién), que
puede utilizarse como marcador para detectar dichas células (véase, por ejemplo, la patente US-8.802.374). En
algunos casos, un Unico promotor puede dirigir la expresién de un ARN que contiene, en un solo marco abierto de
lectura (ORF), dos o tres genes (por ejemplo, que codifican la molécula implicada en la modulacién de una via
metabdlica y que codifican el receptor recombinante) separados entre si por secuencias que codifican un péptido de
autoescisién (por ejemplo, secuencias 2A) o un sitio de reconocimiento de proteasa (por ejemplo, furina). Por tanto, el
ORF codifica un Unico polipéptido, que, ya sea durante (en el caso de 2A) o después de la traduccién, se procesa en
proteinas individuales. En algunos casos, el péptido, tal como el documento T2A, puede hacer que el ribosoma se
salte (salto ribosdmico) la sintesis de un enlace peptidico en el extremo C de un elemento 2A, lo que conduce a la
separacion entre el extremo de la secuencia 2A y el siguiente péptido posterior (véase, por ejemplo, de Felipe. Genetic
Vaccines and Ther. 2:13 (2004) y de Felipe et al. Traffic 5:616-626 (2004)). Se conocen muchos elementos 2A en la
técnica. Ejemplos de secuencias 2A que pueden utilizarse en los métodos y acidos nucleicos divulgados en el presente
documento, sin limitacién, las secuencias 2A del virus de la fiebre aftosa (F2A, por ejemplo, la SEQ ID NO: 131), virus
de la rinitis equina A (E2A, por ejemplo, la SEQ ID NO: 130), virus Thosea asigna (T2A, por ejemplo, las SEQ ID NO:
126 0 127), y teschovirus porcino 1 (P2A, por ejemplo, las SEQ ID NO: 128 o 129) como se describe en la publicacién
de patente de EE.UU. n.° 20070116690.

Los receptores recombinantes, tales como los CAR, expresados por las células administradas al sujeto generalmente
reconocen o se unen especificamente a una molécula que se expresa en, se asocia con y/o es especifica de la
enfermedad o afeccion o células de la misma que se estan tratando. Tras la unidén especifica a la molécula, por
ejemplo, antigeno, el receptor emite generalmente una sefial inmunoestimuladora, tal como una sefial inducida por
ITAM, en la célula, promoviendo asi una respuesta inmunitaria dirigida a la enfermedad o afeccién. Por ejemplo, en
algunos casos, las células expresan un CAR que se une especificamente a un antigeno expresado por una célula o
tejido de la enfermedad o afeccién o asociado a la enfermedad o afeccidn. El receptor puede ser otro receptor, como
un receptor promotor de sefiales inmunoinhibitorio o coestimulador, tal como un CCR o iCAR o un receptor no
sefializador, por ejemplo, para su uso en la deplecién o eliminacién de células mediante el uso de anticuerpos.
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B. Células modificadas genéticamente y métodos de produccién de células

Entre las células que expresan los receptores de antigenos quiméricos se encuentran las células modificadas
genéticamente. La modificacién genética generalmente implica la introduccién de un acido nucleico que codifica el
componente recombinante modificado genéticamente en una composicién que contiene las células, tal como por
transduccién retrovirica, transfeccion o transformacién. Diversos métodos para la introduccién de componentes
transgénicos, por ejemplo, receptores recombinantes, por ejemplo, CAR, son bien conocidos y pueden utilizarse.
Como métodos ilustrativos se incluyen los de la transferencia de acidos nucleicos que codifican los receptores,
incluyendo la via virica, por ejemplo, retroviricos o lentiviricos, transduccién, transposones y electroporacién.

1. Vectores y métodos para la modificacién por ingenieria genética

También se divulgan uno o mas polinucleétidos (por ejemplo, moléculas de acido nucleico) que codifican receptores
de antigenos quiméricos (CAR), vectores para modificar genéticamente células que expresan dichos CAR y métodos
para producir las células modificadas. En algunos casos, el vector contiene el acido nucleico que codifica el CAR. En
algunos casos, el vector es un vector virico, tal como un vector retrovirico, por ejemplo, un vector lentivirico o un vector
gammaretrovirico.

En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a las células utilizando particulas viricas
infecciosas recombinantes, tales como, por ejemplo, vectores obtenidos del virus del simio 40 (SV40), adenovirus,
virus adenoasociado (AAV). En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T
utilizando vectores lentiviricos o vectores retroviricos recombinantes, tales como vectores gammaretroviricos (véase,
por ejemplo, Koste et al. (2014) Gene Therapy 2014 Apr 3. doi: 10.1038/gt.2014.25; Carlens et al. (2000) Exp Hematol
28(10): 1137-46; Alonso-Camino et al. (2013) Mol Ther Nucl Acids 2, €93; Park et al., Trends Biotechnol. 29 de
noviembre de 2011 (11): 550-557.

En algunos casos, el vector retrovirico tiene una secuencia de repeticién terminal larga (LTR), por ejemplo, un vector
retrovirico obtenido del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), el virus del sarcoma mieloproliferativo
(MPSV), el virus de células madre embrionarias murinas (MESV), el virus de células madre murinas (MSCV), el virus
formador de focos del bazo (SFFV) o el virus adenoasociado (AAV). La mayoria de los vectores retroviricos se obtienen
de retrovirus murinos. En algunos casos, los retrovirus incluyen los procedentes de cualquier fuente de células de aves
o mamiferos. Los retrovirus normalmente son anfotrépicos, lo que significa que son capaces de infectar células
hospedadoras de varias especies, incluyendo seres humanos. En un caso, el gen que se va a expresar sustituye el
hueco retrovirico, las secuencias pol y/o env. Se han descrito varios sistemas retroviricos ilustrativos (por ejemplo, en
las patentes de EE. UU. N.° 5.219.740; 6.207.453; 5.219.740; Miller y Rosman (1989) BioTechniques 7: 980-990;
Miller, A. D. (1990) Human Gene Therapy 1: 5-14; Scarpa et al. (1991) Virology 180: 849-852; Burns et al. (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90: 8033-8037; y Boris-Lawrie and Temin (1993) Cur. Opin. Genet. Develop. 3: 102-109.

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

En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T mediante electroporacion
(véase, por ejemplo, Chicaybam et al., (2013) PLoS ONE 8(3): e60298 y Van Tedeloo et al. (2000) Gene Therapy
7(16): 1431-1437). En algunos casos, los acidos nucleicos recombinantes se transfieren a los linfocitos T mediante
transposicién (véase, por ejemplo, Manuri et a/. (2010) Hum Gene Ther 21(4): 427-437; Sharma et al. (2013) Molec
Ther Nucl Acids 2, e74; y Huang et al. (2009) Methods Mol Biol 506: 115-126). Otros métodos de introduccién y
expresidon de material genético en células inmunitarias incluyen la transfeccién con fosfato de calcio (por ejemplo,
como se describe en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York. N.Y.), fusién de
protoplastos, transfeccién mediada por liposomas catiénicos; bombardeo de microparticulas facilitado por particulas
de wolframio (Johnston, Nature, 346: 776-777 (1990)); y coprecipitacion de ADN con fosfato de estroncio (Brash et al.,
Mol. Cell Biol., 7: 2031-2034 (1987)).

Otros enfoques y vectores para la transferencia de los acidos nucleicos que codifican los productos recombinantes
son los descritos, por ejemplo, en la solicitud de patente internacional, N.° de publicacién: WO2014055668 y la Patente
de Estados Unidos N.° 7.446.190.

En algunos casos, las células, por ejemplo, linfocitos T, pueden transfectarse durante o después de la ampliacién, por
ejemplo, con un receptor de linfocitos T (TCR) o un receptor quimérico para el antigeno (CAR). Esta transfeccidn para
la introduccién del gen del receptor deseado puede realizarse con cualquier vector retrovirico adecuado, por ejemplo.
La poblacién de células modificadas genéticamente puede entonces liberarse del estimulo inicial (el estimulo anti-
CD3/anti-CD28, por ejemplo) y posteriormente ser estimulada con un segundo tipo de estimulo (por ejemplo, a través
de un receptor introducido de novo). Este segundo tipo de estimulo puede incluir un estimulo antigénico en forma de
molécula de péptido/MHC, el ligando afin (entrecruzado) del receptor introducido genéticamente (por ejemplo, el
ligando natural de un CAR) o cualquier ligando (tal como un anticuerpo) que se una directamente dentro del marco del
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nuevo receptor (por ejemplo, mediante el reconocimiento de regiones constantes dentro del receptor). Véase, por
ejemplo, Cheadle et al, "Chimeric antigen receptors for T-cell based therapy" Methods Mol Biol. 2012; 907: 645-66 o
Barrett et al., Chimeric Antigen Receptor Therapy for Cancer Annual Review of Medicine Vol. 65: 333-347 (2014). En
algunos casos, las células se estimulan con un anticuerpo antiidiotipo divulgado de acuerdo con los métodos
divulgados.

En algunos casos, puede utilizarse un vector que no requiera que las células, por ejemplo, linfocitos T, se activen. En
algunos de dichos casos, las células pueden seleccionarse y/o transducirse antes de la activacién. Por lo tanto, las
células pueden genomodificarse antes o después del cultivo de las células y, en algunos casos, al mismo tiempo o
durante al menos una parte del cultivo.

Entre los &cidos nucleicos adicionales, por ejemplo, son genes para la introduccién aquellos que mejoran la eficacia
de la terapia, tal como promoviendo la viabilidad y/o funcién de las células transferidas; genes para proporcionar un
marcador genético para la selecciéon y/o evaluacién de las células, tales como para evaluar la supervivencia o
localizacién in vivo;, genes para mejorar la seguridad, por ejemplo, haciendo que la célula sea susceptible a la seleccién
negativa in vivo tal como lo describe Lupton S. D. et al., Mol. and Cell Biol.,, 11: 6 (1991); y Riddell et al., Human Gene
Therapy 3: 319-338 (1992); véanse también las publicaciones PCT/US91/08442 y PCT/US94/05601 de Lupton et al.
que describen el uso de genes de fusién seleccionables bifuncionales obtenidos de la fusién de un marcador
seleccionable positivo dominante con un marcador seleccionable negativo. Véase, por ejemplo, Riddell et a/, la
patente de Estados Unidos N.© 6.040.177, en las columnas 14-17.

2. Células y preparacién de células para ingenieria genética

En el presente documento se divulgan células, incluidas células disefiadas que contienen un receptor de antigeno
quimérico (CAR). También se divulgan poblaciones de dichas células y composiciones que contienen dichas células.
Entre las composiciones se encuentran composiciones de entrada que contienen células en las que se sabe o es
probable que una o més células expresen un receptor recombinante capaz de ser reconocido o unido por una molécula
de unién presente en una o mas particulas con las que se incuban o entran en contacto las células. También entre las
composiciones se encuentran composiciones producidas por los métodos divulgados, incluyendo composiciones de
salida en las que se encuentran contenidas células estimuladas o expandidas, incluyendo composiciones enriquecidas
para células que contienen un receptor recombinante unido o reconocido por la molécula de unién de la particula, tales
como en el que las células que expresan el receptor recombinante, por ejemplo, un receptor quimérico, constituyen al
menos el 50, 60, 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 por ciento 0 mas del total de células en la composicidén
o células de un determinado tipo, tal como linfocitos T o linfocitos CD8+ o CD4+. Por lo tanto, se desvelan células
genomodificadas que expresan los receptores recombinantes, por ejemplo, los CAR.

Entre las composiciones se encuentran composiciones farmacéuticas y formulaciones para administracion, tal como
para la terapia celular adoptiva. También se desvelan métodos para genomodificar, producir o generar dichas células,
métodos terapéuticos para administrar las células y composiciones a sujetos, por ejemplo, pacientes y métodos para
detectar, seleccionar, aislar o separar dichas células.

En algunos casos, los acidos nucleicos son heter6logos, es decir, normalmente no estan presentes en una célula o
muestra obtenida de la célula, tal como una obtenida de otro organismo o célula, que, por ejemplo, normalmente no
se encuentra en la célula que se estd modificando por ingenieria y/o en un organismo del que se obtiene dicha célula.
En algunos casos, los acidos nucleicos no son de origen natural, tal como un acido nucleico que no se encuentra en
la naturaleza, incluyendo uno que comprende combinaciones quiméricas de 4cidos nucleicos que codifican diversos
dominios de multiples tipos de células diferentes.

Las células generalmente son células eucariotas, tales como células de mamifero y normalmente son células
humanas. En algunos casos, las células se obtienen de la sangre, médula 6sea, linfa u érganos linfoides, son células
del sistema inmunitario, tales como células del sistema inmunitario innato o adaptativo, por ejemplo, células mieloides
o linfoides, incluyendo linfocitos, normalmente linfocitos T y/o linfocitos citoliticos naturales. Otras células de ejemplo
incluyen células madre, tales como las células madre multipotentes y pluripotentes, incluidas las células madre
pluripotentes inducidas (iPSC).

Las células normalmente son células primarias, tales como las aisladas directamente de un sujeto y/o las aisladas de
un sujeto y congeladas. En algunos casos, las células incluyen uno o mas subconjuntos de linfocitos T u otros tipos
de células, tales como poblaciones de linfocitos T completas, células CD4+, células CD8+ y subpoblaciones de las
mismas, tales como aquellas definidas por su funcién, estado de activacién, madurez, potencial de diferenciacién,
expansién, recirculacién, ubicacién y/o capacidad de persistencia, especificidad antigénica, tipo de receptor de
antigeno, presencia en un érgano o compartimento particular, perfil de marcadores o secrecién de citocinas y/o grado
de diferenciaciéon. Con referencia al sujeto que ha de tratarse, las células pueden ser alégenas y/o autblogas. Entre
los métodos se incluyen métodos existentes. En algunos aspectos, como para tecnologias existentes, las células son
pluripotentes y/o multipotentes, tales como células madre, tales como las células madre pluripotentes inducidas (iPSC).
En algunos casos, los métodos incluyen aislar células del sujeto, prepararlas, procesarlas, cultivarlas y/o disefiarlas y
reintroducirlas en el mismo sujeto, antes o después de su crioconservacion.
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Entre los subtipos y subpoblaciones de linfocitos T y/o de linfocitos T CD4+ y/o de T CD8+ estan los linfocitos T
indiferenciados (Tn), linfocitos T efectores (Terr), linfocitos T de memoria y subtipos de los mismos, tales como
linfocitos T madre de memoria (Tscm), T de memoria central (Tcw), T de memoria efectores (Tem), o linfocitos T
efectores de memoria diferenciados terminalmente, linfocitos infiltrantes de tumores (TIL), linfocitos T inmaduros,
linfocitos T maduros, linfocitos T colaboradores, linfocitos T citotdxicos, linfocitos T invariantes asociados a mucosas
(MAIT), linfocitos T reguladores (Treg) adaptativos y de origen natural, linfocitos T colaboradores, tales como linfocitos
TH1, linfocitos TH2, linfocitos TH3, linfocitos TH17, linfocitos TH9, linfocitos TH22, linfocitos T colaboradores
foliculares, linfocitos T alfa/beta y linfocitos T delta/gamma.

En algunos casos, las células son linfocitos citoliticos naturales (NK). En algunos casos, las células son monocitos o
granulocitos, por ejemplo, células mieloides, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, mastocitos, eosinéfilos y/o
baséfilos.

En algunos casos, las células incluyen uno o més écidos nucleicos introducidos mediante genomodificacién, y de ese
modo expresan productos recombinantes o genomodificados de dichos &cidos nucleicos. En algunos casos, los acidos
nucleicos son heterdlogos, es decir, normalmente no estan presentes en una célula 0 muestra obtenida de la célula,
tal como una obtenida de otro organismo o célula, que, por ejemplo, normalmente no se encuentra en la célula que se
esta modificando por ingenieria y/o en un organismo del que se obtiene dicha célula. En algunos casos, los acidos
nucleicos no son de origen natural, tal como un &cido nucleico que no se encuentra en la naturaleza, incluyendo uno
que comprende combinaciones quiméricas de acidos nucleicos que codifican diversos dominios de mdultiples tipos de
células diferentes.

En algunos casos, la preparacién de las células modificadas por ingenieria incluye una o mas etapas de cultivo y/o
preparacién. Las células para la introduccién del &cido nucleico que codifica el receptor transgénico como el CAR, se
pueden aislar de una muestra, tal como una muestra biolégica, por ejemplo, una obtenida o derivada de un sujeto. En
algunos casos, el sujeto del que se aisla la célula es uno que tiene la enfermedad o afeccién o que necesita una
terapia celular o al que se le administrara la terapia celular. En algunos casos, el sujeto es un ser humano que necesita
una intervencion terapéutica particular, tal como la terapia celular adoptiva para la que se aislan células, se procesan
y/o se modifican por ingenieria.

En consecuencia, en algunos casos, las células son células primarias, por ejemplo, células primarias humanas. Las
muestras incluyen tejido, fluido y otras muestras tomadas directamente del sujeto, asi como muestras resultantes de
una o més etapas de procesamiento, tales como separacién, centrifugacion, modificacién por ingenieria genética (por
ejemplo, transduccién con vector virico), el lavado y/o la incubacién. La muestra biolégica puede ser una muestra
obtenida directamente de una fuente biolégica 0 una muestra que se procesa. Las muestras biolégicas incluyen, pero
no se limitan a, liquidos corporales, tales como sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, orina
y sudor, muestras de tejidos y érganos, incluyendo muestras procesadas obtenidas de los mismos.

En algunos aspectos, la muestra de la que se obtienen o aislan las células es sangre o una muestra derivada de la
sangre, 0 es 0 se obtiene de un producto de aféresis o leucocitaféresis. Las muestras de ejemplo incluyen sangre
completa, células mononucleares de sangre periférica (PBMC), leucocitos, médula ésea, timo, biopsia de tejido, tumor,
leucemia, linfoma, ganglio linféatico, tejido linfoide asociado al intestino, tejido linfoide asociado a mucosas, bazo, otros
tejidos linfoides, higado, pulmén, estémago, intestino, colon, riidn, pancreas, mama, hueso, prostata, cuello uterino,
testiculos, ovarios, amigdalas u otro érgano, y/o células derivadas de los mismos. Las muestras incluyen, en el
contexto de la terapia celular, por ejemplo, terapia celular adoptiva, muestras de fuentes autélogas y alégenas.

En algunos casos, las células proceden de estirpes celulares, por ejemplo, estirpes de linfocitos T. En algunos casos,
las células se obtienen de una fuente xenégena, por ejemplo, de ratén, rata, primate no humano y cerdo.

En algunos casos, el aislamiento de las células incluye una o mas etapas de preparacién y/o separacion de células no
basada en afinidad. En algunos ejemplos, las células se lavan, se centrifugan y/o se incuban en presencia de uno o
mas reactivos, por ejemplo, para eliminar componentes no deseados, enriquecer en componentes deseados, causar
la lisis celular o eliminar las células sensibles a reactivos particulares. En algunos ejemplos, las células se separan
basandose en una o mas propiedades, tales como densidad, propiedades adherentes, tamafio, sensibilidad y/o
resistencia a componentes particulares.

En algunos ejemplos, se obtienen células de la sangre en circulacidén de un sujeto, por ejemplo, mediante aféresis o
leucocitaféresis. Las muestras, en algunos aspectos, contienen linfocitos, incluyendo linfocitos T, monocitos,
granulocitos, linfocitos B, otros glébulos blancos nucleados, glébulos rojos y/o plaquetas, y en algunos aspectos
contiene células distintas de los glébulos rojos y las plaquetas. En algunos casos, antes de la seleccién y/o
enriquecimiento de células, la muestra o las células de la muestra se pueden dejar reposar o retener antes de las
etapas de procesamiento posteriores. En algunos casos, la muestra se mantiene o se conserva a una temperatura de
entre 2°C y 8 °C durante un maximo de 48 horas, tal como durante hasta 12 horas, 24 horas o 36 horas. En
determinados casos, las células no se seleccionan y/o enriquecen antes de ponerlas en contacto con el uno o mas
acidos nucleicos. En algunos casos, la muestra o las células se pueden dejar reposar o retener antes de ponerlas en
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contacto o incubarlas con uno o mas acidos nucleicos. En determinados casos, la muestra se mantiene o se conserva
a una temperatura de entre 2 °C y 8 °C durante un maximo de 48 horas, tal como durante hasta 12 horas, 24 horas o
36 horas antes de poner en contacto o incubar las células con uno o més 4cidos nucleicos.

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

En algunos casos, los métodos incluyen métodos de separacién celular basados en densidad, tales como la
preparacién de glébulos blancos a partir de sangre periférica mediante |a lisis de los glébulos rojos y la centrifugacion
a través de un gradiente de Percoll o Ficoll.

En algunos casos, los métodos de aislamiento incluyen la separacidén de tipos celulares diferentes basandose en la
expresioén o en la presencia en la célula de una o méas moléculas especificas, tales como marcadores de superficie,
por ejemplo, proteinas de superficie, marcadores intracelulares o acido nucleico. En algunos casos, para la separacion
puede usarse cualquier método conocido basandose en dichos marcadores. En algunos casos, la separacién es una
separacién basada en afinidad o inmunoafinidad. Por ejemplo, en algunos aspectos, el aislamiento incluye la
separacion de células y poblaciones de células en funcién de la expresidn de las células o del nivel de expresién de
uno o mas marcadores, tipicamente marcadores de superficie celular, por ejemplo, mediante incubacién con un
anticuerpo o compafiero de unién que se une especificamente a dichos marcadores, seguido generalmente de etapas
de lavado y separacidén de las células que se han unido al anticuerpo o al compafiero de unién, de aquellas células
que no se han unido al anticuerpo o al compafiero de unién.

Dichas etapas de separacién pueden basarse en seleccién positiva, en la que las células que se han unido a los
reactivos quedan retenidas para su uso posterior, y/o en seleccién negativa, en la que las células que no se han unido
al anticuerpo o compafiero de unién se conservan. En algunos ejemplos, ambas fracciones se conservan para su uso
posterior. En algunos aspectos, la seleccidén negativa puede ser particularmente Util cuando no hay ningun anticuerpo
disponible que identifique especificamente un tipo de célula en una poblacién heterogénea, de manera que la
separacidn se realiza mejor basandose en marcadores expresados por células distintas de la poblacién deseada.

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

En algunos ejemplos, se realizan multiples rondas de etapas de separacién, donde la fraccidén seleccionada positiva o
negativamente de una etapa se somete a otra etapa de separacion, tal como una seleccién posterior positiva o
negativa. En algunos ejemplos, una Unica etapa de separacién puede agotar células que expresan miltiples
marcadores simultaneamente, tal como incubando las células con una pluralidad de anticuerpos o compafieros de
unién, cada uno de ellos especifico para un marcador dirigido a la seleccién negativa. Analogamente, pueden
seleccionarse simultdneamente multiples tipos celulares positivamente incubando células con una pluralidad de
anticuerpos o compafieros de unién expresados en los diversos tipos celulares.

Por ejemplo, en algunos aspectos, subpoblaciones especificas de linfocitos T, tal como células positivas o que
expresan altos niveles de uno 0 mas marcadores de superficie, por ejemplo, CD28*, CD62L*, CCR7*, CD27*, CD127*,
CD4*, CD8", linfocitos T CD45RA* y/o CD45R0O", se aislan mediante técnicas de seleccién positiva o negativa.

Por ejemplo, CD3", los linfocitos T CD28* pueden seleccionarse positivamente usando perlas magnéticas conjugadas
CD3/CD28 (por ejemplo, DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T Cell Expander). En casos particulares, las células se
ponen en contacto con perlas magnéticas conjugadas anti-CD3/anti-CD28 (por ejemplo, DYNABEADS® M-450
CD3/CD28 T Cell Expander) para expandir los linfocitos T CD3*, CD28* antes de poner en contacto las células con
uno o mas acidos nucleicos. En determinados casos, las células no entran en contacto con perlas magnéticas
conjugadas anti-CD3/anti-CD28 antes de poner en contacto las células con uno o mas acidos nucleicos.

En algunos casos, el aislamiento se realiza mediante el enriquecimiento en una poblaciéon celular particular mediante
seleccién positiva, o el agotamiento de una poblacién celular particular, mediante seleccién negativa. En algunos
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casos, la seleccidn positiva o negativa se logra incubando células con uno o mas anticuerpos u otro agente de unién
que se une especificamente a uno o mas marcadores de superficie expresados o expresados (marcador*) a un nivel
relativamente més alto (marcador?™) en las células seleccionadas positiva o negativamente, respectivamente.

En algunos casos, los linfocitos T se separan de una muestra de PBMC mediante la selecciéon negativa de marcadores
expresados en células que no son linfocitos T, tales como linfocitos B, monocitos u otros glébulos blancos, tal como
CD14. En algunos aspectos, se usa una etapa de seleccién CD4* o CD8* para separar linfocitos T CD4* colaboradores
y linfocitos T CD8" citotéxicos. Tales poblaciones de CD4" y CD8* se pueden clasificar a su vez en subpoblaciones
mediante la seleccion positiva 0 negativa de los marcadores expresados o expresados en un grado relativamente
mayor en una o mas subpoblaciones de linfocitos T indiferenciados, de memoria, y/o efectores.

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

En unos casos, los linfocitos T de memoria estan presentes en los subconjuntos CD62L* y CD62L- de linfocitos CD8*
de sangre periférica. Las PBMC se pueden enriquecer o empobrecerse en las fracciones CD62L-CD8* y/o
CD62L*CD8*, tales como el uso de anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L.

En algunos casos, el enriquecimiento de los linfocitos T de memoria central (Tcm) se basa en una expresién de
superficie alta o positiva de CD45R0O, CD62L, CCR7, CD28, CD3 y/o CD 127; en algunos aspectos, se basa en la
seleccién negativa de células que expresan o expresan mucho CD45RA y/o granzima B. En algunos aspectos,
aislamiento de una poblacién CD8" enriquecida para células Tcu se lleva a cabo mediante el agotamiento de las
células que expresan CD4, CD14, CD45RA y la seleccidén positiva o el enriquecimiento en células que expresan
CD62L. En un aspecto, el enriquecimiento para los linfocitos T de memoria central (Tcm) se lleva a cabo a partir de
una fraccién negativa de células seleccionadas en funcién de la expresién de CD4, que se somete a una seleccidén
negativa basada en la expresion de CD14 y CD45RA, y una seleccién positiva basada en CD62L. En algunos aspectos,
dichas selecciones se realizan de forma simultdnea y en otros aspectos de forma secuencial, en cualquier orden. En
algunos aspectos, la misma etapa de seleccién basada en la expresién de CD4 utilizada en la preparacidén de la
poblacién o subpoblacién de células CD8*, también se usa para generar la poblacién o subpoblacién de células CD4",
de manera que tanto las fracciones positivas como las negativas de la separacién basada en CD4 se conserven y
usen en las etapas de los métodos posteriores, opcionalmente después de una o més etapas de seleccidn positiva o
negativa adicionales.

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

Los linfocitos T CD4* colaboradores se clasifican en células indiferenciadas, de memoria central y efectoras mediante
la identificacion de poblaciones celulares que tienen antigenos de superficie celular. Los linfocitos CD4" se pueden
obtener mediante métodos convencionales. En algunos casos, los linfocitos T CD4* indiferenciados son linfocitos
CD45RO-, CD45RA", CD62L", linfocitos T CD4*. En algunos casos, los linfocitos CD4* de memoria central pueden
ser CD62L" y CD45RO". En algunos casos, los linfocitos CD4" efectores son CD62L" y CD45RO".

En un ejemplo, para el enriquecimiento en células CD4* por selecciéon negativa, un céctel de anticuerpos monoclonales
normalmente incluye anticuerpos contra CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR y CD8. En algunos casos, el anticuerpo
o compafiero de unidén se une a un soporte sélido o matriz, tal como una perla magnética o una perla paramagnética,
para permitir la separaciéon de células para la selecciéon positiva y/o negativa. Por ejemplo, en algunos casos, las
células y las poblaciones de células se separan o aislan mediante técnicas de separacién inmunomagnéticas (o
magnéticas por afinidad) (revisadas en Methods in Molecular Medicine, vol. 58: Metastasis Research Protocols, Vol.
2: Cell Behavior In Vitro and /n Vivo, p 17-25 Editado por: S. A. Brooks y U. Schumacher ® Humana Press Inc., Totowa,
NJ).

En algunos aspectos, la muestra o composicién de células que ha de separarse se incuba con material pequefio,
magnetizable o0 magnéticamente sensible, tal como particulas o microparticulas magnéticamente sensibles, tales como
perlas paramagnéticas (por ejemplo, perlas Dynabeads o MACS). El material magnéticamente sensible, por ejemplo,
particula, generalmente esta unido directa o indirectamente a un compafiero de unién, por ejemplo, un anticuerpo, que
se une especificamente a una molécula, por ejemplo, un marcador de superficie, presente en la célula, células o
poblacién de células que se desean separar, por ejemplo, que se desea seleccionar negativa o positivamente.
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En algunos casos, la particula o perla magnética comprende un material magnéticamente sensible unido a un
compafiero de unidén especifico, tal como un anticuerpo u otro compafiero de unidén. Existen muchos materiales
magnéticamente sensibles bien conocidos que se usan en métodos de separacidn magnética. Las particulas
magnéticas adecuadas incluyen las descritas en Molday, Patente de los EE. UU. N.° 4.452.773 y en la Memoria
descriptiva de patente europea EP 452342 B. Las particulas de tamafio coloidal, tales como las descritas en la Patente
de los EE. UU. N.° 4.795.698 de Owen y Liberti et al., la Patente de EE.UU. 5.200.084 son otros ejemplos.

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

En algunos aspectos, la muestra se coloca en un campo magnético, y las células que tienen particulas
magnéticamente sensibles 0 magnetizables adheridas a las mismas seran atraidas al iman y se separaran de las
células sin marcar. Para la seleccién positiva, quedan retenidas células que son atraidas por el iman; para la seleccién
negativa, quedan retenidas las células no atraidas (células sin marcar). En algunos aspectos, se realiza una
combinacién de seleccion positiva y negativa durante la misma etapa de seleccién, donde quedan retenidas las
fracciones positivas y negativas y se procesan adicionalmente o se someten a etapas de separacidn adicionales.

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

En algunos casos, las particulas magnéticamente sensibles se dejan unidas a las células que han de incubarse
posteriormente, se cultivaran y/o se modifican por ingenieria; en algunos aspectos, las particulas se dejan adheridas
a las células para su administracién a un paciente. En algunos casos, las particulas magnetizables o magnéticamente
sensibles se eliminan de las células. Se conocen métodos para eliminar particulas magnetizables de las células e
incluyen, por ejemplo, el uso de anticuerpos no marcados competitivos y particulas magnetizables o anticuerpos
conjugados con enlaces escindibles. En algunos casos, las particulas magnetizables son biodegradables.

En algunos casos, la seleccibn basada en afinidad se realiza mediante clasificacion de células activadas
magnéticamente (MACS, Magnetic Activated Cell Sorting) (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). Los sistemas de clasificacion
de células activadas magnéticamente (MACS) son capaces de realizar una seleccién de alta pureza de células que
tienen particulas magnetizadas unidas a las mismas. En determinados casos, la MACS funciona en un modo en donde
las especies no diana y diana especificas se eluyen de manera secuencial después de la aplicacién del campo
magnético externo. Es decir, las células adheridas a las particulas magnetizadas se mantienen en su lugar mientras
eluyen las especies no adheridas. Después, tras completar esta primera etapa de elucién, las especies que quedaron
atrapadas en el campo magnético y se impidié que eluyesen, se liberan de alguna manera, de manera que puedan
eluir y recuperarse. En determinados casos, las células no diana se marcan y la poblacién heterogénea de células se
agota de las mismas.

En determinados casos, el aislamiento o separacidn se realiza usando un sistema, dispositivo o aparato que realiza
una o mas de las etapas de aislamiento, preparacién celular, separacién, procesamiento, incubacion, cultivo y/o
formulacion de los métodos. En algunos aspectos, el sistema se utiliza para realizar cada una de estas etapas en un
entorno cerrado o estéril, por ejemplo, para minimizar el error, la manipulacién y/o la contaminacién por el usuario. En
un ejemplo, el sistema es un sistema como se describe en la Solicitud de Patente Internacional, NaUmero de publicacion
WO2009/072003 o US 20110003380 A1. En un ejemplo, el sistema es un sistema como el descrito en la publicacion
internacional numero W0O2016/073602.

En algunos casos, el sistema o aparato realiza una o més, por ejemplo, la totalidad de las etapas de aislamiento,
procesamiento, ingenieria y formulacién en un sistema integrado o auténomo, y/o de forma automatizada o
programable. En algunos aspectos, el sistema o aparato incluye un ordenador y/o un programa informatico en
comunicacién con el sistema o aparato, que permite a un usuario programar, control, evaluar el resultado de, y/o
ajustar, diversos aspectos de las etapas de procesamiento, aislamiento, modificacién por ingenieria y formulacién.

En algunos aspectos, la separacién y/u otras etapas se realizan usando el sistema CliniMACS (Miltenyi Biotic), por
ejemplo, para la separacién automatica de células a nivel clinico en un sistema cerrado y aséptico. Los componentes
pueden incluir un microordenador integrado, una unidad de separacién magnética, una bomba peristaltica y diversas
valvulas de pinza. El ordenador integrado en algunos aspectos controla todos los componentes del equipo y dirige el
sistema para que realice procedimientos repetidos en una secuencia estandarizada. La unidad de separacién
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magnética en algunos aspectos incluye un iman permanente mévil y un soporte para la columna de seleccién. La
bomba peristéltica controla el caudal en todo el conjunto de tubos y, junto con las valvulas de pinza, garantiza el flujo
controlado de tampén a través del sistema y la suspension continua de células.

En algunos aspectos, el sistema CliniMACS utiliza particulas magnetizables acopladas a anticuerpos que se
suministran en una solucién estéril, apirégena. En algunos casos, después del marcaje de las células con particulas
magnéticas, las células se lavan para eliminar el exceso de particulas. Después se conecta una bolsa de preparacion
celular al conjunto de tubos, que a su vez se conecta a una bolsa que contiene tampén y una bolsa de recogida de
células. El conjunto de tubos consiste en tubos asépticos pre-ensamblados, incluyendo una precolumna y una columna
de separacién, y son de un solo uso. Después del inicio del programa de separacidén, el sistema aplica
automaticamente la muestra de células en la columna de separacién. Las células marcadas quedan retenidas dentro
de la columna, mientras que las células sin marcar se eliminan mediante una serie de etapas de lavado. En algunos
casos, las poblaciones de células para su uso con los métodos descritos en el presente documento estan sin marcar
y no quedan retenidas en la columna. En algunos casos, las poblaciones de células para su uso con los métodos
descritos en el presente documento estan marcadas y quedan retenidas en la columna. En algunos casos, las
poblaciones de células para su uso con los métodos descritos en el presente documento se eluyen de la columna
después de la eliminacién del campo magnético y se recogen dentro de la bolsa de recogida de células.

En determinados casos, la separacién y/u otras etapas se llevan a cabo utilizando el sistema CIliniMACS Prodigy
(Miltenyi Biotec). El sistema CliniMACS Prodigy, en algunos aspectos, esta equipado con una unidad de procesamiento
de células que permite el lavado y el fraccionamiento automatizados de las células por centrifugacién. El sistema
CliniMACS Prodigy también puede incluir una camara integrada y un programa informético de reconocimiento de
imagenes que determina el criterio de valoracién de fraccionamiento celular 6ptimo al discernir las capas
macroscépicas del producto de la célula fuente. Por ejemplo, la sangre periférica se separa autométicamente en
eritrocitos, gldbulos blancos y capas de plasma. El sistema CliniMACS Prodigy también puede incluir una camara de
cultivo celular integrada que cumple protocolos de cultivo celular tales como, por ejemplo, diferenciacién y expansién
celulares, carga de antigeno y cultivo celular a largo plazo. Los puertos de entrada pueden permitir la extraccion estéril
y el reabastecimiento de los medios y las células pueden controlarse usando un microscopio integrado. Véase, por
ejemplo, Klebanoff et al. (2012) J Immunother. 35(9): 651-660, Terakuraet al. (2012) Blood.1: 72-82 y Wang et al.
(2012) J Immunother. 35(9): 689-701.

En algunos casos, una poblacién celular descrita en el presente documento se recoge y enriquece (0 empobrece )
mediante citometria de flujo, en la que las célula tefiidas con respecto a marcadores de superficie celular se transportan
en una corriente fluidica. En algunos casos, una poblacién de células descrita en el presente documento se recolecta
y enriquece (0 agota) mediante seleccién a escala preparativa (FACS). En determinados casos, una poblacién celular
descrita en el presente documento se recoge y enriquece (0 empobrece) usando microplacas de sistemas
microelectromecénicos (SMEM, microelectromechanical systems) junto con un sistema de deteccién basado en FACS
(véanse, por ejemplo, los documentos WO 2010/033140, Cho et al. (2010) Lab Chip 10, 1567-1573; y Godin et al.
(2008) J Biophoton. 1(5): 355-376. En ambos casos, las células pueden marcarse con multiples marcadores, lo que
permite el aislamiento de subconjuntos de linfocitos T bien definidos con alta pureza.

En algunos casos, los anticuerpos o compafieros de unién se marcan con uno o mas marcadores detectables, para
facilitar la separacion mediante seleccién positiva y/o negativa. Por ejemplo, la separacién puede basarse en la unién
a anticuerpos marcados con fluorescencia. En algunos ejemplos, la separacion de células basada en la unién de
anticuerpos u otros compafieros de unién especificos para uno 0 mas marcadores de superficie celular se realiza en
una corriente fluidica, tal como por seleccidén de células activadas por fluorescencia (FACS), incluyendo microplacas
de escala preparativa (FACS) y/o sistemas microelectromecanicos (MEMS), por ejemplo, en combinacién con un
sistema de deteccién por citometria de flujo. Dichos métodos permiten la seleccién positiva y negativa basada en
multiples marcadores simultdneamente.

En algunos casos, los métodos de preparacion incluyen etapas para congelar, por ejemplo, crioconservar, las células,
ya sea antes o después del aislamiento, incubacién y/o modificacién por ingenieria. En algunos casos, la etapa de
congelacidén y descongelacién posterior elimina los granulocitos y, hasta cierto punto, los monocitos, en la poblacién
celular. En algunos casos, las células se suspenden en una solucién de congelacién, por ejemplo, después de una
etapa de lavado para eliminar el plasma y las plaquetas. En algunos aspectos, puede usarse cualquiera de las diversas
soluciones y parametros de congelacion conocidos. Un ejemplo implica el uso de PBS que contiene un DMSO al 20 %
y seroalbumina humana (HSA, human serum albumin) al 8 % u otros medios de congelacién de células adecuados.
Esto después se diluye a 1:1 con medio de manera que la concentracién final de DMSO y HSA sea del 10 % y del
4 %, respectivamente. Después, las células generalmente se congelan a -80 °C a una velocidad de 1° por minuto y se
almacenan en la fase de vapor de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido.

En algunos casos, las células se incuban y/o cultivan antes de o en relacién con la modificacién por ingenieria genética.
Las etapas de incubacidén pueden incluir cultivar, cultivo, estimulacién, activacioén y/o propagacién. La incubacién y/o
la modificaciéon por genética pueden realizarse en un recipiente de cultivo, tal como una unidad, camara, pocillo,
columna, tubo, conjunto de tubos, valvula, vial, placa de cultivo, bolsa u otro recipiente para el cultivo o cultivar células.
En algunos casos, las composiciones o células se incuban en presencia de condiciones estimulantes o de un agente
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estimulador. Dichas condiciones incluyen las disefiadas para inducir la proliferaciéon, expansién, activacién y/o
supervivencia de células en la poblacién, para imitar la exposicién al antigeno y/o para cebar las células para la
modificacién por ingenieria genética, tal como para la introduccién de un receptor de antigeno recombinante.

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

En algunos casos, las condiciones estimulantes o agentes estimuladores incluyen uno o méas agentes, por ejemplo,
un ligando, que es capaz de activar un dominio de sefializacién intracelular de un complejo de TCR. En algunos
aspectos, el agente activa o inicia la cascada de sefializacién intracelular de TCR/CD3 en un linfocito T. Dichos agentes
pueden incluir anticuerpos, tales como los especificos para un TCR, por ejemplo, anti-CD3. En algunos casos, las
condiciones estimuladores incluyen uno o mas agentes, por ejemplo, un ligando, capaz de estimular a un receptor
coestimulador, por ejemplo, anti-CD28. En algunos casos, dichos agentes y/o ligandos pueden estar unidos a un
soporte sélido tal como una perla, y/o una o mas citocinas. Opcionalmente, el método de expansién puede comprender
ademés la etapa de afiadir anticuerpo anti-CD3 y/o anti CD28 al medio de cultivo (por ejemplo, a una concentracién
de al menos aproximadamente 0,5 ng/ml). En algunos casos, los agentes estimuladores incluyen IL-2, IL-15 y/o IL-7.
En algunos aspectos, la concentracién de IL-2 de al menos aproximadamente 10 unidades/ml.

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

En algunos casos, los linfocitos T se expanden afiadiendo a una composicién de inicio del cultivo células
alimentadoras, tales como las células mononucleares de sangre periférica que no se dividen (PBMC), (por ejemplo,
de manera que la poblacién de células resultante contenga al menos aproximadamente 5, 10, 20 0 40 o mas células
alimentadoras PBMC por cada linfocito T en la poblacién inicial que se va a expandir); e incubar el cultivo (por ejemplo,
durante un tiempo suficiente para expandir el nUmero de linfocitos T). En algunos aspectos, las células alimentadoras
que no se dividen pueden comprender células alimentadoras de PBMC irradiadas con rayos gamma. En algunos
casos, las PBMC se irradian con rayos gamma en el intervalo de aproximadamente 3000 a 3600 rads para evitar la
divisién celular. En algunos aspectos, las células alimentadoras se afiaden al medio de cultivo antes de la adicién de
las poblaciones de linfocitos T.

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

V. COMPOSICIONES

También se divulgan composiciones que incluyen las moléculas de unién, tales como anticuerpos, como se divulga
en el presente documento, incluyendo composiciones y formulaciones farmacéuticas. Las composiciones y
formulaciones generalmente incluyen uno o méas vehiculos o excipientes opcionales aceptables.

La expresién "formulacién farmacéutica”" se refiere a una preparacién que se encuentra en una forma tal que permite
que sea eficaz la actividad biolégica de un principio activo contenido en la misma y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable" se refiere a un ingrediente de una formulacién farmacéutica, distinto de
un principio activo, que no es téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero sin
limitacién, un tampén, excipiente, estabilizante o conservante.

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

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

En algunos aspectos, la composicién puede contener conservantes. Los conservantes adecuados pueden incluir, por
ejemplo, metilparabeno, propilparabeno, benzoato de sodio y cloruro de benzalconio. En algunos aspectos, se utiliza
una mezcla de dos 0 mas conservantes. El conservante o las mezclas de los mismos estan normalmente presentes
en una cantidad de aproximadamente el 0,0001 % a aproximadamente el 2 % en peso de la composicién total. Los
vehiculos se describen, por ejemplo, por Remington's Pharmaceutical Sciences 16a edicion, Osol, A. Ed. (1980). Los
vehiculos aceptables incluyen, pero sin limitacién: tampones, tales como fosfato, citrato y otros &cidos organicos;
antioxidantes, incluyendo acido ascdrbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico;
alquil parabenos, tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol);
polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos); proteinas, tales como seroalblmina,
gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos, tales como polivinilpirrolidona; aminoécidos, tales como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacéaridos y otros carbohidratos incluyendo
glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azlcares, tales como sacarosa, manitol, trehalosa
o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos metalicos (por ejemplo, complejos de Zn-
proteina); y/o tensioactivos no ibnicos, tales como polietilenglicol (PEG).

Las formulaciones de los anticuerpos pueden incluir formulaciones liofilizadas y soluciones acuosas.

En algunos casos, las composiciones se proporcionan como preparaciones liquidas asépticas, por ejemplo, soluciones
acuosas isoténicas, suspensiones, emulsiones, dispersiones o composiciones viscosas, que, en algunos aspectos,
pueden tamponarse a un pH seleccionado. Las preparaciones liquidas son normalmente mas féaciles de preparar que
los geles, otras composiciones viscosas y las composiciones sélidas. Adicionalmente, las composiciones liquidas son
algo mas cdémodas de administrar, especialmente por inyeccién. Las composiciones viscosas, por otro lado, se pueden
formular dentro del intervalo de viscosidad adecuado para proporcionar periodos de contacto mas largos con tejidos
especificos. Las composiciones liquidas o viscosas pueden comprender vehiculos, que pueden ser un disolvente o
medio de dispersién que contenga, por ejemplo, agua, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido) y mezclas adecuadas de los mismos.

Se pueden preparar soluciones inyectables estériles incorporando la molécula de unién en un disolvente, tal como en
mezcla con un vehiculo adecuado, diluyente o excipiente adecuado, tal como agua esterilizada, solucidén salina
fisiolégica, glucosa, dextrosa o similares. Las composiciones también se pueden liofilizar. Las composiciones pueden
contener sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes, agentes dispersantes o emulsionantes (por ejemplo,
metilcelulosa), agentes tamponantes del pH, aditivos gelificantes o potenciadores de la viscosidad, conservantes,
agentes aromatizantes, colorantes y similares, dependiendo de la via de administracién y de la preparaciéon deseada.
En algunos aspectos, se pueden consultar los textos convencionales para preparar preparaciones adecuadas.

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

Las composiciones también se pueden liofilizar. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares, tales como
agentes humectantes, agentes dispersantes o emulsionantes (por ejemplo, metilcelulosa), agentes tamponantes del
pH, aditivos gelificantes o potenciadores de la viscosidad, conservantes, colores y similares. En algunos aspectos, se
pueden consultar los textos convencionales para preparar preparaciones adecuadas.

Las formulaciones que han de usarse para la administracién in vivo son, en general, estériles. La esterilizacién puede
realizarse facilmente, por ejemplo, mediante filtracién a través de membranas de filtracién estériles.
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V. METODOS Y USOS DE LOS ANTICUERPOS

En algunos casos, en el presente documento se divulgan métodos que implican el uso de uno o méas anticuerpos
antiidiotipo. En algunos aspectos, en el presente documento se divulgan métodos para medir o detectar un anticuerpo
diana, tal como un CAR o una célula que expresa un CAR, y métodos para modificar la actividad del anticuerpo diana,
tal como la actividad de un CAR o la actividad de una célula que expresa un CAR. En determinados casos, el o los
anticuerpos antiidiotipo se unen, detectan, identifican y/o cuantifican el CAR y/o las células que expresan el CAR. En
algunos casos, los métodos divulgados en el presente documento proporcionan una o mas etapas de contacto y/o
incubacién de uno o mas anticuerpos antiidiotipo con una célula 0 una muestra que contiene o se cree que contiene
células que expresan un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se trata,
incuba y/o pone en contacto con la composicién o muestra en condiciones que permitan la formacién de un complejo
entre el anticuerpo antiidiotipo y el anticuerpo diana, por ejemplo, el CAR. En algunos aspectos, el complejo puede
utilizarse con el fin de detectar, aislar y/o medir el CAR. En algunos casos, la formacién del complejo modifica la
actividad del anticuerpo diana, por ejemplo, el CAR, tal como estimulando la actividad de sefializacién del receptor, o
en algunos casos, antagonizando la actividad del anticuerpo diana, por ejemplo, el CAR, impidiendo la asociacién del
CAR con un antigeno.

A. Métodos de deteccién/aislamiento

En algunos casos, se divulgan métodos que implican el uso de uno o mas de los anticuerpos antiidiotipo y/o moléculas
(tales como conjugados y complejos) que contienen uno o mas de dichos anticuerpos antiidiotipo, para la deteccién,
unién y/o aislamiento de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo diana. En determinados casos, los métodos
proporcionan una o mas etapas de contacto, incubacién y/o exposicién del uno 0 més anticuerpos antiidiotipo a una
muestra y/o composicién. En algunos casos, la muestra y/o composicion tiene, es probable que tenga, y/o se sospecha
que tiene, un anticuerpo diana y/o un fragmento de unién a antigeno del mismo que esté unido y/o es reconocido por
uno o mas anticuerpos antiidiotipo. En determinados casos, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
que esta unido o es reconocido por uno o0 mas anticuerpos antiidiotipo contiene uno 0 mas dominios de fusién y/o es
una proteina de fusion. En determinados casos, el anticuerpo diana y/o fragmento de unién a antigeno del mismo es
un CAR. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo, se une y/o reconoce un anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo,
anticuerpo SJ25C1 o FMC83), o un fragmento de unién a antigeno del mismo, incluyendo una molécula quimérica o
conjugada que incluye un CAR, que contiene dicho anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, fragmento de anticuerpo).

Los métodos en algunos casos incluyen incubar, tratar y/o poner en contacto una muestra y/o una composiciéon que
contiene o se sospecha que contiene el anticuerpo diana con el anticuerpo antiidiotipo. En determinados casos, la
incubacion se realiza en condiciones que permiten la unién del anticuerpo antiidiotipo al anticuerpo diana presente en
la composicién, por ejemplo para formar un complejo que contenga el anticuerpo antiidiotipo y el anticuerpo diana.

En algunos casos, la muestra y/o composicidén contiene o se sospecha que contiene el anticuerpo diana, por ejemplo,
un CAR. En determinados casos, la muestra y/o composicién contiene o se sospecha que contiene células que
expresan el anticuerpo diana, por ejemplo, un CAR. En determinados casos, la muestra es una muestra biolégica. En
casos particulares, la muestra es una muestra de suero o una muestra de sangre. En algunos casos, la muestra
biolégica contiene una o mas células inmunitarias. En algunos casos, la muestra biolégica es o se deriva de un tejido,
tal como tejido conectivo, tejido muscular, tejido nervioso o tejido epitelial. En casos particulares, la muestra biolégica
es o deriva del corazén, vasculatura, glandulas salivales, es6fago, estémago, higado, vesicula biliar, pancreas,
intestinos, colon, recto, hipotadlamo, glandula pituitaria, glandula pineal, tiroides, glandula paratiroidea, glandula
suprarrenal, riidn, uréter, vejiga, uretra, sistema linfatico, piel, musculo, cerebro, médula espinal, nervios, ovarios,
Utero, testiculos, préstata, faringe, laringe, trdquea, bronquios, pulmones, diafragma, hueso, cartilago, ligamentos o
tendones. En casos particulares, la muestra biolégica se toma, recoge y/u obtiene de un sujeto humano. En
determinados casos, la muestra contiene células vivas y/o intactas. En algunos casos, la muestra es o contiene un
homogeneizado y/o células que han sido alteradas y/o lisadas. En algunos casos, la muestra biolégica contiene
proteinas y/o anticuerpos que han sido aislados de sangre, suero y/o un tejido.

En casos particulares, el anticuerpo antiidiotipo forma o es capaz de formar un complejo con un anticuerpo diana, por
ejemplo, un CAR. En casos particulares, el complejo se detecta, mide, cuantifica y/o evalGa, por ejemplo, para permitir
la deteccidn, identificacién, medicién y/o cuantificacién del anticuerpo diana, por ejemplo en una composicién o una
muestra. En determinados casos, los métodos incluyen detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo antiidiotipo
y el anticuerpo objetivo en la muestra, y/o detectar la presencia o ausencia o el nivel de dicha unién. En algunos casos,
el complejo contiene un marcador detectable. En casos particulares, el anticuerpo antiidiotipo es un inmunoconjugado
que contiene un marcador detectable. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo contiene, se conjuga con, se
une a y/o se fija a, el marcador detectable. En algunos casos, el complejo contiene un anticuerpo que se une y/o
reconoce el anticuerpo antiidiotipo, por ejemplo, un anticuerpo secundario, que se conjuga con, se une a y/o se fija a,
un marcador detectable.

En algunos casos, los métodos para detectar, cuantificar, detectar y/o evaluar un anticuerpo objetivo, por ejemplo en
una muestra o composicién, incluyen la deteccién de un complejo del anticuerpo objetivo y el anticuerpo antiidiotipo.
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En algunos casos, el complejo contiene un marcador detectable. En determinados casos, el complejo se prueba y/o
se pone en contacto con un marcador detectable. En algunos casos, el complejo se detecta mediante cualquier método
o medio adecuado, tal como, pero sin limitaciones, citometria de flujo, inmunocitoquimica, inmunchistoquimica, analisis
Western blot y ELISA.

En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno esta unido a una célula o se expresa en la
superficie de una célula. En casos particulares, el anticuerpo diana, por ejemplo, el CAR no esté ligado ni contenido
dentro de una célula, por ejemplo, en algunos casos, el anticuerpo diana se secreta. En determinados casos, el
anticuerpo se ha desprendido, eliminado y/o lisado de la superficie de una célula.

En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno estd contenido en un receptor de antigeno
quimérico (CAR), tal como un CAR expresado en la superficie de una célula. En algunos casos, la célula es una célula
madre, por ejemplo, una iPSC o una célula inmunitaria. En algunos casos, la célula inmunitaria es un linfocito T, por
ejemplo, un linfocito T CD4+, un linfocito T CD8+, linfocito T indiferenciado (Tw), linfocito T efector (Terr), linfocito T de
memoria, linfocito infiltrante de tumor (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL), linfocito T inmaduro, linfocito T maduro,
linfocitos T colaboradores, linfocito T citotéxico, linfocito T invariante asociado a la mucosa (mucosa-associated
invariant T, MAIT), linfocito T regulador (Treg) adaptativo y de origen natural, linfocito T colaborador, tal como un
linfocito TH1, linfocito TH2, linfocito TH3, linfocito TH17, linfocito TH9, linfocito TH22, linfocito T colaborador folicular,
linfocito T alfa/beta y/o linfocito T delta/gamma. En algunos casos, la célula es de un tejido, por ejemplo, corazén,
vasculatura, glandulas salivales, eséfago, estdmago, higado, vesicula biliar, pancreas, intestinos, colon, recto,
hipotadlamo, glandula pituitaria, glandula pineal, tiroides, glandula paratiroidea, glandula suprarrenal, rifién, uréter,
vejiga, uretra, sistema linfético, piel, musculo, cerebro, médula espinal, nervios, ovarios, Utero, testiculos, préstata,
faringe, laringe, traquea, bronquios, pulmones, diafragma, hueso, cartilago, ligamentos o tendones.

En algunos casos, el anticuerpo diana es un anticuerpo anti-CD19. En algunos casos, el anticuerpo diana es o deriva
del anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el anticuerpo diana o
fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23
y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana es
o deriva del anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el anticuerpo diana
o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30
y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para detectar un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMCE&3,
o un fragmento de unién a antigeno del mismo (y/o moléculas quiméricas que comprenden dicho anticuerpo, por
ejemplo, fragmento de anticuerpo, tal como un CAR), que comprende poner en contacto una composicién que
comprende el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno con un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién
a antigeno del mismo o un inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo descrito en este documento, y detectar el
anticuerpo antiidiotipo unido al anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno. En algunos casos, el método incluye
ademés detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo antiidiotipo y el anticuerpo diana en la composicién, tal
como detectar la presencia o ausencia o el nivel de dicha unién. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento
de unidén a antigeno esta unido a una célula o se expresa en la superficie de una célula y la deteccién comprende la
deteccién de células unidas con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de
unién a antigeno del mismo estd marcado directa o indirectamente para su deteccién. En algunos casos, el anticuerpo
diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID
NO: 23 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo
diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID
NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para el aislamiento de un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o
FMCB63, o un fragmento de unién a antigeno del mismo (y/o moléculas quiméricas que comprenden dicho anticuerpo,
por ejemplo, fragmento de anticuerpo, tal como un CAR), que comprende poner en contacto una composicién y/o una
muestra que contiene o se sospecha que contiene el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno con un
anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno del mismo o un inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo
descrito en el presente documento, y aislar complejos que comprenden el anticuerpo antiidiotipo unido al anticuerpo
diana o al fragmento de unién a antigeno. En determinados casos, el anticuerpo diana se aisla con un anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo es un inmunoconjugado, tal como un inmunoconjugado descrito
en la Seccién I-F. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno esta unido a una célula o se
expresa en la superficie de una célula y el aislamiento comprende el aislamiento de células unidas con el anticuerpo
antiidiotipo. En algunos casos, los complejos que comprenden el anticuerpo antiidiotipo se aislan mediante separacién
basada en afinidad. En algunos casos, la separacién basada en afinidad se selecciona del grupo que consiste en la
separacién basada en inmunoafinidad, separacién basada en magnetismo y cromatografia de afinidad. En algunos
casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidén variable de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos
casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidén variable de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.
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En algunos casos, se divulga un método para detectar una célula que expresa un CAR que comprende un anticuerpo
diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende poner
en contacto la célula que expresa el CAR con un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo o
un inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo descrito en el presente documento, y detectar células unidas con el
anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo esta
marcado directa o indirectamente para su deteccién. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En determinados casos, los métodos para detectar un anticuerpo diana con un anticuerpo antiidiotipo descritos en
este documento se utilizan para evaluar el anticuerpo diana en un sujeto. Por ejemplo, en algunos casos, en el presente
documento se divulgan métodos de uso del anticuerpo antiidiotipo para evaluar, medir y/o cuantificar la farmacocinética
in vivo, expansién y/o persistencia de células que expresan CAR de una composicién celular terapéutica. En algunos
casos, la farmacocinética in vivo, expansién y/o persistencia de las células, y/o cambios en los fenotipos celulares o
la actividad funcional de las células, tal como las células que expresan CAR administradas para inmunoterapia, por
ejemplo, terapia con linfocitos T-CAR, en los métodos divulgados en el presente documento, puede medirse con los
anticuerpos antiidiotipo divulgados en el presente documento. En algunos casos, la farmacocinética, expansién y/o
persistencia de las células que expresan CAR se miden, evalian mediante la deteccién de la presencia y/o cantidad
de células que expresan el CAR en el sujeto y/o en la muestra obtenida del sujeto después de la administracién de la
composicion celular terapéutica durante y/o después de la administracién de la terapia con un anticuerpo antiidiotipo
divulgado en el presente documento.

En algunos aspectos, el anticuerpo antiidiotipo se utiliza con citometria de flujo para evaluar la cantidad de células que
expresan el receptor recombinante (por ejemplo, células que expresan CAR administradas para terapia basada en
linfocitos T) en la sangre, suero, érgano o muestra de tejido (por ejemplo,, sitio de la enfermedad, por ejemplo, muestra
de tumor) del sujeto. En algunos aspectos, la persistencia se cuantifica como el nimero de células que expresan CAR
por microlitro de la muestra, por ejemplo, de sangre o suero, o por numero total de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) o gldbulos blancos o linfocitos T por microlitro de la muestra. En determinados aspectos, la
expansion se cuantifica como el aumento del nimero de células que expresan CAR por microlitro entre muestras, por
ejemplo, de sangre o suero, o por numero total de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) o glébulos
blancos o linfocitos T por microlitro de las muestras en el tiempo. En algunos casos, la farmacocinética, expansién y/o
persistencia se miden o evallan detectando la cantidad de células que expresan CAR en el sujeto y/o en muestras
recolectadas del sujeto en multiples puntos temporales. En determinados casos, las una o0 mas muestras se recogen,
obtienen y/o extraen del sujeto en un plazo de 24 horas, 48 horas, 72 horas, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 10 dias, 14
dias, 21 dias, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 9 semanas, 10 semanas,
11 semanas, 12 semanas, 3 meses, 4 meses, 6 meses, un afio 0 mas de un afio después de que se administra la
composicién celular terapéutica.

En algunos casos, se divulga un método para seleccionar células que expresan un CAR que comprende un anticuerpo
diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende poner
en contacto una poblacién de células que comprende células que expresan el CAR con un anticuerpo antiidiotipo o
fragmento de unidén a antigeno del mismo o un inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo descrito en el presente
documento y seleccionar células unidas con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, las células unidas con el
anticuerpo antiidiotipo se seleccionan mediante separacién basada en afinidad. En algunos casos, la separacién
basada en afinidad se selecciona del grupo que consiste en la separaciéon basada en inmunoafinidad, citometria de
flujo, separacién basada en magnetismo y cromatografia de afinidad. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o
fragmento de unién a antigeno del mismo o el inmunoconjugado del anticuerpo antiidiotipo esta unido o inmovilizado
de forma reversible a un soporte o una fase estacionaria. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién
a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para validar un CAR que comprende un anticuerpo diana, tal como el
anticuerpo SJ25C1 o FMC83, o un fragmento de unidén a antigeno del mismo, que comprende a) incubar una muestra
que comprende linfocitos T transducidos con el CAR con un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno
del mismo dirigido al CAR; b) determinar el porcentaje de células unidas al anticuerpo antiidiotipo o al fragmento de
unién a antigeno del mismo; y c¢) validar el CAR en funcién del porcentaje de linfocitos T unidos al anticuerpo
antiidiotipo. En algunos casos, se marca el anticuerpo antiidiotipo y se analizan los linfocitos T unidos al anticuerpo
antiidiotipo mediante citometria de flujo. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno
comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una region variable de cadena
ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno
comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena
ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.
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También se divulgan métodos que implican el uso de los anticuerpos antiidiotipo divulgados y moléculas (tales como
conjugados y complejos) que contienen uno o méas de dichos anticuerpos antiidiotipo, para informar las decisiones de
tratamiento en un individuo, tal como mediante la deteccién de CAR reconocidos por el anticuerpo antiidiotipo, tales
como los CAR que comprenden un anticuerpo diana, tal como un anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, anticuerpo
SJ25C1 0 FMC63), o un fragmento de unidn a antigeno del mismo. En algunos casos, los métodos sirven para informar
decisiones de tratamiento en un individuo en asociacién con una terapia que comprende la administracion de linfocitos
T CAR, tales como linfocitos T CAR anti-CD19. Los métodos en algunos casos incluyen incubar y/o sondear una
muestra bioldgica con el anticuerpo antiidiotipo y/o administrar el anticuerpo antiidiotipo al individuo. En determinados
casos, una muestra biolégica incluye una célula o tejido o porcién del mismo, tal como tejido tumoral o canceroso o
biopsia o seccién del mismo. En determinados casos, la incubacion se realiza en condiciones que permiten la unién
del anticuerpo antiidiotipo a los CAR presentes en la muestra. En algunos casos, los métodos incluyen ademas
detectar si se forma un complejo entre el anticuerpo antiidiotipo y los CAR en la muestra, tal como detectar la presencia
o ausencia o el nivel de dicha unién. Dicho método puede ser un método in vitro o in vivo.

En un caso, se utiliza un anticuerpo antiidiotipo para determinar si es necesario ajustar una terapia con linfocitos T
CAR en un individuo, por ejemplo, cuando niveles bajos de linfocitos T CAR en el individuo indican la necesidad de
ajustar la terapia. En algunos casos, el anticuerpo diana es un anticuerpo anti-CD19. En algunos casos, el anticuerpo
diana es o deriva del anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el
anticuerpo diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en
la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el
anticuerpo diana es o deriva del anticuerpo FMC83 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos,
el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida
en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para evaluar una terapia con linfocitos T CAR en un individuo, en donde el
CAR comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que comprende incubar una muestra del individuo con un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién
a antigeno del mismo dirigido al CAR y determinar la cantidad de linfocitos T unidos con el anticuerpo antiidiotipo, y
determinar el beneficio terapéutico potencial de la terapia en funcién de la cantidad de linfocitos T unidos al anticuerpo
antiidiotipo. En algunos casos, se marca el anticuerpo antiidiotipo y se analizan los linfocitos T unidos al anticuerpo
antiidiotipo mediante citometria de flujo. En algunos casos, la muestra es una muestra derivada de sangre, 0 es o
deriva de un producto de aféresis o leucocitaféresis. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para evaluar una terapia con linfocitos T CAR en un individuo. En algunos
aspectos, el CAR comprende un anticuerpo diana, tal como un anticuerpo que es o deriva de SJ25C1 o FMC83, tal
como un fragmento de unién a antigeno de SJ25C1 de longitud completa o FMCB83. En algunos casos, el método
incluye administrar un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno del mismo dirigido al CAR (por
ejemplo, dirigido al anticuerpo, por ejemplo, fragmento de anticuerpo, del CAR) al individuo. En algunos aspectos, la
administracién se realiza tras el inicio de una primera dosis de la terapia. El método puede comprender determinar la
presencia del anticuerpo antiidiotipo en uno o més tejidos/6rganos del individuo. En algunos aspectos, el método
incluye determinar el beneficio terapéutico potencial de la terapia basandose en la presencia del anticuerpo antiidiotipo
en al menos uno de los uno o mas tejidos/érganos. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo estd marcado y la
presencia del anticuerpo antiidiotipo en el individuo se determina mediante imégenes en el individuo para detectar el
marcador. En algunos casos, determinar la presencia del anticuerpo antiidiotipo en uno o mas tejidos/érganos en el
individuo incluye o se lleva a cabo determinando un nivel del anticuerpo antiidiotipo o su unién en uno o més
tejidos/érganos.

En algunos casos, el método comprende ademés administrar el anticuerpo antiidiotipo al individuo después del inicio
de una segunda dosis o dosis posterior de la terapia y/o determinar la presencia del anticuerpo antiidiotipo en uno o
méas tejidos/érganos del individuo. En algunos aspectos, el método implica ademas determinar el beneficio terapéutico
potencial de la terapia basandose en la diferencia en el nivel del anticuerpo antiidiotipo en al menos uno de los uno o
méas tejidos/érganos del individuo entre la primera y la segunda administracion del anticuerpo antiidiotipo. En algunos
casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidén variable de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos
casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidén variable de cadena pesada
establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para ajustar una terapia con linfocitos T CAR en un individuo, en donde el
CAR comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo. En algunos aspectos, el método incluye incubar o poner en contacto una muestra del individuo con un
anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo dirigido al CAR. En algunos aspectos, el método
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incluye determinar la cantidad de linfocitos T unidos con o al anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos, el método
incluye ajustar la terapia en funcién de la cantidad de linfocitos T unidos al anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos,
el anticuerpo antiidiotipo esta marcado directa o indirectamente. En algunos aspectos de tales casos, los linfocitos T
unidos al anticuerpo antiidiotipo se obtienen imagenes in vivo o ex vivo, tales como, en algunos casos, mediante el
andlisis de una muestra, del sujeto al que se le administraron los linfocitos T-CAR y el anticuerpo antiidiotipo, mediante
citometria de flujo. En algunos casos, la muestra es sangre o una muestra derivada de sangre y/o es o deriva de un
producto de aféresis o leucocitaféresis. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno
comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena
ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno
comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena
ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para ajustar una terapia con linfocitos T CAR en un individuo. En algunos
aspectos, dicho método se lleva a cabo para una terapia de linfocitos T-CAR donde el CAR comprende un anticuerpo
diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC83, incluyendo un fragmento de unién a antigeno de SJ25C1 o FMC&3.
El método en algunos casos comprende administrar, al individuo, un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo que se dirige o se une al CAR después del inicio de la administracién de una primera dosis de la
terapia y determina la presencia, ausencia o el nivel del anticuerpo antiidiotipo en uno o mas tejidos/érganos del
individuo. En algunos aspectos, el método incluye ajustar la terapia en funcién de la presencia, ausencia o el nivel del
anticuerpo antiidiotipo en al menos uno de los uno o mas tejidos/6rganos. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo
se marca directa o indirectamente y, en algunos casos, la presencia del anticuerpo antiidiotipo en el individuo se
determina mediante imagenes del individuo para detectar el marcador. En algunos casos, determinar la presencia del
anticuerpo antiidiotipo en uno o mas tejidos/érganos en el individuo comprende determinar un nivel de o para el
anticuerpo antiidiotipo en uno 0 mas tejidos/érganos o la unién de los mismos. En algunos casos, el método comprende
ademas administrar el anticuerpo antiidiotipo al individuo después del inicio de una segunda dosis o dosis posterior de
administracién de la terapia y en algunos aspectos determinar la presencia, ausencia o el nivel del anticuerpo
antiidiotipo en uno o mas tejidos/érganos en el individuo, y/o ajustar la terapia en base a las observaciones, tal como
en base a la diferencia en el nivel del anticuerpo antiidiotipo en al menos uno de los uno o0 més tejidos/6rganos en el
individuo entre la primera y la segunda administraciones del anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, el anticuerpo
diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID
NO: 23 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo
diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID
NO: 30 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos aspectos, la terapia se ajusta (i) si el nUmero de células de la terapia de linfocitos T es detectable en la
sangre u otra muestra bioldgica, después de haber sido detectable, no es detectable o se ha reducido, opcionalmente
reducido en comparacién con un punto de tiempo anterior después de la administracién de la terapia con linfocitos T,
(ii) el nimero de células de la terapia de linfocitos T detectables en la sangre u otra muestra biolégica se reduce en o
méas de 1,5 veces, 2,0 veces, 3,0 veces, 4,0 veces, 5,0 veces, 10 veces 0 més el pico 0 nUmero maximo de células de
la terapia de linfocitos T detectable en la sangre o la muestra biolégica del sujeto después del inicio de la administracién
de la terapia de linfocitos T, opcionalmente la primera, la segunda dosis o las dosis posteriores; (iii) en un momento
posterior a que se detecte un pico o nivel maximo de células de la terapia de linfocitos T en la sangre del sujeto, el
namero de células de o derivadas de los linfocitos T detectables en la sangre del sujeto es inferior al 10 %, menos del
5 %, inferior al 1 % o inferior al 0,1 % del total de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) en la sangre del
sujeto; y/o (iv) si el numero de células CD3+ o CD8+ de la terapia celular detectable en la sangre es inferior a 20
células por pl, 15 células por pl, 10 células por pl, inferior a 5 células por pl o inferior a 1 célula por pl. En algunos
casos, la terapia se ajusta administrando una o mas dosis adicionales de la terapia con linfocitos T-CAR, administrando
una dosis mayor de la terapia con linfocitos T-CAR, administrando una terapia alternativa con linfocitos T-CAR
especifica para el mismo antigeno o para uno diferente, administrando uno 0 mas agentes inmunomoduladores u otro
agente para promover o aumentar la expansidn o persistencia de las linfocitos T-CAR.

Se pueden usar diversos métodos conocidos en la técnica para detectar la unién de anticuerpo-antigeno especifico.
Los inmunoensayos ilustrativos incluyen inmunoensayo de polarizacién de fluorescencia (FPIA), inmunoensayo de
fluorescencia (FIA), inmunoensayo enzimético (EIA), inmunoensayo de inhibicibn nefelométrica (NIA), ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y radioinmunoensayo (RIA). Un grupo indicador o un grupo de marcaje,
puede fijarse a los anticuerpos antiidiotipo y se selecciona para satisfacer las necesidades de diversos usos del método
que a menudo estan dictados por la disponibilidad de los equipos de ensayo y los procedimientos de inmunoensayo
compatibles. Los marcadores ilustrativos incluyen radionucleidos por ejemplo, 21, 13|, 338, 3H o 32P y/o cromo (3'Cr),
cobalto (57Co), fltior ('®F), gadolinio ('**Dios, '%°Gd), germanio (®Ge), holmio ('®Ho), indio (*'®In, "3In, "*2In, "in),
yodo (123, 123] 12]), lantano ('“%La), lutecio ('7’Lu), manganeso (3*Mn), molibdeno (®*Mo), paladio ('®Pd), fésforo (32P),
praseodimio ('2Pr), prometio (*Pm), renio (186Re, 188Re), rodio (105Rh), ruteroio (97Ru), samario (**Sm), escandio
(*/Sc), selenio (73Se), (358r), azufre (3S), tecnecio (®°Tc), talio (?°'Ti), estafio (1'3Sn, 1'7Sn), tritio (3H), xendén (133Xe),
iterbio ('%9Yb, 175Yb), itrio (°°Y),), enzimas (por ejemplo, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante, luciferasa
o B-galactosidasa), fracciones o proteinas fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, GFP o BFP)
o fracciones luminiscentes (por ejemplo, Qpunto™ nanoparticulas suministradas por Quantum Dot Corporation, Palo
Alto, Calif.). Se conocen varias técnicas generales que se pueden utilizar para realizar los diversos inmunoensayos
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mencionados anteriormente.

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo no necesitan estar marcados, y su presencia puede detectarse utilizando
un anticuerpo marcado que se une a cualquiera de los anticuerpos antiidiotipo.

Los anticuerpos antiidiotipo divulgados en el presente documento se pueden emplear en cualquier método de ensayo
conocido, tales como ensayos de unién competitiva, ensayos de tipo sandwich directos e indirectos, y ensayos de
inmunoprecipitacién. Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pags. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Los anticuerpos antiidiotipo también se pueden utilizar para ensayos de diagndstico in vivo, tales como obtencién de
iméagenes in vivo. Generalmente, el anticuerpo antiidiotipo esta marcado con un radiontclido (tal como "'In, ®°Tc, '4C,
1311, 125] o 3H) para que las células o el tejido de interés se puedan localizar in vivo después de la administracién a un
individuo.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unidén a antigeno del mismo esta inmovilizado o unido en
un soporte sélido, en donde una o mas células diana que comprenden linfocitos T-CAR se ponen en contacto con el
soporte sélido. En algunos casos, el soporte sélido es una perla. En algunos casos, el soporte sélido es la superficie
de un pocillo o placa, por ejemplo, una placa de cultivo celular. En algunos casos, el soporte sélido es una resina o
matriz presente o contenida en una columna de cromatografia, por ejemplo, para permitir el aislamiento cromatogréafico
o la seleccién de linfocitos T CAR+. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno esta
0 es capaz de estar unido reversiblemente a un soporte sélido. En algunos casos, el soporte sélido es una matriz de
cromatografia de afinidad que comprende uno o mas sitios de unién capaces de unirse, por ejemplo, unién reversible,
a un compafiero de unién presente en el anticuerpo antiidiotipo. En un caso ilustrativo, el anticuerpo antiidiotipo
comprende un péptido de unién a estreptavidina u otra fraccién de unién a estreptavidina capaz de unirse a una
molécula de estreptavidina o muteina de estreptavidina presente o inmovilizada en el soporte sélido, que, en algunos
casos, puede disociarse en presencia de una sustancia de competencia, tal como biotina. Ejemplos de tales sistemas
incluyen los descritos en la solicitud de patente publicada en EE. UU. N.° US20150024411.

En algunos aspectos, los anticuerpos anti-ID divulgados en el presente documento pueden expresarse en la superficie
de una célula. En algunos aspectos, se puede utilizar un anticuerpo anti-ID expresado en células para inducir o
estimular una célula que exprese CAR, tal como parte de un sistema para el crecimiento selectivo de células CAR. En
algunos aspectos, el anticuerpo anti-ID o fragmento de unién a antigeno del mismo se expresa en una célula
presentadora de antigeno artificial (aAPC). Las aAPC que expresan anti-ID se pueden utilizar como reactivos para la
estimulacién o expansioén de poblaciones de linfocitos T CAR.

Se conocen métodos para preparar o generar aAPC, véase, por ejemplo, las patentes de EE. UU. nimeros 6.225.042,
6.355.479, 6.362.001, 6.790.662; 7.754.482: Publicaciones de Solicitud de Patente de Estados Unidos N.°
2009/0017000 y 2009/0004142; y la publicacidn internacional n.° WO2007 103009. Se conocen varias aAPC en la
técnica, véase, por ejemplo, la patente de los EE. UU. N.°8.722.400, la solicitud publicada N.® US2014/0212446;
Butler and Hirano (2014) Immunol Rev., 257(1):10. 1111/imr. 12129; Suhoshki et al. (2007) Mol. Ther., 15:981-988).

las aAPC incluyen caracteristicas de las APC naturales, incluyendo la expresién de una molécula MHC, molécula o
moléculas estimuladoras y coestimuladoras, receptor Fc, molécula o moléculas de adhesion y/o la capacidad de
producir o secretar citocinas (por ejemplo, IL-2). Normalmente, una aAPC es una linea celular que carece de expresion
de uno o mas de los anteriores y se genera mediante la introducciéon (por ejemplo, mediante transfeccién o
transduccién) de uno o mas de los elementos que faltan necesarios para la estimulacién de una célula, por ejemplo,
un linfocito T-CAR.

En algunos casos, las células seleccionadas para convertirse en aAPC tienen deficiencias en el procesamiento
intracelular del antigeno, trafico intracelular de péptidos y/o carga intracelular de moléculas-péptidos del MHC de clase
| o clase Il. En algunos aspectos, estas células también carecen de la capacidad de expresar una molécula MHC de
clase | o clase Il y/o moléculas involucradas o relacionadas con el procesamiento de antigenos. Las aAPC ilustrativas
constituyen o derivan de un transportador asociado con la linea celular deficiente en el procesamiento de antigeno
(TAP), tal como una linea celular de insecto. Una linea celular ilustrativa es una linea celular de Drosophila, tal como
una linea celular Schneider 2 (véase, por ejemplo Schneider, J. Embryol. Exp. Morph. 1972 Vol 27, pags. 353-365).
Métodos ilustrativos para la preparacion, crecimiento y cultivo de células Schneider 2, se proporcionan en las patentes
de Estados Unidos n.° 6,225,042, 6,355,479 y 6,362,001.

En algunos casos, la célula es una célula K652 o una célula derivada de K562. En algunos casos, la célula es la linea
celular disponible en la ATCC N.° CCL-243.

En algunos aspectos, la aAPC se modifica ademés para expresar una molécula adicional para mejorar, potenciar o
aumentar la estimulacién de un linfocito T que expresa CAR. En algunos casos, la molécula adicional es un ligando
inmunoestimulador, un ligando coestimulador, una citocina o una molécula de adhesién. En algunos casos, el ligando
coestimulador se une especificamente con al menos una molécula coestimuladora presente en un linfocito T. En
algunos casos, se genera la aAPC, por ejemplo por transduccidén o transfeccién, para expresar una o mas sefiales
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coestimuladoras (por ejemplo, CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, ICOS-L, ICAM,
CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, receptor de linfotoxina beta, ILT3, ILT4, 3/TR6 o un ligando
de B7-H3; o un anticuerpo que se une especificamente a CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, LFA-
1, CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, receptor de ligando Toll o un ligando de CD83), una molécula de adhesion
celular (por ejemplo, ICAM-1 o LFA-3) y/o una citocina (por ejemplo, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21,
interferén alfa (IFNa), interferén beta (IFNB), interferon gamma (IFNy), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), factor
de necrosis tumoral beta (TNFR), factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y factor
estimulador de colonias de granulocitos (GCSF). En algunos casos, una aAPC normalmente no expresa una molécula
de MHC, pero puede disefiarse para expresar una molécula de MHC o, en algunos casos, es o puede ser inducida a
expresar una molécula de MHC, tal como por estimulacién con citocinas. En algunos casos, las aAPC también se
pueden cargar con un ligando estimulador o coestimulador, que puede incluir, por ejemplo, un anticuerpo anti-CD3,
un anticuerpo anti-CD28 o un anticuerpo anti-CD2En algunos casos, la aAPC expresa una molécula capaz de mediar
una sefial primaria en la célula, tal como mediada a través del complejo receptor de linfocitos T/CD3 en un linfocito T.
En algunos casos, las aAPC comprenden un ligando estimulador que se une especificamente a un complejo TCR/CD3
de modo que se transduce una sefial primaria.

En algunos casos, dado que el anti-ID es capaz de entregar una sefial a través del CAR, la aAPC no expresa un
ligando estimulador que se una especificamente a un complejo TCR/CD3. En algunos casos, la aAPC no expresa una
molécula coestimuladora.

En algunos casos, el anti-ID se expresa como un fragmento de cadena Unica (scFv) para su expresién en la superficie
de la célula. El acido nucleico que codifica el scFV se puede fusionar a secuencias de ADN que codifican un dominio
transmembrana. Las regiones transmembrana de particular uso incluyen aquellas derivadas de la(s) regién(es)
transmembrana(s) del gen alfa, beta o zeta del receptor de linfocitos T, CD28, CD3 épsilon, CD45, CD4, CD5, CDS8,
CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. Como alternativa, el dominio
transmembrana puede ser sintético, en cuyo caso comprendera predominantemente restos hidréfobos tales como
leucina y valina. En algunos casos, un triplete de fenilalanina, triptéfano y valina se encontrara en cada extremo de un
dominio transmembrana sintético. Los dominios transmembrana ilustrativos incluyen aquellos derivados de CD8 o
CD28.

B. Uso en estimulacién celular

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo divulgados o fragmentos de unién a antigeno de los mismos son
agonistas y/o exhiben actividad especifica para estimular células que expresan un anticuerpo objetivo, incluidos
conjugados o receptores quiméricos que lo contienen, tal como un anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, anticuerpo
SJ25C1 o FMCE3), o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, se divulgan métodos que
implican el uso de los anticuerpos antiidiotipo divulgados y moléculas (tales como conjugados y complejos) que
contienen uno o0 mas de dichos anticuerpos antiidiotipo, para la estimulaciéon o activacién de células que expresan
CAR u otros receptores quiméricos, tales como linfocitos T. En algunos aspectos, el CAR u otro receptor comprende
el anticuerpo diana, tal como un anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, anticuerpo SJ25C1 o FMC63), o un fragmento de
unién a antigeno del mismo.

En algunos casos, los métodos pueden utilizarse en relacién con métodos de preparacién de linfocitos T modificados
genéticamente, tal como en métodos de expansion de linfocitos T modificados genéticamente u otras células en las
que se ha introducido una molécula de acido nucleico que codifica el receptor quimérico, como el CAR que comprende
el anticuerpo diana, por ejemplo, portransfeccién, transduccién o un medio no virico de transferencia de acido nucleico,
tales como abordajes basados en transposones. En algunos aspectos, el anticuerpo diana es un anticuerpo anti-CD19
(por ejemplo, anticuerpo SJ25C1 o FMC63), o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En casos particulares, el
anticuerpo diana es o contiene un CAR, por ejemplo, un CAR anti-CD19. En casos particulares, el CAR anti-CD19
contiene un scFv que proviene y/o deriva de un anticuerpo anti-CD19 tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63.

Los métodos en algunos casos incluyen la incubacién de una muestra que comprende linfocitos T transducidos con
un CAR con el anticuerpo antiidiotipo. En determinados casos, los métodos incluyen ademas detectar si los linfocitos
T-CAR estén activados o estimulados, tal como evaluando la viabilidad, proliferacién y/o expresién de marcadores de
activacion en los linfocitos T-CAR. En algunos casos, el anticuerpo diana es un anticuerpo anti-CD19. En algunos
casos, el anticuerpo diana es o deriva del anticuerpo SJ25C1 0 FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo.
En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena
pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24.
En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena
pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para simular células, que comprende incubar una composicién de entrada
que comprende células que expresan un CAR que comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o
FMC83, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, con un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno
del mismo como se describe en el presente documento, generando de esta manera una composicién de salida que
comprende células estimuladas. En algunos casos, la incubacion se realiza en condiciones en las que el anticuerpo
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antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo se une al CAR, induciendo o modulando de este modo una
sefial en una o més células en la composicién de entrada. En algunos casos, las células comprenden linfocitos T. En
algunos casos, los linfocitos T comprenden linfocitos T CD4+ y/o CD8+.

En algunos casos, en el presente documento se divulga un método para estimular o expandir células que expresan
un CAR, incubando una composicién de entrada que contiene células que expresan un CAR con un anticuerpo anti-
ID que se une a y/o reconoce el CAR. En algunos casos, la unién entre el anticuerpo anti-ID y el CAR induce la
expansion de las células que expresan el CAR, produciendo de este modo una composicién de salida que comprende
células expandidas.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se pone en contacto o se incuba con una composiciéon de entrada de una
0 mas células para generar una composicion de salida. En determinados casos, las células de entrada y/o la
composicion de entrada son una composicién y/o una pluralidad de células que son, o se desea que sean, tratadas,
incubadas o puestas en contacto en condiciones que produciran uno 0 mas cambios en al menos una parte de las
células de la composicién de entrada, convirtiendo asi la composicién de entrada en una composiciéon de salida. En
algunos casos, las células de entrada son una composicidén de células inmunitarias, por ejemplo, una composicién de
linfocitos T que contienen células que expresan un CAR. En casos particulares, al menos una parte de las células de
la composicién de entrada estan activadas, expandidas y/o enriquecidas en la composiciéon de salida generada
mediante la practica de los métodos descritos.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo expande o enriquece las células que expresan CAR de una
composicién de entrada. En algunos casos, la composiciéon de entrada comprende células eucariotas, tal como células
de mamiferos. En determinados casos, la composicién de entrada contiene células humanas. En algunos casos, la
composicién de entrada contiene células que derivan de la sangre, médula ésea, linfa u érganos linfoides. En casos
particulares, la composicién de entrada contiene células del sistema inmunoldgico, es decir, células de la inmunidad
innata o adaptativa, por ejemplo, células mieloides o linfoides, incluyendo linfocitos, normalmente linfocitos T y/o
linfocitos citoliticos naturales. En algunos casos, la composicién de entrada contiene células madre, tales como las
células madre multipotentes y pluripotentes, incluidas las células madre pluripotentes inducidas (iPSC). En casos
particulares, la composicién de entrada contiene células CD3*. En determinados casos, la composicién de entrada
contiene células CD4*. En algunos casos, la composiciéon de entrada contiene células CD8*. En algunos casos, la
composicién de entrada es una composicion de células CD4*. En casos particulares, la composicién de entrada es
una composicién de células CD8".

En algunos casos, los métodos y agentes son capaces de estimular linfocitos T deficientes o que han regulado a la
baja una o més moléculas de sefializacién natural, como uno o méas receptores coestimuladores o receptores de
antigenos o receptores de citocinas, pero que expresan el receptor quimérico, por ejemplo, el CAR, reconocido por el
anticuerpo anti-Id. En algunos casos, las células de la composicién de entrada son bajas o negativas para la expresién
superficial de CD28 u otra molécula coestimuladora u otra molécula de sefalizacién. Asi, en algunos casos, los
agentes y métodos divulgados tienen ciertas ventajas en comparaciéon con ciertos otros agentes o métodos de
activacion o estimulacién que pueden requerir o depender de la expresion superficial de CD28 u otra molécula de
sefializaciéon endégena, para proporcionar la sefial deseada y/o la extensién completa de dicha sefial, por ejemplo,
para proporcionar una sefial coestimuladora y/o lograr una activacién completa. En algunos casos, los agentes y
métodos divulgados son ventajosos en tales aspectos en comparaciéon con los reactivos anti-CD3/anti-CD28 (por
ejemplo, perlas); en algunos aspectos, los anticuerpos anti-ID descritos son ventajosos porque pueden estimular o
lograr un efecto deseado, como la activacidén o proliferacién de células que son bajas o negativas para CD28 u otra
molécula de sefializacién natural. En algunos aspectos, la sefializacién a través del CAR mediante la estimulacién con
un anticuerpo anti-ID da como resultado una sefial primaria y secundaria (coestimuladora) a través del CAR utilizando
solo un reactivo. En algunos casos, la composicién de entrada comprende células CD3+ que expresan niveles bajos
de CD28 u otra molécula de sefializacién endégena. En algunos casos, la composicién de entrada comprende células
CD3+ que son CD28 negativas o son negativas para otras moléculas de sefializacién endégena. En algunos casos,
el anticuerpo anti-ID estimula la activacion y/o expansién de células que expresan niveles bajos de CD28 o células
que son CD28 negativas. En algunos casos, las células se ponen en contacto con un anticuerpo antiidiotipo o un
fragmento de unidén a antigeno que esta inmovilizado o unido a un soporte sélido. En algunos casos, el soporte sélido
es una perla. En algunos casos, el soporte sélido es la superficie de un pocillo o placa, por ejemplo, una placa de
cultivo celular. En algunos ejemplos, el anticuerpo anti-ID es soluble. En determinados casos, las células no entran en
contacto con reactivos conjugados anti-CD3/anti-CD28 antes de ponerlas en contacto con el anticuerpo antiidiotipo o
el fragmento de unién a antigeno.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo se aplica a, se pone en contacto con o se incuba con una
composicién de entrada de células que han sido transducidas o transfectadas con un nucleétido que codifica un CAR.
En casos particulares, la incubacién, el tratamiento y/o el contacto de las células de entrada con el anticuerpo
antiidiotipo da como resultado una expansién y/o enriquecimiento de las células que expresan el CAR. En casos
particulares, la incubacién, el tratamiento y/o el contacto de las células de entrada con el anticuerpo antiidiotipo no da
como resultado una expansion y/o enriquecimiento de células que no expresan el CAR. En casos particulares, la
incubacién, el tratamiento y/o el contacto de las células de entrada con el anticuerpo antiidiotipo da como resultado
una expansién y/o enriquecimiento de células que no expresan el CAR que es al menos del 50 %, al menos el 75 %,
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al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 99 %, al menos el 99,9 % o al menos el 99,99 %
menos que la expansién y/o enriquecimiento de células que expresan el CAR. En algunos casos, los anticuerpos
antiidiotipo divulgados en el presente documento se utilizan para expandir células que expresan CAR de una
composicién de entrada que experimentd una baja eficiencia de transduccién y/o transfeccién, y/o que contiene una
baja cantidad de células que expresan CAR. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo expande y/o enriquece
selectivamente las células que expresan un CAR.

Algunos casos contemplan que el anticuerpo antiidiotipo es mas eficaz para expandir y/o enriquecer células de una
composiciéon de entrada con una baja eficiencia de transduccion o transfeccién y/o tienen una baja cantidad de células
que expresan el CAR que expandiendo y/o enriqueciendo las células mediante estimulacidén policlonal, por ejemplo,
estimulacién con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28. En casos particulares, la estimulacién policlonal da como
resultado la expansién de células que expresan y células que no expresan el CAR en la composicién de entrada vy,
por lo tanto, en algunos casos, puede no enriquecer las células que expresan CAR, en particular cuando la
composiciébn de entrada tiene un numero bajo de células que expresan CAR. En cambio, en algunos casos, la
incubacién con un anticuerpo antiidiotipo da como resultado una expansién selectiva de células que expresan CAR y,
por lo tanto, en determinados casos, dar lugar a una expansion selectiva y/o enriquecimiento de las células que
expresan CAR. En algunos casos, la incubacién, el contacto y/o el tratamiento de las células de entrada con el
anticuerpo antiidiotipo da como resultado un mayor enriquecimiento y/o expansién de las células que expresan CAR
que mediante la estimulacion policlonal.

En casos particulares, el anticuerpo antiidiotipo se incuba con, se aplica a y/o se pone en contacto con células de
entrada que fueron transfectadas y/o transducidas con una menor cantidad de particulas viricas, relacién entre copias
de particulas del vector virico y las células y/o unidades infecciosas (Ul), que las células de entrada que se expanden
y/o enriquecen mediante estimulacién policlonal. Por ejemplo, en algunos casos, la composicién de entrada que se
incuba con el anticuerpo antiidiotipo se genera a partir de células que fueron transducidas con o con al menos 0,5, 1,
2,3,4,5,10, 15, 20, 30, 40, 50 o 60 Ul menos por célula que la composicién de entrada que se expande y/o enriquece
mediante estimulacién policlonal. En algunos casos, la composicién de entrada que se incuba con el anticuerpo
antiidiotipo se genera a partir de células que fueron transducidas con un titulo de particulas de vector virico con o con
al menos 1 x 105 Ul/ml, 5 x 10° Ul/ml, 1 x 10% Ul/ml, 5 x 10° Ul/ml, 6 x 10% Ul/ml, 7 x 108 Ul/ml, 8 x 10 Ul/ml, 9 x 10°
Ul/ml o 1 x 107 UlI/ml menos que la composicion de entrada que se expande y/o enriquece mediante estimulacion
policlonal.

En casos particulares, la transduccién de células con una alta Ul/célula conducira a una alta eficiencia de transduccién
pero, en algunos casos, también puede dar lugar a células transfectadas con un alto nimero de copias del vector
(VCN), que pueden presentar riesgos de seguridad y no cumplir con las normas reguladoras. En casos particulares,
reducir las Ul/célula con las que se transducen las células reducira la eficiencia de transduccién, pero reducira el VCN.
En casos particulares, aumentar las Ul/célula con las que se transducen las células aumentard la eficiencia de la
transduccién, pero también aumentara el VCN.

En algunos casos, una composicién de entrada contiene una poblacién de células que han sido transducidas o
transfectadas, o células que se derivan de células que han sido transducidas o transfectadas, con uno o mas acidos
nucleicos que codifican un CAR, que estd unido o reconocido por el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la
composicién de entrada contiene menos del 80 %, menos del 75 %, menos del 70 %, menos del 65 %, menos del
60 %, menos del 55 %, menos del 50 %, menos del 45 %, menos del 40 %, menos del 35 %, menos del 30 %, menos
del 25 %, menos del 20 %, menos del 15 %, menos del 10 %, menos del 5 % o menos del 1 % de las células son
células que expresan CAR. En casos particulares, las células de la composicién de entrada han sido transfectadas o
transducidas como se describe en la Seccion |lll. En determinados casos, las células de entrada contienen una
poblacién de células que han sido transducidas o transfectadas, o células que se derivan de células que han sido
transducidas o transfectadas, con uno o més éacidos nucleicos que codifican un CAR anti-CD19, tal como un CAR anti-
CD19 que contiene un scFv que proviene y/o deriva de un anticuerpo anti-CD19 tal como el anticuerpo SJ25C1 o
FMC83.

En casos particulares, la incubacién, el contacto o tratamiento de células de la composicién de entrada con el
anticuerpo antiidiotipo se realiza en condiciones de estimulacién, expansiéon y/o activacién de células cuyas
condiciones pueden incluir uno 0 mas medios particulares, temperatura, contenido de oxigeno, contenido de diéxido
de carbono, tiempo, agentes, por ejemplo, nutrientes, aminoacidos, antibidticos, iones y/o factores estimuladores, tales
como citocinas, quimiocinas, antigenos, compafieros de unién, proteinas de fusion, receptores solubles recombinantes
y cualquier otro agente disefiado para activar las células.

En algunos casos, las células de la composicién de entrada han sido transfectadas o transducidas con un acido
nucleico que comprende un gen que codifica un CAR y las células se ponen en contacto, se incuban o se tratan con
el anticuerpo antiidiotipo que se une o reconoce el receptor recombinante. En algunos casos, las células de la
composicién de entrada se tratan, se incuban o se ponen en contacto con el anticuerpo antiidiotipo después de que
las células fueran transducidas o transfectadas con el 4cido nucleico que codifica un CAR. En casos particulares, las
células de la composicién de entrada se tratan, se incuban o se ponen en contacto con el anticuerpo antiidiotipo
inmediatamente, en aproximadamente 1 minuto, en aproximadamente 5 minutos, en aproximadamente 30 minutos,
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en aproximadamente 1 hora, en aproximadamente las 2 horas, en aproximadamente las 4 horas, en aproximadamente
las 6 horas, en aproximadamente las 8 horas, en aproximadamente las 12 horas, en aproximadamente las 24 horas,
en aproximadamente 2 dias, en aproximadamente 3 dias, en aproximadamente 4 dias, en aproximadamente 5 dias,
en aproximadamente 6 dias, en aproximadamente 1 semana, en aproximadamente 2 semanas, en aproximadamente
3 semanas, en aproximadamente 4 semanas, en aproximadamente 5 semanas, o en aproximadamente 6 semanas
después de que las células de la composicién de entrada hayan sido transducidas o transfectadas.

En algunos casos, las células de la composiciéon de entrada se tratan, se incuban y/o se ponen en contacto con
anticuerpo antiidiotipo soluble, se ponen en contacto con un anticuerpo que no esté reticulado y/o en contacto con un
anticuerpo que no esta unido o fijado a un soporte sélido

En algunos casos, los métodos dan lugar a proliferacién, la activacion, estimulacién, liberacién de citocinas u otro
resultado funcional tal como regulacién por aumento de un marcador de activacién o liberacién o produccién de
citocinas, de células que expresan el receptor quimérico tal como el CAR reconocido por el anticuerpo anti-ld. En
algunos aspectos, dicha proliferaciéon u otra respuesta o lectura funcional se induce en dichas células hasta un grado
similar o mayor que el inducido por la incubacién de las células con un agente y/o condiciones que estimulan la
proliferacién de linfocitos T, tal como cuentas anti-CD3/CD28 y/o anti-CD3 reticulado. En algunos aspectos, los
métodos no implican la reticulacién del anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos de cualquiera de los casos, los
agentes antiidiotipo son capaces de inducir la proliferacién especificada o el resultado funcional o el grado del mismo,
sin reticulacién del anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos, los agentes antiidiotipo del presente documento son
ventajosos por su capacidad para estimular o provocar un resultado funcional particular de los linfocitos T u otras
células inmunitarias que expresan el receptor diana, sin necesidad de reticular el anticuerpo anti-Id o utilizar un agente
secundario. En algunos aspectos, el resultado se consigue con la forma soluble o unida a placa del anticuerpo
antiidiotipo. En algunos aspectos, el resultado se consigue con el anticuerpo antiidiotipo acoplado a una cuenta.

. En casos particulares, las células de la composicién de entrada se tratan, se incuban y/o se ponen en contacto con
entre 10 pg/mly 100 pg/ml, entre 1 pg/ml y 1 ng/ml, entre 1 ng/mly 1 pg/l entre 100 ng/mly 1,0 pg/ml, entre 1 ng/mly
100 ng/ml, entre 10 ng/ml y 1,0 pg/ml, entre 100 ng/ml y 10 pg/ml, entre 250 ng/ml y 10 pg/ml, entre 250 pg/ml y
1 ng/ml, entre 1 ug/mly 10 pg/ml, entre 250 ng y aproximadamente 2,5 pg/ml, o entre 1 pg/mly 10 pg/ml.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo esté inmovilizado en un soporte
sélido, que opcionalmente comprende o esta conjugado con un reactivo que comprende una pluralidad de sitios de
unidén capaces de unirse reversiblemente al anticuerpo antiidiotipo o al fragmento de unién a antigeno del mismo. En
algunos casos, el soporte sélido es una superficie de una placa o de un pocillo. En algunos casos, el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo esta inmovilizado en un reactivo soluble, que opcionalmente
es o comprende una pluralidad de sitios de unién capaces de unirse reversiblemente al anticuerpo antiidiotipo o al
fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el reactivo comprende una muteina de estreptavidina.
En un caso ilustrativo, el anticuerpo antiidiotipo comprende un péptido de unién a estreptavidina u otra fraccién de
unidén a estreptavidina capaz de unirse a una molécula de estreptavidina o muteina de estreptavidina presente o
inmovilizada en el reactivo soluble, que, en algunos casos, puede disociarse en presencia de una sustancia de
competencia, tal como biotina. Ejemplos de tales sistemas incluyen los descritos en la solicitud de patente PCT
publicada N.° WO2015/158868.

En casos particulares, las células de la composicién de entrada se tratan, se incuban y/o se ponen en contacto con el
anticuerpo antiidiotipo que esté fijado, unido, recubierto y/o conjugado con una superficie o soporte sélido, por ejemplo,
una placa o un pocillo. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo se ha fijado, unido, recubierto y/o conjugado
con la superficie sélida o soporte incubando la superficie sélida o soporte con una concentracién del anticuerpo
antiidiotipo. En casos particulares, la superficie sélida o soporte se incuba con entre 10 ng/ml y 100 pg/ml, entre 100
ng/ml y 1,0 pg/ml, entre 250 ng/ml y 10 pg/ml, entre 250 ng/ml y 1ug/ml, entre 1 pyg/ml y 10 pyg/ml, entre 250 ng y
2,5 yg/ml, o entre 1 pg/ml y 10 ug/ml del anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la superficie sélida o soporte se
incuba con entre 250 ng/ml y 10 ug/ml. En determinados casos, la superficie sélida o soporte se incuba con o con
aproximadamente 0,25 pg/ml, 0,5 pug/ml, 1,0 yg/ml, 1,25 pg/ml, 2 pg/ml, 2,5 pg/mil, 5 uyg/ml o 10 pg/ml del anticuerpo
antiidiotipo.

En algunos casos, la incubacidén dura al menos o aproximadamente al menos 5 minutos, 10 minutos, 30 minutos, 60
minutos, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36, 48 horas, 72 horas 0 96 horas. En algunos casos, la composicién
de entrada comprende menos de 0 menos de aproximadamente el 60 %, menos de 0 menos de aproximadamente el
50 %, menos de o0 menos de aproximadamente el 40 %, menos de 0 menos de aproximadamente el 30 %, menos de
0 menos de aproximadamente el 20 % o menos de 0 menos de aproximadamente el 10 % de células que expresan
CAR como porcentaje del total de células en la composicion. En algunos casos, el nimero de células que expresan
CAR en la composicion de salida aumenta en mas de 1,2 veces, 1,5 veces, 2,0 veces, 3,0 veces, 4,0 veces, 5,0 veces,
10 veces 0 méas en comparacién con el numero de células que expresan CAR en la composicién de entrada; y/o el
porcentaje de expresion de CAR en la composicién de salida en comparacién con el total de células en la composicién
aumenta en més del 10 %, 20 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o més. En algunos casos, antes de la incubacién, las
células no estan seleccionadas ni enriquecidas para células que expresan CAR. En algunos casos, el anticuerpo diana
o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23
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y/o una region variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o
fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30
y/o una region variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo se ponen en contacto o se incuban con células de la composicidén
de entrada, por ejemplo, que comprende células que expresan un CAR, por un periodo de tiempo determinado para
expandir una o mas celdas de la composicién de entrada, tal como para expandir células de la composicidén de entrada
que expresan el receptor recombinante. En casos particulares, las células de la composicién de entrada se ponen en
contacto, se incuban o se tratan con el anticuerpo antiidiotipo durante al menos aproximadamente 12 horas, al menos
aproximadamente 24 horas, al menos aproximadamente 2 dias, al menos aproximadamente 3 dias, al menos
aproximadamente 4 dias, al menos aproximadamente 5 dias, al menos aproximadamente 6 dias, al menos
aproximadamente 7 dias, al menos aproximadamente 8 dias, al menos aproximadamente 9 dias, al menos
aproximadamente 10 dias, al menos aproximadamente 11 dias, al menos aproximadamente 12 dias, al menos
aproximadamente 13 dias, al menos aproximadamente 14 dias, al menos aproximadamente 3 semanas o al menos
aproximadamente 4 semanas. En casos particulares, las células de la composicién de entrada se ponen en contacto,
se incuban o se tratan con el anticuerpo antiidiotipo durante menos de aproximadamente 1 dia, menos de
aproximadamente 2 dias, menos de aproximadamente 3 dias, menos de aproximadamente 4 dias, menos de
aproximadamente 5 dias, menos de aproximadamente 6 dias o menos de aproximadamente 12 dias. En algunos
casos, las células de la composicién de entrada se ponen en contacto, se incuban o se tratan con el anticuerpo
antiidiotipo durante entre aproximadamente 1 dia y aproximadamente 14 dias, entre aproximadamente 3 dias y 7 dias,
o entre aproximadamente 4 dias y 6 dias.

En casos particulares, las células de una composicién de entrada, por ejemplo, que comprende células que expresan
un CAR, se incuban, se ponen en contacto o se tratan con anticuerpo antiidiotipo a temperaturas mayores que la
temperatura ambiente para expandir las células de la composicién de entrada que expresan el receptor recombinante.
En algunos casos, el tratamiento, la incubacién o la puesta en contacto se realiza a una temperatura superior a
aproximadamente 25 °C, tal como generalmente superiores a o superiores a aproximadamente 32 °C, 35 °C o 37 °C.
En algunos casos, el tratamiento, el contacto o la incubacion se realizan a una temperatura de aproximadamente 37 °C
+ 2 °C, tal como a una temperatura de o aproximadamente de 37 °C.

En algunos casos, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al
menos el 75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al menos el 97 %, al menos
el 99 %, al menos el 99,9 %, aproximadamente el 100 % o el 100 % de las células de la composicién de salida
expresan el CAR.

En casos particulares, el nimero de células que expresan el CAR en la composicidén de salida que se incubd, trat6 y/o
puso en contacto con el anticuerpo antiidiotipo es al menos del 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el
15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos el 45 %,
al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 95 %, al menos el 100 %, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos
10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces mayor
que el numero de células que expresan el CAR en la composicién de entrada.

En casos particulares, el porcentaje de células que expresan el CAR en la composicién de salida que se incubé, tratd
y/o puso en contacto con el anticuerpo antiidiotipo es al menos del 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos
el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos el
45 %, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %,
al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 95 %, al menos el 100 %, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos
10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces, o al menos 100 veces mayor
que el numero de células que expresan el CAR en la composicién de entrada.

En algunos casos, el nimero de células que expresan el CAR en la composicién de salida que se incubd, traté y/o
puso en contacto con el anticuerpo antiidiotipo es al menos del 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al menos el
15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos el 45 %,
al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el 75 %, al
menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 95 %, al menos el 100 %, al menos 2 veces, al menos 3 veces, al
menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al menos
10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces o al menos 100 veces mayor
que el nimero de células de una composicién de salida que recibié estimulacién policlonal, incubacién con anticuerpos
anti-CD3 y anti-CD28.

En determinados casos, el porcentaje de células que expresan el CAR en la composicién de salida que se incubg,

tratd y/o puso en contacto con el anticuerpo antiidiotipo es al menos del 1 %, al menos el 5 %, al menos el 10 %, al
menos el 15 %, al menos el 20 %, al menos el 25 %, al menos el 30 %, al menos el 35 %, al menos el 40 %, al menos
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el 45 %, al menos el 50 %, al menos el 55 %, al menos el 60 %, al menos el 65 %, al menos el 70 %, al menos el
75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos el 95 %, al menos el 100 %, al menos 2 veces, al menos 3 veces,
al menos 4 veces, al menos 5 veces, al menos 6 veces, al menos 7 veces, al menos 8 veces, al menos 9 veces, al
menos 10 veces, al menos 15 veces, al menos 20 veces, al menos 25 veces, al menos 50 veces o al menos 100 veces
mayor que el numero de células de una composicién de salida que recibié estimulacién policlonal, incubacién con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28.

En algunos casos, las células que expresan el CAR en la composicion de salida que se incubd, traté y/o puso en
contacto con el anticuerpo antiidiotipo contienen al menos un 1 %, al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un
15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 35 %, al menos un 40 %, al menos un
45 %, al menos un 50 %, al menos un 55 %, al menos un 60 %, al menos un 65 %, al menos el 70 %, al menos el
75 %, al menos el 80 %, al menos el 85 %, al menos un 95 % o al menos un 99 % menos de VCN que las células de
una composicién de salida que recibieron estimulacién policlonal, por ejemplo, incubacién con anticuerpos anti-CD3 y
anti-CD28. En algunos casos, el VCN promedio de las células que expresan CAR de la salida no es mas que
aproximadamente 10, 5, 4, 2,5, 1,50 1.

En algunos casos, estos métodos se pueden utilizar como parte de los métodos de fabricacién, analiticos y/o de control
de calidad, por ejemplo, en asociacién con la generacién de terapias celulares que expresan polipéptidos
recombinantes que contienen un anticuerpo o fragmento del mismo reconocido por el anticuerpo antiidiotipo, tales
como los linfocitos T-CAR, con fines de ensayo, incluyendo la prueba de expresién y/o potencia del receptor disefiado,
por ejemplo, en células disefiadas para su uso en terapia en un individuo. En determinados casos, las composiciones
celulares pueden probarse en cualquier etapa del proceso de generacidn de linfocitos T que expresan CAR. En casos
particulares, se puede recoger una muestra de células de una composicidén celular en cualquier etapa del proceso y
almacenarla, por ejemplo, por criocongelacién y/o criopreservacion, para pruebas y/o analisis posteriores. Las
composiciones probadas pueden ser composiciones farmacéuticas, por ejemplo, incluyendo aquellas que contienen
las células y un receptor y/o agente crioconservante farmacéuticamente aceptable.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo estimula las células que expresan un anticuerpo diana, por ejemplo, un
CAR, in vivo. Casos particulares contemplan que las terapias con linfocitos T-CAR son efectivas en el tratamiento del
cancer y otras enfermedades y trastornos. Sin embargo, en determinados contextos, los enfoques disponibles para la
terapia con linfocitos T-CAR pueden no ser siempre completamente satisfactorios. Por ejemplo, en algunos casos, la
exposicidn y persistencia de las células que expresan CAR en el sujeto se reduce o disminuye con el tiempo. Sin
embargo, las observaciones indican que, en algunos casos, una mayor exposicién de las células que expresan CAR
puede mejorar la eficacia y los resultados terapéuticos en la terapia con linfocitos T-CAR. Por lo tanto, en algunos
casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra para reforzar, aumentar y/o incrementar la persistencia y/o expansién
de las células que expresan CAR.

En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra a un sujeto, tal como un sujeto al que se le ha
administrado previamente una composicién celular terapéutica que contiene células que expresan CAR. En algunos
casos, la administracidén del anticuerpo antiidiotipo a un sujeto promueve la reexpansidn de las células que expresan
CAR en el sujeto, que, en algunos casos, puede alcanzar o superar el nivel maximo inicial de expansién antes de la
administracién del anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra para modular la
expansion y/o persistencia de las células que expresan CAR en momentos en que los niveles de las células que
expresan CAR han disminuido o no son detectables. En algunos casos, las células que expresan CAR que se vuelven
a expandir por el anticuerpo antiidiotipo exhiben una mayor potencia en un sujeto al que se le administra, por ejemplo,
en comparacion con la potencia antes de la administracién del anticuerpo antiidiotipo.

En determinados casos, la administracién del anticuerpo antiidiotipo aumenta o mejora la persistencia de las células
que expresan CAR en el sujeto. En algunos casos, las células que expresan CAR son detectables en el sujeto al
menos 7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias, 35 dias, 42 dias, 49 dias, 56 dias, 63 dias, 2 meses, 3 meses, 4 meses, 5
meses, 6 meses 0 mas de 6 meses después de la administracién del anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos, la
mayor exposicién del sujeto a las células incluye la expansion y/o el aumento de la expansion de las células.

En algunos casos, las células que expresan CAR se expanden en el sujeto después de la administracién del anticuerpo
antiidiotipo. En casos particulares, la administracién del anticuerpo antiidiotipo da como resultado una concentracién
méxima en la sangre o suero u otro fluido u érgano o tejido corporal del sujeto, de al menos 100, 500, 1000, 1500,
2000, 5000, 10 000 o 15 000 copias de un &cido nucleico que codifica el CAR por microgramo de ADN, o al menos
01,02, 0,3, 0,4,0,5, 0,6, 0,7, 0,8 0 0,9 células que expresan CAR por microlitro. En algunos casos, las células que
expresan el CAR se detectan como al menos el 10, 20, 30, 40, 50 0 60 % del total de PBMC en la sangre del sujeto,
y/o en dicho nivel durante al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 9, 10, 11, 12, 24, 36, 48 0 52 semanas después de la
administracién del anticuerpo antiidiotipo o durante 1, 2, 3, 4 0 5, 0 mas afios después de la administracién del
anticuerpo antiidiotipo. En algunos aspectos, la administraciéon del anticuerpo antiidiotipo da como resultado un
aumento de al menos del doble, al menos 4 veces, al menos 10 veces o al menos de 20 veces en las copias de acido
nucleico que codifica el receptor recombinante, por ejemplo, CAR, por microgramo de ADN, por ejemplo, en el suero,
plasma, sangre o tejido, por ejemplo, muestra de tumor, del sujeto. En casos particulares, la administraciéon del
anticuerpo antiidiotipo da como resultado un aumento de al menos del doble, al menos 4 veces, al menos 10 veces o
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al menos de 20 veces en el numero de células que expresan CAR en el sujeto.

En algunos aspectos, se administrardn al menos aproximadamente 1 x 102 se administraran al menos
aproximadamente 1 x 10% se administraran al menos aproximadamente 1 x 104 al menos aproximadamente 1 x 105,
o al menos aproximadamente 1 x 10° o al menos aproximadamente 5 x 10° o al menos aproximadamente 1 x 107 o
al menos aproximadamente 5 x 107 o al menos aproximadamente 1 x 108 células que expresan CAR y/o al menos 10,
25, 50, 100, 200, 300, 400 o 500 o 1000 células que expresan CAR por microlitro, por ejemplo, al menos 10 por
microlitro, son detectables o estan presentes en el sujeto o fluido, plasma, suero, tejido, 0 compartimento del mismo,
tal como en la sangre, por ejemplo, sangre periférica o sitio de la enfermedad después de la administracién del
anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, tal nimero o concentracién de células es detectable en el sujeto durante al
menos aproximadamente 20 dias, al menos aproximadamente 40 dias, o al menos aproximadamente 60 dias, o al
menos aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 meses, o0 al menos 2 o 3 afios, tras la administracién del
anticuerpo antiidiotipo.

Se conocen diversos sistemas de administracién y pueden usarse para administrar el anticuerpo antiidiotipo. En
determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra mediante encapsulacién y/o unién a liposomas,
microparticulas y microcapsulas. Los métodos de administracién del anticuerpo antiidiotipo incluyen, entre otros, las
vias intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, epidural y oral. El anticuerpo
antiidiotipo puede administrarse por cualquier via conveniente, por ejemplo por infusién, mediante inyeccién en bolo,
mediante absorcién a través de revestimientos epiteliales o mucocutaneos (por ejemplo, mucosa oral, rectal e
intestinal, etc.) y pueden administrarse junto con otros agentes biolégicamente activos. La administracién puede ser
sistémica o local. También puede emplearse la administracién pulmonar, por ejemplo, usando un inhalador o
nebulizador y la formulacién con un agente aerosolizante. En determinados casos, el anticuerpo antiidiotipo se
administra en una vesicula, en particular un liposoma (Langer, 1990, Science 249:1527-1533), por ejemplo un
liposoma catiénico (documento WO 98140052).

En algunos casos, se divulga un método para producir una composicién celular, que comprende introducir en las
células una molécula de acido nucleico que codifica un CAR, generando de este modo una composicién de entrada e
incubando la composiciéon de entrada con un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno del mismo
especifico para el dominio de unién al antigeno del CAR, produciendo de esta manera la composicién celular. En
algunos casos, el CAR comprende un anticuerpo diana o un fragmento de unién a antigeno del mismo que se une
especificamente a CD 19. En algunos casos, el anticuerpo diana es el anticuerpo SJ25C1 o0 FMC63 o un fragmento
de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
es un anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo descrito en el presente documento. En algunos
casos, el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo es un agonista del CAR. En algunos casos,
la introducciéon comprende la introduccién de la molécula de &cido nucleico en las células mediante transduccién virica,
transposicién, electroporacién o transfeccién quimica. En algunos casos, la introduccién comprende la introduccién de
la molécula de acido nucleico en las células mediante transduccién con un vector retrovirico que comprende la
molécula de &cido nucleico, por transduccién con un vector lentivirico que comprende la molécula de acido nucleico,
por transposicion con un transposén que comprende la molécula de acido nucleico, o por electroporaciéon o
transfeccién de un vector que comprende la molécula de acido nucleico.

En algunos casos, el método comprende ademas una etapa de estimulacién o activaciéon de las células antes de
introducir la molécula de acido nucleico que codifica el CAR. En algunos casos, la activacién de las células comprende
poner en contacto las células con un agonista de CD3 y opcionalmente un agonista de CD28. En algunos casos, la
activacion de las células que comprende poner en contacto las células con un reactivo que comprende anticuerpos
agonistas anti-CD3 y anti-CD28. En algunos de dichos casos, durante al menos una parte del contacto con un anti-
CD3/anti-CD28 y/o durante al menos una parte de la introduccién del 4cido nucleico que codifica el CAR, el método
incluye incubar o poner en contacto las células con el anticuerpo antiidiotipo o el antigeno de unién. En algunos casos,
la incubacién se realiza en condiciones en las que el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo
se une al CAR, induciendo o modulando de este modo una sefial en una o mas células en la composicién de entrada.
En algunos casos, las células comprenden linfocitos T.

En algunos de dichos casos, los linfocitos T comprenden linfocitos T CD4+ y/o CD8+. En algunos casos, el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo estd inmovilizado en un soporte sélido, que opcionalmente
comprende o esta conjugado con un reactivo que comprende una pluralidad de sitios de unién capaces de unirse
reversiblemente al anticuerpo antiidiotipo o al fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el
anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo estd inmovilizado en un reactivo soluble, que
opcionalmente es o comprende una pluralidad de sitios de unién capaces de unirse reversiblemente al anticuerpo
antiidiotipo o al fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el reactivo comprende una muteina de
estreptavidina. En un caso ilustrativo, el anticuerpo antiidiotipo comprende un péptido de unién a estreptavidina u otra
fraccién de unién a estreptavidina capaz de unirse a una molécula de estreptavidina o muteina de estreptavidina
presente o inmovilizada en el reactivo soluble, que, en algunos casos, puede disociarse en presencia de una sustancia
de competencia, tal como biotina. Ejemplos de tales sistemas incluyen los descritos en la solicitud de patente PCT
publicada N.°® WO2015/158868. En algunos casos, la incubacién dura al menos o aproximadamente al menos 5
minutos, 10 minutos, 30 minutos, 60 minutos, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36, 48 horas, 72 horas o 96 horas.
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En algunos casos, la composicién de entrada comprende menos de 0 menos de aproximadamente el 60 %, menos de
0 menos de aproximadamente el 50 %, menos de o menos de aproximadamente el 40 %, menos de o0 menos de
aproximadamente el 30 %, menos de o menos de aproximadamente el 20% o menos de o menos de
aproximadamente el 10 % de células que expresan CAR como porcentaje del total de células en la composicién. En
algunos casos, el nimero de células que expresan CAR en la composicién de salida aumenta en mas de 1,2 veces,
1,5 veces, 2,0 veces, 3,0 veces, 4,0 veces, 5,0 veces, 10 veces 0 mas en comparacidén con el nimero de células que
expresan CAR en la composicién de entrada; y/o el porcentaje de expresién de CAR en la composicién de salida en
comparacién con el total de células en la composicién aumenta en mas del 10 %, 20 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %
0 mas. En algunos casos, antes de la incubacién, las células no estan seleccionadas ni enriquecidas para células que
expresan CAR. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unidn a antigeno comprende una regién variable
de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ
ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidn variable de
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para monitorizar la actividad de un CAR que comprende un anticuerpo diana,
tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMCB3, o un fragmento de unidén a antigeno del mismo, incluyendo las etapas de
incubar una muestra que comprende linfocitos T transducidos con el CAR con un anticuerpo antiidiotipo agonista o un
fragmento de unién a antigeno del mismo que se dirige o se une al CAR; y/o determinar la presencia, ausencia o
cantidad de activacion, estimulacion y/o expansion de los linfocitos T-CAR, de esta manera se monitoriza la actividad
de las linfocitos T-CAR. En algunos casos, estos métodos se pueden utilizar para validar el CAR, en cuyo caso el
método puede incluir ¢) validar el CAR en funcién del nivel de activacién, estimulacién y/o expansién de linfocitos T-
CAR.

En algunos casos, la activacién, estimulacién y/o expansién de los linfocitos T-CAR se evalla determinando la
viabilidad, proliferacién y/o expresiéon de marcadores de activacion de linfocitos T en los linfocitos T CAR después de
un periodo de incubacién con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la viabilidad de los linfocitos T CAR se
evalla calculando el porcentaje de linfocitos T vivas frente al total transducido con el CAR después de la incubacién
con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la proliferacidén de linfocitos T CAR se evalla mediante la dilucién de
un colorante utilizado para tefiir las linfocitos T CAR antes de la incubacién con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos
casos, la expresién de marcadores de activacion de linfocitos T se evalla mediante citometria de flujo con tincién de
anticuerpos que reconocen los marcadores de activacién de linfocitos T. En algunos casos, los marcadores de
activacién de linfocitos T se seleccionan del grupo que consiste en CD25, CD26, CD27, CD28, CD30, CD89, CD71,
CD134, CD137 y CD154. En algunos casos, el periodo de incubacién es de aproximadamente 1 a aproximadamente
10 dias (tal como de aproximadamente cualquiera de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 dias, incluyendo cualquier intervalo
entre estos valores). En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién
variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en
la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidn
variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en
la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para monitorizar una preparacién de linfocitos T CAR, en donde el CAR
comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unidén a antigeno del
mismo, que comprende a) incubar una porcién de la preparacidén con un anticuerpo antiidiotipo agonista o un fragmento
de unién a antigeno del mismo que se dirige o se une al CAR; y b) determinar la presencia, ausencia o cantidad de
activacién, estimulacién y/o expansién de los linfocitos T-CAR. En algunos casos, la preparacion de linfocitos T-CAR
puede ser de células producidas o fabricadas en condiciones particulares deseables para ser probadas. En algunos
casos, el seguimiento se lleva a cabo en relaciéon con un ensayo de liberacién, tal como para validar las células antes
de su administracién a un sujeto. En algunos aspectos, el método incluye ademas c) validar la preparacién en funcién
del nivel de activacidn de los linfocitos T CAR. En algunos casos, la activacién de los linfocitos T CAR en la preparacién
se evalla determinando la viabilidad, proliferaciéon y/o expresién de marcadores de activaciéon de linfocitos T en los
linfocitos T CAR después de un periodo de incubacién con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la viabilidad
de los linfocitos T CAR se evalla calculando el porcentaje de linfocitos T vivas frente al total transducido con el CAR
después de la incubacién con el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la proliferacién de linfocitos T CAR se
evalia mediante la dilucién de un colorante utilizado para tefiir las linfocitos T CAR antes de la incubacion con el
anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la expresién de marcadores de activacién de linfocitos T se evalla mediante
citometria de flujo con tincién de anticuerpos que reconocen los marcadores de activacién de linfocitos T. En algunos
casos, los marcadores de activacidén de linfocitos T se seleccionan del grupo que consiste en CD25, CD26, CD27,
CD28, CD30, CDg9, CD71, CD134, CD137 y CD154. En algunos casos, el periodo de incubacion es de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10 dias (tal como de aproximadamente cualquiera de 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9
o 10 dias, incluyendo cualquier intervalo entre estos valores). En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de
unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién
variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de
unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién
variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.
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C. Uso en la inactivacién/agotamiento celular

En algunos casos, los anticuerpos antiidiotipo descritos o sus fragmentos de unién al antigeno son antagonistas y/o
muestran una actividad especifica para inhibir, ablacionar y/o agotar (por ejemplo, matar mediante citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, CCDA) células que expresan un anticuerpo diana, tal como un anticuerpo anti-CD19 (por
ejemplo, anticuerpo SJ25C1 o FMCB83), o un fragmento de unién a antigeno del mismo. También se divulgan métodos
que implican el uso de los anticuerpos antiidiotipo divulgados y moléculas (tales como conjugados y complejos) que
contienen uno o mas de dichos anticuerpos antiidiotipo, para inactivacién, ablacién y/o agotamiento de linfocitos T
CAR, en donde el CAR comprende un anticuerpo diana, tal como un anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, anticuerpo
SJ25C1 0 FMCB83), o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

Los métodos en algunos casos incluyen el tratamiento, poner en contacto y/o incubar una composicién y/o una muestra
que comprende linfocitos T transducidos con un CAR con el anticuerpo antiidiotipo. En determinados casos, los
métodos incluyen ademas detectar si los linfocitos T CAR estén inactivados, tal como evaluando la viabilidad,
proliferacién y/o expresién de marcadores de activacién en los linfocitos T-CAR. En algunos casos, los métodos estan
asociados con una terapia que comprende la administraciéon de linfocitos T CAR. Los métodos en algunos casos
incluyen la administracién del anticuerpo antiidiotipo a un individuo. En un caso, se utiliza un anticuerpo o conjugado
antiidiotipo para eliminar y/o agotar (por ejemplo, matar) los linfocitos T CAR en un individuo. En algunos casos, el
anticuerpo diana es un anticuerpo anti-CD19. En algunos casos, el anticuerpo diana es o deriva del anticuerpo SJ25C1
o FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién
a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a
antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable
de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra para agotar, reducir y/o disminuir el nimero de células que
expresan CAR en un sujeto. En casos particulares, la administracién del anticuerpo antiidiotipo agota, reduce y/o
disminuye la cantidad de células que expresan CAR, por ejemplo, linfocitos T-CAR circulantes, en al menos el 25 %,
al menos el 50 %, al menos el 60 %, al menos el 70 %, al menos el 80 %, al menos el 90 %, al menos el 95 %, al
menos el 99 %, al menos el 99,9 %, un 100 % o aproximadamente un 100 %. En determinados casos, el agotamiento,
la reduccidn y/o disminucidn esté en relacién con una cantidad de células que expresan CAR en el sujeto antes de la
administracién del anticuerpo antiidiotipo. En casos particulares, el agotamiento, la reduccion y/o disminucién esté en
relacién con una cantidad de células que expresan CAR en un sujeto al que no se le administra el anticuerpo
antiidiotipo. En algunos casos, las células que expresan CAR no son detectables en el sujeto después de la
administracién del anticuerpo antiidiotipo. En casos particulares, el anticuerpo antiidiotipo es un anticuerpo humano o
humanizado.

En algunos casos, se divulga un método para inactivar linfocitos T CAR, en donde el CAR comprende un anticuerpo
diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMCB3, o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende
incubar una muestra que comprende los linfocitos T CAR con un anticuerpo antiidiotipo antagonista o un fragmento
de unién a antigeno del mismo dirigido al CAR, inactivando asi los linfocitos T CAR en la muestra. En algunos casos,
el anticuerpo antiidiotipo se utiliza en una cantidad suficiente para atenuar la activacién de los linfocitos T CAR en la
muestra. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se utiliza en una cantidad suficiente para inactivar
sustancialmente los linfocitos T CAR en la muestra. En algunos casos, la incubacién con el anticuerpo antiidiotipo da
como resultado la ablacién y/o el agotamiento de los linfocitos T CAR en la muestra. En algunos casos, el anticuerpo
antiidiotipo se utiliza en una cantidad suficiente para dar como resultado el aclaramiento de los linfocitos T CAR en la
muestra. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una region variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID
NO: 31.

En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra para agotar, reducir y/o disminuir la actividad del CAR y/o
las células que expresan CAR en un sujeto. En casos particulares, la administracién del anticuerpo antiidiotipo reduce
y/o disminuye la estimulacidén y/o activacién del CAR y/o de la célula que expresa el CAR en al menos un 25 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, al
menos un 99 %, al menos un 99,9 %, un 100 % o aproximadamente un 100 %. En determinados casos, la reduccidn
y/o disminucién esta en relacién con la estimulacidn y/o actividad del CAR y/o células que expresan CAR en el sujeto
antes de la administraciéon del anticuerpo antiidiotipo. En casos particulares, la reduccién y/o disminucién esta en
relacién con la estimulaciéon y/o actividad del CAR y/o células que expresan CAR en un sujeto al que no se le ha
administrado el anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la actividad y/o estimulacion se refiere a uno o méas aspectos
de la actividad del receptor CAR o de las linfocitos T CAR y puede evaluarse mediante cualquier medio conocido
adecuado, incluyendo por cualquier medio divulgado en el presente documento. En algunos casos, la actividad y/o
estimulacién del CAR y/o de las células que expresan CAR no son detectables en el sujeto después de la
administracién del anticuerpo antiidiotipo. En casos particulares, el anticuerpo antiidiotipo es un anticuerpo humano o
humanizado.
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En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra para prevenir, reducir y/o disminuir la unién y/o la capacidad
del CAR y/o de las células que expresan CAR para unirse al antigeno. En casos particulares, la administracién del
anticuerpo antiidiotipo reduce y/o disminuye la unién al antigeno del CAR y/o de la célula que expresa el CAR en al
menos un 25 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 99 %, al menos un 99,9 %, un 100 % o aproximadamente un 100 %. En determinados
casos, la reduccién y/o disminucién estd en relacién con la unién al antigeno y/o la capacidad del CAR y/o de las
células que expresan CAR para unirse al antigeno en el sujeto antes de la administracidén del anticuerpo antiidiotipo.
En casos particulares, la reduccién y/o disminuciéon esta en relacién con la unién del antigeno y/o la capacidad de
unirse al antigeno del CAR y/o las células que expresan CAR en un sujeto al que no se le administra el anticuerpo
antiidiotipo. En casos particulares, el anticuerpo antiidiotipo es un anticuerpo humano o humanizado.

En algunos casos, se divulga un método para ablacionar y/o agotar (por ejemplo matar) linfocitos T CAR, en donde el
CAR comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que comprende incubar una muestra que comprende los linfocitos T CAR con un anticuerpo antiidiotipo o
fragmento de unién a antigeno del mismo dirigido al CAR, eliminando asi y/o agotando los linfocitos T CAR en la
muestra. En algunos casos, la ablacién y/o deplecién se realiza mediante citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos (CCDA). En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se utiliza en una cantidad suficiente para provocar la
ablacién y/o el agotamiento de practicamente todos los linfocitos T CAR en la muestra. En algunos casos, el anticuerpo
diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID
NO: 23 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo
diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID
NO: 30 y/o una regidn variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para ajustar una terapia con linfocitos T CAR en un individuo, en donde el
CAR comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que comprende administrar un anticuerpo antiidiotipo antagonista o un fragmento de unién a antigeno del
mismo dirigido al CAR al individuo, inactivando asi los linfocitos T CAR. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo
se administra en una cantidad suficiente para atenuar la activacién de los linfocitos T CAR en el individuo. En algunos
casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra en una cantidad suficiente para inactivar sustancialmente los linfocitos
T CAR en el individuo. En algunos casos, la administracidén del anticuerpo antiidiotipo da como resultado la ablacién
y/o el agotamiento de los linfocitos T CAR en el individuo. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se administra
en una cantidad suficiente para provocar la eliminacién de los linfocitos T CAR en el individuo. En algunos casos, el
anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en
la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el
anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regién variable de cadena pesada establecida en
la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO: 31.

En algunos casos, se divulga un método para ajustar una terapia con linfocitos T CAR en un individuo, en donde el
CAR comprende un anticuerpo diana, tal como el anticuerpo SJ25C1 o FMC63, o un fragmento de unién a antigeno
del mismo, que comprende administrar un inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo dirigido al CAR al individuo, en
donde el inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo comprende un agente citotéxico. En algunos casos, el
inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo se administra en una cantidad suficiente para atenuar la terapia con
linfocitos T CAR en el individuo. En algunos casos, el inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo se administra en
una cantidad suficiente para detener sustancialmente la terapia con linfocitos T CAR en el individuo. En algunos casos,
el inmunoconjugado de anticuerpo antiidiotipo se administra en una cantidad suficiente para provocar la eliminacién
de los linfocitos T CAR en el individuo. En algunos casos, el agente citotéxico se selecciona del grupo que consiste en
agentes o farmacos quimioterapéuticos, agentes inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas proteicas,
toxinas enziméticamente activas de origen bacteriano, flngico, vegetal o animal, o fragmentos de los mismos) e
isétopos radiactivos. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unidén a antigeno comprende una regién
variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 23 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en
la SEQ ID NO: 24. En algunos casos, el anticuerpo diana o fragmento de unién a antigeno comprende una regidn
variable de cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y/o una regién variable de cadena ligera establecida en
la SEQ ID NO: 31.

D. Uso en el ensayo de unién o método

En el presente documento se divulgan métodos para evaluar la presencia o ausencia de una molécula en una muestra
que se une a un receptor de antigeno quimérico (CAR), tal como el dominio extracelular de un CAR o una porcién del
mismo que contiene el dominio de unién al antigeno. En algunos casos, los métodos se pueden utilizar para evaluar
la presencia 0 ausencia de una respuesta humoral o una respuesta de anticuerpos en un sujeto a una terapia celular
administrada que comprende un receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, el receptor de antigeno
quimérico comprende un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC63 o un fragmento de unidén a antigeno del mismo.
En algunos casos, el receptor de antigeno quimérico comprende un anticuerpo diana que es el anticuerpo SJ25C1 o
un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo especifico del dominio extracelular del CAR, tal como cualquiera descrito en el presente
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documento, puede utilizarse como control positivo en el método.

En casos particulares, el método incluye poner en contacto una muestra con un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento
de unidn a antigeno del mismo especifico del dominio extracelular del CAR a una concentracién de entre 10 ng/ml y
100 pg/ml, entre 100 ng/mly 1,0 ug/ml, entre 250 ng/mly 10 pg/ml, entre 250 ng/ml y 1pg/ml, entre 1 pg/mly 10 pg/ml,
entre 250 ng y 2,5 pg/ml o entre 1 ug/mly 10 pg/ml del anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la concentracién del
anticuerpo antiidiotipo entre 250 ng/mly 10 pg/ml. En determinados casos, la concentracién del anticuerpo antiidiotipo
es de aproximadamente 0,1 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 1,25 pg/ml, 2 yg/ml, 2,5 ug/ml o 5 ug/ml del
anticuerpo antiidiotipo.

En algunos aspectos, la terapia celular adoptiva puede estar asociada con el desarrollo de una respuesta inmunitaria
en el sujeto a las células y/o al constructo administrado. Por ejemplo, en algunos casos, la exposicién a un receptor
quimérico puede estar limitada por las respuestas inmunitarias del hospedador contra los receptores recombinantes
expresados por las células administradas, que puede eliminar prematuramente las células. Se observa que incluso en
ciertos sujetos que tienen neoplasias malignas de linfocitos B, que a menudo estan inmunodeprimidos, se pueden
detectar respuestas inmunitarias especificas para regiones de receptores expresados por células administradas en
terapia celular adoptiva. Por ejemplo, sujetos, por ejemplo, sujetos humanos, las células administradas modificadas
genéticamente con un CAR pueden desarrollar una respuesta inmunitaria especifica a una regién inmunogénica de la
regién quimérica, incluyendo regiones que pueden contener secuencias no humanas (por ejemplo, scFv murino) y/o
una regién que contiene la unién entre dos dominios o porciones del receptor quimérico, por ejemplo, el dominio
transmembrana y coestimulador del CAR.

En algunos casos, se divulgan métodos que implican poner en contacto o incubar un reactivo de unién con una muestra
de un sujeto al que se le ha administrado una terapia celular que comprende una célula disefiada con un receptor de
antigeno quimérico en el que el reactivo de unién es una proteina que incluye el dominio extracelular del CAR o una
porcién del mismo que contiene el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos,
los métodos incluyen ademés detectar si se forma un complejo entre el reactivo de unidén y una molécula, por ejemplo,
molécula de unién, tal como un anticuerpo, presente en la muestra, y/o detectar la presencia o ausencia o nivel de
dicha unién. En determinados casos, el contacto o la incubacidn se realizan en condiciones que permiten la unién del
reactivo de unién a una molécula presente en la muestra del sujeto. En determinados aspectos, el método puede
llevarse a cabo ademés en una muestra de control positivo que contiene un anticuerpo antiidiotipico o un fragmento
de unidén a antigeno del mismo especifico para el CAR, tales como cualquiera como se describe. En algunos casos,
determinando la presencia, la ausencia o el nivel de unién de la molécula al reactivo de unién puede incluir la
comparacién de la unién o la deteccidén con la unidén o la deteccién de la muestra de control positivo al reactivo de
union.

En algunos casos, la terapia celular es o comprende células modificadas genéticamente que expresan un CAR anti-
CD19 que comprende un anticuerpo diana que es el anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo, en donde el reactivo de unién comprende el dominio extracelular del CAR o una porciéon del mismo que
comprende el anticuerpo SJ25C1 o el fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el control positivo
incluye un anticuerpo anti-idiotipico como se describe en la subseccién | A.

En algunos casos, la terapia celular es o comprende células modificadas genéticamente que expresan un CAR anti-
CD19 que comprende un anticuerpo diana que es el anticuerpo FMC83 o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
en donde el reactivo de unién comprende el dominio extracelular del CAR o una porcién del mismo que comprende el
anticuerpo FMC63 o el fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el control positivo incluye un
anticuerpo anti-idiotipico como se describe en la subseccién |.B.

En algunos casos, los métodos incluyen detectar si se forma un complejo entre el reactivo de unién y una molécula,
por ejemplo, molécula de unidn, tal como un anticuerpo, presente en la muestra, y/o detectar la presencia o ausencia
o nivel de dicha unién. En determinados casos, el contacto o la incubacién se realizan en condiciones que permiten la
unién del reactivo de unién a una molécula presente en la muestra del sujeto. En algunos aspectos, el complejo se
detecta mediante un inmunoensayo, opcionalmente un ensayo tipo sandwich o puente. Como ejemplos, el
inmunoensayo es un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), quimioluminiscente,
electroquimioluminiscente, biosensor basado en resonancia de plasmén superficial (SPR) (por ejemplo, BlAcore),
citometria de flujo o transferencia Western. En algunos casos, el inmunoensayo es o incluye el descubrimiento a escala
meso.

En algunos aspectos, el inmunoensayo es un ensayo de tipo sandwich o un ensayo de puente. En un ensayo de tipo
sandwich o puente, el reactivo de unién es un primer reactivo de unién y detectar la presencia o ausencia de una
molécula o un complejo que comprende una molécula incluye poner en contacto el complejo formado entre el primer
reactivo de unién y la molécula con un segundo reactivo de unién en el que el segundo reactivo de unién es un agente
que puede unirse a la misma molécula o a una molécula similar que el primer reactivo de unién. En algunos casos, el
segundo reactivo de unién comprende el dominio extracelular del CAR o una porcién del mismo. En algunos aspectos,
el dominio extracelular del CAR o porcidén del mismo del primer agente de unién y del segundo agente de unién es el
mismo o sustancialmente el mismo.
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En algunos casos, el reactivo de unién, tal como el primer y/o segundo reactivo de unién, estd marcado de forma
detectable o es capaz de producir una sefial detectable. El reactivo de unién, tal como el primer y/o segundo reactivo
de unidn, se une, directa o indirectamente, a un marcador detectable. En algunos casos, el marcador detectable es o
incluye un marcador fluorescente, un marcador quimioluminiscente, un marcador electroluminiscente, un marcador
colorimétrico, un marcador bioluminiscente o un radiomarcador. En algunos casos, el reactivo de unién, como el primer
y/o segundo reactivo de unién esta unido, directa o indirectamente, a un marcador SULFO-Tag. En algunos casos, al
menos uno del primer y segundo reactivo de unién estd marcado de forma detectable o es capaz de producir una
sefial detectable y el otro del primer y segundo reactivo de unién esta unido o inmovilizado a un soporte sélido. En
algunos aspectos, el primer reactivo de unién esta unido o inmovilizado a un soporte sélido o es capaz de unirse o
inmovilizarse a un soporte sélido. Los métodos para unir directa o indirectamente un reactivo de unién a un soporte
sélido son bien conocidos en la técnica. Los métodos de uniéon generalmente incluyen la adsorcién no especifica del
reactivo de unién al soporte sélido o la unién covalente del reactivo de unién, tipicamente a través de un grupo amino
libre, a un grupo quimicamente reactivo en el soporte sélido, tal como un grupo carboxilo activado, hidroxilo o aldehido.
Los métodos de unién también incluyen la unién indirecta del reactivo de unién al soporte sélido, como por ejemplo
recubriendo el soporte sélido con un reactivo de captura, tal como la estreptavidina, y afiadiendo reactivos de unién
marcados por afinidad, tales como reactivos marcados con biotina, al soporte sélido de modo que la interaccién entre
el marcador de afinidad (por ejemplo, biotina) y el reactivo de captura (por ejemplo, estreptavidina) une el reactivo de
unién al soporte sélido. En algunos casos, el primer reactivo de unién esta unido, directa o indirectamente, a una
biotina. En algunos ejemplos, el primer reactivo soluble est4 unido a un soporte sélido recubierto con estreptavidina.
En algunos casos, el segundo reactivo de unidén estd unido, directa o indirectamente, a un marcador detectable,
opcionalmente un marcador SULFO-Tag.

En casos particulares, la muestra se pone en contacto con un primer reactivo de unidén que esté fijado, unido, recubierto
y/o conjugado con una superficie o soporte sélido, por ejemplo, una placa o un pocillo. En determinados casos, el
primer reactivo de unién se ha fijado, unido, recubierto y/o conjugado con la superficie sélida o soporte mediante la
unién indirecta del reactivo de unién al soporte sélido, tal como recubriendo el soporte sélido con un reactivo de
captura, tal como la estreptavidina, y afladiendo reactivos de unién marcados por afinidad, tales como reactivos
marcados con biotina, al soporte sélido de modo que la interaccidn entre el marcador de afinidad (por ejemplo, biotina)
y el reactivo de captura (por ejemplo, estreptavidina) une el reactivo de unién al soporte sélido. En algunos casos, la
muestra se pone en contacto con un segundo reactivo de unién que esta unido, directa o indirectamente, a un marcador
SULFO-Tag. En casos particulares, el primer y/o segundo reactivo de unién se utiliza en una concentracién de entre
10 ng/mly 100 pg/ml, entre 100 ng/mly 1,0 pg/ml, entre 250 ng/ml y 10 pg/ml, entre 250 ng/mly 1ug/ml, entre 1 ug/ml
y 10 pg/ml, entre 250 ng y 2,5 pg/ml, o entre 1 pg/ml y 10 ug/ml del anticuerpo antiidiotipo. En algunos casos, la
superficie sélida o soporte se incuba con entre 250 ng/ml y 10 pg/ml. En determinados casos, la superficie sélida o
soporte se incuba con o con aproximadamente 0,25 ug/ml, 0,5 pg/ml, 1,0 pg/ml, 1,25 pyg/ml, 2 yg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/mi
0 10 pg/ml.

En algunos casos, la muestra de un sujeto al que se le ha administrado una terapia celular que comprende células
disefiadas con un receptor de antigeno quimérico es o comprende cualquier muestra de fluido corporal del sujeto. En
algunos aspectos, la muestra es o comprende sangre entera, suero o plasma. En algunos casos, la muestra se obtiene
del sujeto dentro o alrededor de 1 hora a 1 afio después del inicio de la administracién de la terapia celular o dosis de
células, tal como en un plazo de o aproximadamente en un plazo de 6 horas, 12 horas, 24 horas, una semana, dos
semanas, tres semanas, un mes, dos meses, tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, siete meses, ocho
meses, nueve meses, diez meses, once meses 0 doce meses. En algunos aspectos, la muestra se obtiene del sujeto
desde aproximadamente 1 mes hasta 6 meses después del inicio de la administracién de la terapia celular, tal como
de 2 meses a 6 meses o0 de 2 meses a 4 meses, por ejemplo, de alrededor de o aproximadamente 2 meses, 3 meses,
4 meses, 5 0 6 meses después del inicio de la administracién de la terapia celular.

VI. ARTICULOS DE FABRICACION

También se divulgan articulos de fabricacién o kits que contienen los anticuerpos antiidiotipo y/o composiciones
divulgados. En algunos casos, se divulgan articulos de fabricacién que comprenden un anticuerpo antiidiotipo o un
fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos casos, el anticuerpo antiidiotipo se une a un anticuerpo anti-
CD19 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, o a un receptor de antigeno quimérico que comprende un
anticuerpo anti-CD19 o un fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos ejemplos, el anticuerpo anti-CD19
es SJ25C1 o FMC63. En algunos aspectos, un conjugado que contiene los anticuerpos antiidiotipo descritos en el
presente documento se divulga en los articulos de fabricacién o kits.

En algunos casos, el kit o articulo de fabricacion incluye el anticuerpo antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del
mismo y un reactivo de unién que contiene el dominio extracelular, o parte de un dominio extracelular, de un receptor
de antigeno quimérico (CAR) al que se une el anticuerpo antiidiotipo, tal como se une especificamente. En algunos
casos, el dominio extracelular del CAR es o incluye el anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, FMC83 o SJ25C1) o un
fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos casos, el reactivo de unién es un primer reactivo de unién y el kit o articulo de fabricacién incluye

71



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3004 039 T3

adicionalmente un segundo reactivo de unién. En dichos ejemplos, el segundo reactivo de unién es un agente que
puede unirse a la misma molécula o a una similar que el primer reactivo de unién. En algunos casos, el segundo
reactivo de unién comprende el dominio extracelular del CAR o una porcién del mismo. En algunos aspectos, el
dominio extracelular del CAR o porcién del mismo del primer agente de unién y del segundo agente de unién es el
mismo o sustancialmente el mismo

En algunos casos, el reactivo de unién, o al menos uno del primer y segundo reactivo de unién, esté fijado a un
marcador (por ejemplo, un marcador detectable) tal como un marcador descrito en el presente documento. En algunos
casos, al menos uno del primer y segundo reactivo de unién esta unido a un soporte sélido o es capaz de unirse a un
soporte sélido, tal como un soporte sélido descrito en el presente documento. En algunos aspectos, uno del primer y
segundo reactivo de unién esta marcado de forma detectable o es capaz de producir una sefial detectable y el otro
del primer y segundo reactivo de unién esta unido o inmovilizado a un soporte sélido. En algunos casos, los reactivos
de unién se proporcionan como un kit o como parte de un sistema como se describe en otra parte del presente
documento para su uso en conexién con un inmunoensayo (por ejemplo, ensayo de tipo sandwich o puente). En
algunos casos, el primer reactivo de unién esta unido a un soporte sélido, opcionalmente un soporte sélido recubierto
de estreptavidina. En algunos casos, la segunda proteina soluble esta unida directa o indirectamente a un marcador
detectable, tal como SULFO-Tag.

En algunos casos, el kit comprende ademas un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno. En algunos
aspectos, el anticuerpo antiidiotipo se une a un anticuerpo anti-CD19 o un fragmento de unién a antigeno del mismo,
0 a un receptor de antigeno quimérico que comprende un anticuerpo anti-CD19 o un fragmento de unién a antigeno
del mismo. En algunos ejemplos, el anticuerpo anti-CD19 es SJ25C 1 o FMC83. En algunos casos, el anticuerpo
antiidiotipo o fragmento de unién a antigeno del mismo se describe como una muestra de control positivo. En algunos
ejemplos, la muestra de control positivo forma un complejo con la primera y la segunda proteina soluble o reactivo que
contiene regiones del dominio extracelular de un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende el anticuerpo
CD19 o un fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos casos, el kit o articulo del fabricante comprende reactivos o componentes para llevar a cabo cualquiera de
los métodos divulgados. En algunos casos, el articulo de fabricaciéon o kit comprende uno o mas reactivos u otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial, terapéutico y del usuario, incluidos los anticuerpos
secundarios, marcadores de afinidad, reactivos de captura, tampones, diluyentes, agentes de deteccién de sefiales,
filtros, agujas, jeringas, tubos capilares e prospectos con instrucciones de uso.

En algunos casos, los kits pueden divulgarse como articulos de fabricacién que incluyen materiales de embalaje para
el embalaje de los anticuerpos o composiciones de los mismos o de uno o mas reactivos adicionales, por ejemplo,
reactivos de unién o componentes. Por ejemplo, los kits pueden contener recipientes, frascos, tubos, viales y cualquier
material de embalaje adecuado para separar u organizar los componentes del kit.

En algunos casos, el kit incluye uno o mas recipientes. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos,
viales (por ejemplo, viales de doble camara), jeringas (tales como jeringas de una o dos cdmaras) y tubos de ensayo.
El uno o mas recipientes pueden estar formados por una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El uno
0 Més recipientes contienen una composiciéon que comprende un anticuerpo u otros reactivos, por ejemplo, reactivos
de unidn, para su uso en los métodos. El articulo de fabricacién o kit del presente documento puede comprender los
anticuerpos o reactivos en recipientes separados o en el mismo recipiente. En algunos casos, el uno o mas recipientes
que contienen la composicién pueden ser un vial de un solo uso o un vial de usos multiples, que, en algunos casos,
puede permitir el uso repetido de la composicién reconstituida.

En algunos casos, el articulo de fabricacién o kit puede comprender ademas un segundo recipiente que comprende
un diluyente adecuado. El articulo de fabricaciéon puede incluir ademés otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial, terapéutico y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, agentes
terapéuticos y/o prospectos con instrucciones de uso.

Los articulos de fabricacién pueden incluir un recipiente y un marcador o prospecto sobre o asociado al recipiente. Los
recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringas, bolsas de solucién IV, etc. Los recipientes
pueden estar formados por una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente en algunos casos
contiene una composicién que contiene un anticuerpo antiidiotipo como se divulga en el presente documento que es
por si solo o0 se combina con otra composicién eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar una enfermedad o afeccién.
En algunos casos, el recipiente tiene un puerto de acceso aséptico. Los recipientes de ejemplo incluyen bolsas de
solucién intravenosa, viales, incluyendo aquellos que tienen tapones perforables con una aguja para inyeccion. El
articulo de fabricacién puede incluir un primer recipiente con una composiciéon contenida en el mismo, en donde la
composicién incluye el anticuerpo antiidiotipo. Como alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricaciéon puede
incluir ademés otro o el mismo recipiente que comprende un tampdn aceptable. Puede incluir ademas otros materiales
tales como otros tampones, diluyentes, filtros, agujas y/o jeringuillas.

En algunos casos, el articulo de fabricacién o kit comprende un soporte sélido, incluyendo un soporte sélido formado
de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas, poliestireno,
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alcohol polivinilico, nitrocelulosa, celulosa, nailon, siliconas y otros materiales bien conocidos en la técnica que se
utilizan en un soporte sélido para la unién directa o indirecta de un reactivo de unién como se describe. Los soportes
sélidos incluidos en los articulos de fabricacion o kits divulgados en el presente documento incluyen, pero sin limitacién,
una perla, columna (por ejemplo, columna de cromatografia, etc.), una matriz (por ejemplo, micromatriz, nanomatriz,
etc.), una placa de ensayo, un cartucho, una barra, un filtro, una tira o cualquier otro soporte sélido descrito en el
presente documento.

En algunos casos, el articulo de fabricacién o kit puede comprender ademas un segundo recipiente que comprende
un diluyente adecuado. El articulo de fabricaciéon puede incluir ademés otros materiales deseables desde un punto de
vista comercial, terapéutico y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros, agujas, jeringas, agentes
terapéuticos y/o prospectos con instrucciones de uso.

En algunos casos, el kit puede, opcionalmente, incluir instrucciones. Las instrucciones generalmente incluyen una
expresion tangible que describe los anticuerpos y, opcionalmente, otros componentes incluidos en el kit, por ejemplo,
reactivo de unién y métodos para utilizar los anticuerpos y/u otros componentes en o en conjunto con cualquiera de
los usos 0 métodos descritos. En algunos casos, las instrucciones se proporcionan como un marcador o un prospecto,
que se encuentra sobre o asociada con el recipiente. En algunos casos, las instrucciones pueden indicar instrucciones
para la reconstitucién y/o uso de la composicion.

En algunos casos, se proporcionan instrucciones para utilizar el anticuerpo antiidiotipo para detectar un anticuerpo
SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo o un receptor de antigeno quimérico que comprende el
anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, tal como de acuerdo con o en conjuncién con
cualquiera de los métodos o ensayos descritos. En algunos ejemplos, se proporcionan instrucciones para utilizar el
anticuerpo antiidiotipo para seleccionar o enriquecer, de una poblacién de células, células disefiadas que expresan un
receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende el anticuerpo SJ25C1 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo. En algunos ejemplos, se proporcionan instrucciones para utilizar el anticuerpo antiidiotipo para estimular una
composicién de entrada que comprende células que expresan un receptor de antigeno quimérico que comprende el
anticuerpo SJ25C1 o fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos casos, se proporcionan instrucciones para utilizar el anticuerpo antiidiotipo para detectar un anticuerpo
FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo o un receptor de antigeno quimérico que comprende el
anticuerpo FMC63 o un fragmento de unién a antigeno del mismo, tal como de acuerdo con o en conjuncién con
cualquiera de los métodos o ensayos descritos. En algunos aspectos, se proporcionan instrucciones para utilizar el
anticuerpo antiidiotipo para seleccionar o enriquecer, de una poblacién de células, células disefiadas que expresan un
receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende el anticuerpo FMC83 o un fragmento de unién a antigeno del
mismo. En algunos casos, se proporcionan instrucciones para utilizar el anticuerpo antiidiotipo para estimular una
composicién de entrada que comprende células que expresan un receptor de antigeno quimérico que comprende el
anticuerpo FMC63 o fragmento de unién a antigeno del mismo.

En algunos casos, se proporcionan instrucciones para el uso del kit proporcionado para detectar una molécula que se
une a un receptor de antigeno quimérico de la terapia celular, tal como un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo
producido por una respuesta inmunitaria humoral al receptor de antigeno quimérico (CAR). En algunos casos, se
proporcionan instrucciones para poner en contacto un reactivo de unién con una muestra de un sujeto al que se le ha
administrado una terapia celular que comprende células disefiadas con un CAR que comprende un anticuerpo diana
que es el anticuerpo anti-CD19 (por ejemplo, FMC83 o SJ25C1) o un fragmento de unién a antigeno del mismo, en
donde el reactivo de unién comprende el dominio extracelular del CAR o una porcién del dominio extracelular que
comprende el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunos aspectos, las instrucciones
también especifican la deteccién de la presencia o ausencia de un complejo que comprende los reactivos de unién y
una molécula de la muestra que se une tanto al primer como al segundo reactivo de unién, opcionalmente en donde
la molécula es 0 comprende un anticuerpo. En algunos aspectos, el anticuerpo CD19 es SJ25C 1 o0 FMC63. En algunos
casos adicionales, se proporcionan instrucciones para utilizar los reactivos de unién y la muestra de control positivo.

VII. DEFINICIONES

A menos que se defina otra cosa, todos los términos de la técnica, se pretende que las notaciones y otros términos o
terminologia técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tengan el mismo significado que el que entiende
comunmente un experto habitual en la materia a la que pertenece la materia objeto reivindicada. En algunos casos,
los términos con significados cominmente entendidos se definen en el presente documento para mayor claridad y/o
para tener una referencia inmediata, y la inclusién de dichas definiciones en el presente documento no debe
interpretarse necesariamente como una diferencia sustancial con respecto a lo que generalmente se entiende en la
técnica.

Como se usa en el presente documento, la referencia a una "forma correspondiente" de un anticuerpo significa que
cuando se compara una propiedad o actividad de dos anticuerpos, la propiedad se compara usando la misma forma
del anticuerpo. Por ejemplo, si se establece que un anticuerpo tiene mayor actividad en comparacién con la actividad
de la forma correspondiente de un primer anticuerpo, eso significa que una forma particular, tal como un scFv de ese
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anticuerpo, tiene mayor actividad en comparacién con la forma scFv del primer anticuerpo.

Como se usa en el presente documento, cuando se dice que las posiciones de los nucleétidos o de los aminoécidos
"corresponden a" posiciones de nucleétidos o de aminoécidos en una secuencia desvelada, como se expone en el
listado de secuencias, se entiende que se refiere a las posiciones de los nucledtidos o de los aminoacidos que se han
identificado después del alineamiento con la secuencia desvelada para maximizar la identidad, utilizando un algoritmo
de alineamiento estandar, tal como el algoritmo GAP. Alineando las secuencias, un experto en la materia puede
identificar los residuos correspondientes, por ejemplo, utilizando como guia restos de aminoacidos conservados e
idénticos. En general, para identificar las posiciones correspondientes, las secuencias de aminoacidos se alinean de
forma que se obtenga la coincidencia de mayor orden (véase, por ejemplo: Computational Molecular Biology, Lesk,
A.M,, ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W.,
ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Parte |, Griffin, A.M. y Griffin, H.G,,
eds., Humana Press, New. Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press,
1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; Carrillo
et al. (1988) SIAM J Applied Math 48: 1073).

Las "funciones efectoras"” se refieren a aquellas actividades biolégicas atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo, que
varian con el isotipo del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unién a C1q y
citotoxicidad dependiente del complemento (CDC, por sus siglas en inglés); unién al receptor de Fc; citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (CCDA); fagocitosis; regulacién negativa de receptores de la superficie celular (por
ejemplo, receptor de linfocitos B); y activacién de linfocitos B.

La expresién "region Fc" en el presente documento se usa para definir una regién carboxiterminal de una cadena
pesada de inmunoglobulina que contiene al menos una porcién de la regién constante. La expresién incluye regiones
Fc de secuencia nativa y regiones Fc variantes. En un caso, una regién Fc de cadena pesada de IgG humana se
extiende de Cys226 o de Pro230, al extremo carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina del extremo C
(Lys447) de la regién Fc puede estar presente o no. A menos que se especifique lo contrario en el presente documento,
la numeracién de los restos de aminoacidos en la regién Fc o en la region constante es segun el sistema de numeracion
EU, también llamado indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest,
53 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1991.

Las expresiones "anticuerpo de longitud completa”, "anticuerpo inalterado”, y "anticuerpo completo" se usan
indistintamente en el presente documento para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente
similar a una estructura de anticuerpo nativo o que tiene cadenas pesadas que contienen una regién Fc como se
define en el presente documento.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha separado de un componente de su entorno natural. En algunos casos, un
anticuerpo se purifica hasta una pureza superior al 95 % o0 99 % como se determina mediante, por ejemplo, medios
electroforéticos (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatograficos (por
ejemplo, intercambio iénico o HPLC en de fase inversa). Para una revisién de los métodos para evaluar la pureza de
los anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman et al., J. Chromatogr. B 848: 79-87 (2007).

Un acido nucleico "aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente de su
entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de é&cido nucleico contenido en células que
normalmente contienen la molécula de &cido nucleico, pero la molécula de &cido nucleico estd presente
extracromosémicamente 0 en una ubicacién cromosdmica que es diferente de su ubicacién cromosémica natural.

"Acido nucleico aislado que codifica un anticuerpo antiidiotipo” se refiere a una 0 mas moléculas de acido nucleico que
codifican cadenas pesadas y ligeras de anticuerpos (o fragmentos de las mismas), incluyendo dicha una o mas
moléculas de acido nucleico en un Unico vector o en vectores separados y dicha una o mas moléculas de é&cido
nucleico presentes en una o mas ubicaciones en una célula hospedadora.

Las expresiones "célula hospedadora”, "linea celular hospedadora”, y "cultivo de células hospedadoras", se usan
indistintamente y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exégeno, incluyendo la descendencia
de dichas células. Las células hospedadoras incluyen "transformantes" y "células transformadas”, que incluyen la
célula primaria transformada y la descendencia derivada de la misma, independientemente del nimero de pases. Es
posible que la descendencia no sea totalmente idéntica en cuanto al contenido de &cido nucleico a una célula
progenitora, sino que puede contener mutaciones. En el presente documento se incluye la descendencia mutante que
tiene la misma funcién o actividad biol6gica que la cribada o seleccionada en la célula transformada originariamente.

Como se usa en el presente documento, "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" y "porcentaje de
identidad" cuando se usan con respecto a una secuencia de aminoacidos (secuencia de polipéptido de referencia) se
definen como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata (por ejemplo, el anticuerpo o
fragmento del sujeto) que son idénticos a los restos de aminoécidos en la secuencia polipeptidica de referencia,
después de alinear las secuencias e introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el porcentaje maximo de
identidad de secuencia y sin tener en cuenta ninguna sustitucién conservadora como parte de la identidad de
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secuencia. La alineacion con fines de determinacién del porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos puede
conseguirse de diversas maneras que se encuentran dentro de la experiencia en la técnica, por ejemplo, usando
programas informéticos disponibles de manera publica, tales como los programas BLAST, BLAST-2, ALIGN o
Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar los parametros adecuados para alinear
secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para conseguir la alineacién maxima a lo largo de la longitud
completa de las secuencias que se estén comparando.

Una sustituciéon de aminoacidos puede incluir la sustitucién de un aminoacido en un polipéptido por otro aminoécido.
La sustitucion puede ser una sustitucién de aminoacido conservadora o una sustitucibn de aminoacido no
conservadora. Se pueden introducir sustituciones de aminoacidos en una molécula de unién, por ejemplo, anticuerpo,
de interés y se pueden seleccionar los productos para una actividad deseada, por ejemplo, unién a antigeno
conservada/mejorada, inmunogenicidad reducida o CCDA o CDC mejoradas.

Los aminoacidos generalmente pueden agruparse de acuerdo con las siguientes propiedades comunes de la cadena
lateral:

(1) hidréfobos: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidréfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, Gin;

(3) &cidos: Asp, Glu;

(4) bésicos: His, Lys, Arg;

(5) restos que influyen en la orientacién de la cadena: Gly, Pro;
(6) arométicos: Trp, Tyr, Phe.

En algunos casos, las sustituciones conservadoras pueden implicar el intercambio de un miembro de una de estas
clases por un miembro de otra clase. En algunos casos, las sustituciones de aminoacidos no conservadoras pueden
implicar el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase.

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

El término "prospecto” se usa para referirse a las instrucciones habitualmente incluidas en los envases comerciales
de productos terapéuticos, que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacién, administraciéon, terapia
de combinacidn, contraindicaciones y/o advertencias relativas al uso de dichos productos terapéuticos.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un/uno”, "uno/a", "el" y "la", incluyen las referencias
en plural a menos que el contexto indique claramente otra cosa. Por ejemplo, "un" o "uno/a" significa "al menos uno/a"
o "uno/a 0 mas". Se entiende que los aspectos y variaciones descritos en el presente documento incluyen "que
consiste" y/o "que consiste esencialmente en" aspectos y variaciones.

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

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

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

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

Como se usa en el presente documento, una afirmacién de que una célula o poblacién celular es "positiva" para un
marcador particular se refiere a la presencia detectable sobre o en la célula de un marcador particular, normalmente
un marcador de superficie. Cuando se hace referencia a un marcador de superficie, el término se refiere a la presencia
de expresién superficial detectada por citometria de flujo, por ejemplo, mediante tincién con un anticuerpo que se une
especificamente al marcador y detectando dicho anticuerpo, en donde la tincién es detectable por citometria de flujo
a un nivel sustancialmente por encima de la tincién detectada llevando a cabo el mismo procedimiento con un control
de isotipo coincidente en condiciones por lo demés idénticas y/o en un nivel sustancialmente similar al de la célula que
se sabe que es positiva para el marcador y/o a un nivel sustancialmente superior al de una célula que se sabe que es
negativa para el marcador.

Como se usa en el presente documento, una afirmacién de que una célula o poblacién celular es "negativa" para un
marcador en particular se refiere a la ausencia de presencia sustancial detectable sobre o en la célula de un marcador
particular, normalmente un marcador de superficie. Cuando se hace referencia a un marcador de superficie, el término
se refiere a la ausencia de expresién superficial detectada por citometria de flujo, por ejemplo, mediante tincién con
un anticuerpo que se une especificamente al marcador y detectando dicho anticuerpo, en donde la tincién no es
detectada por citometria de flujo a un nivel sustancialmente por encima de la tincién detectada llevando a cabo el
mismo procedimiento con un control de isotipo emparejado bajo condiciones idénticas por lo demés, y/o en un nivel
sustancialmente menor que el de la célula que se sabe que es positiva para el marcador, y/o en un nivel
sustancialmente similar en comparacién con el de una célula que se sabe que es negativa para el marcador.

IX. Ejemplos

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

Ejemplo 1 Generacién de anticuerpos antiidiotipo contra un_anticuerpo derivado de la reqién variable de
S8J25C1

Este ejemplo describe la generacién de anticuerpos antiidiotipo (anti-ID) que reconocen la porciéon scFv de un receptor
de antigeno quimérico anti-CD19 (CAR) ilustrativo que contiene un scFv anti-CD19 con regiones de cadena pesada
variable y cadena ligera variable derivadas de SJ25C1 (un anticuerpo (en este caso un scFv) que tiene una secuencia
de region variable de las SEQ ID NO: 23 y 24 separada por un enlazador establecido en la SEQ ID NO: 25), una
porcién extracelular derivada de CD28 humano, un dominio transmembrana obtenido de CD28 humano, un dominio
de sefalizacién intracelular derivado de CD28 humano, y un dominio de sefializacién derivado de CD3 zeta humano.

A. Generacion de hibridomas y deteccion de anticuerpos

Los ratones fueron inmunizados con una porcién del dominio extracelular (ECD) del CAR (que contiene un scFv anti-
CD19 con regiones variables derivadas de SJ25C1). La parte ECD contenia la secuencia
EVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWIGQIYPGD
GDTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSEDSAVYFCARKTISSVVDFYFDYWGQGTTV
TVSSGGGGSGGGGSGGGGSDIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNVAWY QQKPGQSP
KPLIYSATYRNSGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADYFCQQYNRYPYTSGGGTKLEIKR (SEQ ID NO: 28) y
una parte extracelular de CD28 (SEQ ID NO: 27).

El suero aislado de ratones inmunizados se analizé mediante ELISA para determinar su capacidad de unirse a la
porcién ECD soluble recombinante mediante deteccidén con un anticuerpo secundario. Se generaron clones de fusion
de hibridoma y se caracterizaron ain més mediante ELISA para su unién al ECD y se seleccionaron cinco (5) clones
positivos. Cada clon de hibridoma seleccionado se expandié y se purificaron los anticuerpos. Para permitir la deteccidn
del anticuerpo en ensayos posteriores, cada anticuerpo se conjugd con Alexat47.

Se evalué la capacidad de los anticuerpos para unirse especificamente a los linfocitos T disefiados con el CAR anti-
CD19 (derivado de SJ25C1), (evaluado por comparacién con la unién a linfocitos T de control transducidos simulados).
Las linfocitos T se aislaron mediante enriquecimiento basado en inmunoafinidad de sujetos humanos y las células se
activaron y transdujeron con un vector virico que codifica el CAR anti-CD19 (derivado de SJ25C1). Se utilizé
individualmente una serie de diluciones seriadas dobles (comenzando con 20 ug/ml y diluidas a 0,0195 ug/ml) de cada
uno de los anticuerpos antiidiotipo para detectar la expresion superficial del CAR mediante citometria de flujo. Como
control positivo, también se evaluaron las células para la expresién superficial del CAR utilizando concentraciones
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similares de un anticuerpo de cabra anti-ratén ("GAM") que pudo detectar la porcién de la regién variable murina de la
porcién ECD del CAR. También se probé un control sin anticuerpos. La curva dosis-respuesta para el porcentaje de
células positivas para la sefial AlexaB47 en linfocitos T transducidos con el CAR fue similar para cada uno de los
anticuerpos antiidiotipo analizados y comparable a la del anticuerpo GAM de control positivo, ninguno de los cuales
reconocié linfocitos T simulados transducidos con el vector vacio. El indice de tincion, que es la diferencia entre las
medias de los picos positivo y de fondo (simulado) y la dispersion del pico de fondo, de los anticuerpos antiidiotipo y
el anticuerpo GAM también se determiné y se encontré que era comparable entre los anticuerpos antiidiotipo y el
anticuerpo GAM de control positivo. Se seleccioné el clon A-1 del anticuerpo anti-idiotipo (anti-ID A-1) para una
caracterizacién adicional.

B. Actividad funcional

La fosforilacion de Erk1/2 en células Jurkat disefiadas para expresar el CAR descrito anteriormente se evalué mediante
citometria de flujo después de la estimulacién con el anticuerpo anti-ID A-1 o un anticuerpo anti-CD3, en cada caso
en presencia o ausencia de un anticuerpo reticulante. Después de la incubacidn, las células se fijaron con
formaldehido, se permeabilizaron, se incubaron con un anticuerpo especifico para Erk1/2 fosforilado y se analizaron
por citometria de flujo. Como se muestra en la figura 1, tras la incubacién de las células en presencia del anticuerpo
anti-ID A-1, se observé un aumento en la fosforilacién de Erk1/2 a un nivel similar al observado durante la estimulaciéon
con el anticuerpo anti-CD3 en presencia de un agente reticulante. Se observé que ambos anticuerpos inducian grados
similares de fosforilacién de Erk1/2 incluso en ausencia de reticulacién.

Ademds, se utilizd Western blotting para comparar la fosforilacién de Erk en células Jurkat que expresan CAR o células
Jurkat parentales que no expresan CAR, tras la estimulacién con anti-ID A-1, un control de isotipo o anti-CD3 o en
ausencia de estimulo, en presencia o ausencia de un anticuerpo reticulante. Los resultados indicaron que la
estimulacién con el anticuerpo antiidiotipo aumenté especificamente la fosforilacién de Erk1/2 en células Jurkat
transducidas con el CAR anti-CD19 (derivado de SJ25C1), pero no en las células Jurkat parentales (en las que sélo
se observé sefial de fondo, similar a las células no estimuladas y estimuladas con control de isotipo), en un grado
similar al inducido por el anticuerpo anti-CD3. En cambio, el anticuerpo anti-CD3 indujo la fosforilacién de manera no
especifica, es decir, tanto en la célula Jurkat que expresa CAR como en la célula Jurkat parental.

C. Identificacién de secuencias

Se determinaron las secuencias del anticuerpo anti-ID A-1. Se extrajo el ARN total de células de hibridoma que
contenian el clon de hibridoma que expresaba anti-ID A-1 y ADNc utilizando cebadores antisentido especificos de
isotipo o cebadores universales utilizando PrimeScript™ 15t Kit de sintesis de ADNc de cadena larga (Takara, n.° cat.
6110A). Se realizé6 PCR RACE para amplificar las regiones variables (cadenas pesadas y ligeras) y constantes del
anticuerpo, que luego se clonaron por separado en un vector de clonacién y se secuenciaron. En la Tabla 2 se
presentan las SEQ ID NOS correspondientes de la secuencia de nucleétidos o aminoacidos del anticuerpo.

Tabla 2. Secuencia anti-ID A-1

Cadena ligera Cadena pesada
Completa Variable Constante Completa Variable Constante
Nucleétido | SEQ ID NO: SEQ ID NO: SEQ ID NO: SEQ ID NO: SEQ ID NO: SEQ ID NO:
21 19 20 17 15 16
Aminoéacido | SEQID NO: 7 | SEQIDNO:5 | SEQIDNO:6 | SEQIDNO: 3 | SEQID NO:1 | SEQID NO: 2

Ejemplo 2 Generacién de anticuerpos antiidiotipo contra un anticuerpo derivado de FMC63

Este ejemplo describe la generacién de anticuerpos antiidiotipo que reconocen la porcién del dominio de unién (scFv)
de un receptor de antigeno quimérico anti-CD19 (CAR) ilustrativo que contiene un scFv anti-CD19 con dominios VH y
VL derivados de FMC63 (un anticuerpo que contiene las secuencias de cadena pesada variable (VH) y cadena ligera
variable (VL) establecidas en las SEQ ID NO: 30 y 31, respectivamente). El scFv se establece en la SEQ ID NO: 34 y
contiene las regiones VH y VL separadas por un enlazador establecido en la SEQ ID NO: 33.

A. Generacion de hibridomas y deteccion de anticuerpos

Los ratones fueron inmunizados con una proteina soluble que contenia la porcién scFv de este CAR (SEQ ID NO:34),
fusionada a un dominio Fc de IgG1 humano (SEQ ID NO:32; la proteina carecia de la regién bisagra). El reactivo de
proteina soluble utilizado para la inmunizacidén se establece en la SEQ ID NO: 35.

El suero aislado de ratones inmunizados se analizé mediante ELISA para determinar su capacidad de unirse a la
porcién scFv-Fc. mediante deteccién con un anticuerpo secundario. Los clones fueron contraseleccionados contra un
péptido que contenia sélo el dominio Fc (SEQ ID NO: 32), para seleccionar anticuerpos antiidiotipo que no
reaccionaran de forma cruzada con la porcidén Fc del scFv-Fc utilizado para inmunizar a los ratones. Los clones también
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se compararon con un constructo que contenia un scFv derivado de otro anticuerpo CD19, SJ25C1 (secuencias de
region variable de las SEQ ID NO: 23 y 24 separadas por el enlazador establecido en la SEQ ID NO: 25), fusionado
al dominio Fc sin bisagra (SEQ ID NO: 32) para seleccionar aliin més anticuerpos antiidiotipo que no reaccionaran de
forma cruzada con un anticuerpo anti-CD19 diferente.

Se generaron clones de fusién de hibridoma y se caracterizaron alin mas 12 clones candidatos mediante citometria
de flujo. Se aislaron células mononucleares de sangre periférica de sujetos humanos y las células se activaron y
transdujeron con un vector viral que codifica el CAR anti-CD19. Para la citometria de flujo, se incubaron
aproximadamente 1 x 10° por 100 pl con 10 ul de anticuerpo antiidiotipo conjugado con biotina seguido de tincién con
estreptavidina conjugada con PE. Como control positivo para la expresién superficial del CAR, las células se tifieron
con un anticuerpo anti-EGFR para verificar la expresion del marcador de transducciéon EGFRY, que era un sustituto de
la expresién de CAR. Como control simulado, las PBMC se transdujeron con un vector vacio que no expresaba el
CAR. Las células fueron seleccionadas en PBMC CD3* CD4*/CD8" y se determiné y la sefial de fluorescencia. Los
resultados mostraron que los anticuerpos antiidiotipo candidatos mostraron una unién especifica para el CAR en la
superficie de las PBMC. Para confirmar que los anticuerpos eran especificos para el scFv derivado del anticuerpo anti-
CD19 derivado de FMCE3, se realizaron experimentos similares en células transducidas con un CAR anti-CD19
derivado de SJ25C1 como se describe en el Ejemplo 1. Ninguno de los anticuerpos antiidiotipo candidatos contra un
anticuerpo derivado de FMCB3 exhibié una unién especifica para las células que expresaban un CAR anti-CD19
diferente que contenia un scFv derivado de SJ25C1. Se seleccionaron los clones de anticuerpos antiidiotipo B-1 (anti-
ID B-1) y B-2 (anti-ID B-2) para una caracterizacién adicional.

B. Identificacion de secuencias

Se determinaron las secuencias de los anticuerpos anti-ID B-1 y B-2. Se extrajo el ARN total de las células de
hibridoma que contenian los clones de hibridoma que expresaban anti-ID B-1 o anti-ID B-2 y se generé ADNc utilizando
cebadores antisentido especificos de isotipo o cebadores universales utilizando PrimeScript™ 15t Kit de sintesis de
ADNCc de cadena larga (Takara, n.° cat. 6110A). Se realizé PCR RACE para amplificar las regiones variables (cadenas
pesadas y ligeras) y constantes de los anticuerpos, que luego se clonaron por separado en un vector de clonacién y
se secuenciaron. En la Tabla 3 se presentan las SEQ ID NOS correspondientes de las secuencias de nucleétidos o
aminoécidos de los anticuerpos.

Tabla 3. Secuencias anti-ID B-1 y B-2

Cadena ligera Cadena pesada
(iggg?éa Variable (SEQ Constante (iggg?éa Variable (SEQ Constante
NO) ID NO) (SEQID NO) NO) ID NO) (SEQID NO)
{\é)ugiétido anti- 56 54 55 52 50 51
e | e & # o o o
{\é)ugfazétido anti- 76 75 55 73 71 72
il | o o # o0 5 *

Ejemplo 3 Efecto del anticuerpo antiidiotipo unido a la placa sobre la estimulacién de los linfocitos T

Este ejemplo describe los resultados posteriores a la incubacién de linfocitos T CAR en presencia del anticuerpo
antiidiotipo especifico de SJ25C1 (anti-ID A-1) descrito en el Ejemplo 1 o en presencia del anticuerpo antiidiotipo
especifico de scFv derivado de FMC63 (anti-ID B-1) descrito en el Ejemplo 2.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica de sujetos humanos y las células se activaron y transdujeron
con un vector virico que codifica un CAR anti-CD19 que tiene un dominio de unién que incluye un scFv con dominios
VH y VL derivados de FMC63 o derivados de SJ25C1. Estos vectores se introdujeron en células para generar linfocitos
T disefiados para expresar un CAR que contiene scFv derivado de FMC63 y linfocitos T disefiados para expresar un
CAR que contiene scFv derivado de SJ25C1, respectivamente. En el caso del CAR derivado del FMC63, la
construccién que codifica el CAR incluia ademés una secuencia que codificaba un EGFR truncado (EGFRt), que sirvié
como marcador sustituto para la transduccién y para la expresién de CAR,; la regién codificante de EGFRt se separé
de la secuencia codificante de CAR mediante una secuencia de salto T2A. Las células disefiadas se evaluaron en
varios ensayos.

Para estudios de proliferacién, los linfocitos T disefiados se marcaron con carboxifluoresceina succinimidil éster
(CFSE) 50 nM o colorante CELL TRACE VIOLET (CTV). Cuando fue relevante, la expresién del marcador sustituto
EGFRt se detectd mediante tincién con un anticuerpo anti-EGFR. Las células se sembraron en una cantidad fija de
células por pocillo en pocillos previamente recubiertos con 10, 5, 2,5 0 1,25 pg/ml de OKT3 (anticuerpo anti-CD3) o de
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anticuerpos antiidiotipo que reconocen SJ25C1 y FMC63 (anti-ID A-1 y anti-ID B-1, respectivamente) en tampén de
carbonato/bicarbonato de sodio (pH 9,0) durante la noche. Las células sembradas en pocillos sin recubrimiento de
anticuerpos se incluyeron como controles negativos. Las células se cultivaron durante 4 dias y se evalué su viabilidad,
proliferacion y expresién de CD69 y CD25.

La proliferaciéon de linfocitos T que expresan CAR anti-CD19 (SJ25C1 o FMCB83) se evalué mediante dilucién de
colorante utilizando citometria de flujo. El porcentaje de células CD3*/CFSEPa° observadas después de la estimulacion
de linfocitos T que expresan CAR anti-CD19 (SJ25C1) con anti-ID A-1 se muestra en la figura 2A. El porcentaje de
células CD3+/EGFR+/CFSEP¥ observadas después de la estimulacion de linfocitos T que expresan CAR anti-CD19
(FMC83) con anti-ID B-1 se muestra en la figura 2B. Se observé que la incubacion en presencia del anticuerpo anti-
ID A-1 especifico de scFv derivado de SJ25C1 conducia a la proliferacién de linfocitos T que expresaban CAR anti-
CD19 (SJ25C1) a niveles comparables a la estimulacién con el anticuerpo anti-CD3 (FIG. 2A). En cambio, la
proliferacion observada en linfocitos T que expresan CAR anti-CD19 (SJ25C1) incubados en presencia de otro anti-Id
especifico para un dominio de unién CAR anti-CD19 diferente, el anti-ID B-1 especifico del scFv derivado de FMC63
fue similar al observado en células en ausencia de cualquier agente estimulante. De manera similar, se observd que
la incubacién en presencia del anticuerpo anti-idiotipo especifico scFv derivado de FMC63 anti-ID B-1 daba como
resultado la proliferaciéon de linfocitos T que expresaban CAR anti-CD19 (dominio de unién derivado de FMC63) a
niveles comparables a la estimulacién con el anticuerpo anti-CD3. Por el contrario, las células incubadas en presencia
de otro anti-ld que reconoce un CAR anti-CD19 diferente (el anticuerpo anti-ID A-1 especifico de scFv derivado de
SJ25C1) fueron similares a las observadas para las células incubadas en ausencia de agentes estimulantes (Figura
2B). Estos resultados demostraron que cada uno de los anti-ID A-1 y anti-ID B-1 era capaz de estimular e inducir la
proliferacion de linfocitos T que expresaban un CAR que contenia el scFv respectivo para el cual el anticuerpo era
especifico, y no indujo la proliferacién de linfocitos T que expresaban un CAR diferente dirigido al mismo antigeno pero
que no contenia el dominio de unidn especifico para el cual el anticuerpo era especifico. Los resultados son
consistentes con la capacidad de los anti-ID A-1 y anti-ID B-1 de reconocer especificamente sus respectivos objetivos
y no los CAR que contienen otros dominios de unién contra el mismo antigeno.

Los resultados de otro ensayo confirmaron la capacidad de los anti-ID ilustrativos evaluados en este ensayo para
proporcionar una sefial CAR-spec a las linfocitos T de una manera especifica de concentracién de anti-ID, en
consonancia con la utilidad de los anti-ID para ajustar la cantidad de sefial recibida a través de los linfocitos T que
expresan CAR especificos de CD19. En este ensayo, los linfocitos T transducidos simulados y transducidos con CAR
se marcaron con CELL TRACE VIOLET (CTV). Antes de sembrar, los pocillos se recubrieron con 0,25, 0,5 0 1 pug/ml
de un anticuerpo antiidiotipo ilustrativo especifico para el dominio de unién del CAR anti-CD19. Las células se
cultivaron durante 4 dias y se evalué la proliferacién evaluando el grado de dilucién del tinte mediante citometria de
flujo. La figura 2C muestra una induccién dependiente de la concentracién de antiidiotipo de la proliferacion de linfocitos
T CAR CD8+. Estos resultados demuestran la capacidad de ajustar la cantidad de anticuerpos antiidiotipo ilustrativos
unidos a la placa que se proporcionan en el presente documento, por ejemplo, para ajustar la cantidad de sefial y/o
proporcionar un nivel controlado de estimulacién y/u optimizar el grado de estimulacién, de los linfocitos T que
expresan CAR en diversos contextos.

Para investigar mas a fondo la capacidad estimulante de anti-ID A-1 y anti-ID B-1, los linfocitos T transducidos con un
CAR anti-CD19 diana (derivado de SJ25C1 o FMCE83, respectivamente) se evaluaron mediante citometria de flujo para
la expresion de dos marcadores de activacién de linfocitos T, CD69 y CD25, después de la estimulacién con
anticuerpos unidos a la placa en concentraciones que incluyen 1,25, 2,5, 5y 10 ug/ml. Los linfocitos T transducidos
se seleccionaron para EGFR como sustituto de la expresién de CAR, y las células EGFR+ CD4+ o CD8+ se evaluaron
para la expresién de CD69 o CD25.

Como se muestra en la figura 3 para los linfocitos T transducidos con un CAR anti-CD19 derivado de SJ25C1, el anti-
ID A-1 indujo una mayor expresién de CD25 tanto en linfocitos T CD4* como CD8* que EN las células estimuladas
con el anticuerpo anti-CD3. El anti-ID A-1 también indujo la expresién de CD69 en linfocitos T CD4* y CD8" en niveles
similares o ligeramente menores que cuando las células fueron estimuladas con el anticuerpo anti-CD3. No se observd
expresion de CD69 y CD25 en células no estimuladas ni en células tratadas con el anti-ID B-1 especifico de scFv
derivado de FMC683. Como se muestra en la figura 4 para los linfocitos T transducidos con un CAR anti-CD19 derivado
de FMC63, anti-ID B-1 indujo una mayor expresiéon de CD25 tanto en linfocitos T CD4*/EGFR+ y linfocitos T
CD8*/EGFR+ que en las células estimuladas con el anticuerpo anti-CD3. En comparacién con la estimulacién con
anticuerpos anti-CD3, la expresion de CD69 también se indujo en niveles mayores con el anticuerpo anti-ID B-1 en
linfocitos T CD4+/EGFR+ y se indujo en niveles similares o ligeramente superiores en linfocitos T CD8+/EGFRT+. La
expresion de CD69 fue similar o ligeramente mayor en concentraciones mayores de anticuerpos en linfocitos T
CD8*/EGFR+. No se observé expresion de CD69 y CD25 en células no estimuladas ni en células tratadas con el
anticuerpo anti-ID A-1 especifico de SJ25C1. Estos resultados indican que tanto el anti-ID A-1 como el anti-ID B-1
fueron capaces de estimular especificamente los linfocitos T que expresaban un CAR que contenia su scFv diana.

Ejemplo 4 Andlisis de las respuestas inmunitarias del hospedador especificas del producto transgénico

Se desarrollé un ensayo de anticuerpos antiterapéuticos (ATA) puente para detectar la presencia o ausencia de
anticuerpos, en suero de sujetos tratados, que reconoce los CAR anti-CD19 administrados. Ciertos anticuerpos anti-
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ID descritos en los Ejemplos 1-3 se utilizaron como controles positivos y para validar la capacidad del ensayo para
detectar la presencia de dichos anticuerpos.

Se utilizé una proteina de fusién Fc humana bioctinilada (proteina de fusién ECD biotinilada), que contiene una porcién
scFv del CAR con regiones variables derivadas de FMCB3 (establecidas en la SEQ ID NO: 34). La proteina de fusién
ECD biotinilada se afiadié a los pocillos recubiertos con estreptavidina; las placas se incubaron en condiciones que
permitieran la unién de la proteina de fusién y se lavaron. A los pocillos recubiertos con proteina de fusién biotinilada,
se afladieron diversas concentraciones de anti-ID B-1 o anti-ID B-2 a los pocillos y se dejaron incubar en condiciones
que permitieran la unidén especifica del anticuerpo. Después del lavado, una versién marcada con sulfo de la proteina
de fusién ECD (proteina de fusién sulfo-ECD) que contiene la fusién Fc-scFv derivada de FMC63. Se lavaron los
pocillos y se ley6 una sefial de electroquimioluminiscencia (ECL) en un Sector Imager Meso Scale Discovery (MSD).

Como se muestra en la figura 5, la sefial ECL aumenté a medida que aumentd la concentracién de anti-ID B-1 y anti-
ID B-2, indicando que el ensayo podria utilizarse para evaluar la presencia o ausencia y los niveles de anticuerpos en
muestras de suero, con cualquiera de los anticuerpos anti-ID ilustrativos utilizados como control positivo.

En algunas realizaciones, el ensayo de ATA, utilizando el anticuerpo anti-ID B-1 y/o anti-ID B-2 como control positivo,
se utiliza para evaluar la presencia o ausencia de anticuerpos ATA contra CAR en muestras de sujetos que han
recibido una infusién de una dosis de una terapia celular que contiene linfocitos T que expresan CAR anti-CD19
(FMC63). En algunos contextos, dicho ATA puede ser potencialmente indicativo de una respuesta inmunitaria humoral
del hospedador contra el CAR administrado. En un ensayo ilustrativo, se obtienen muestras de plasma de sujetos en
varios puntos temporales, como antes de la infusién y/o los dias 14 y 28, y, en algunos casos, a los 3, 6 y/o 12 meses,
después del inicio de la administracion de la terapia celular. Las muestras derivadas de dichas muestras de plasma
se utilizan junto con muestras de control que contienen los anticuerpos anti-ID, en un ensayo como el descrito
anteriormente.

También se gener6 un ensayo de puente similar para evaluar muestras de sujetos que habian recibido una infusién
de una dosis de una terapia celular que contenia linfocitos T que expresaban CAR anti-CD19 (SJ25C1). En este
ensayo, el anticuerpo anti-ID A-1 se utilizéd como control positivo. Se observé que el ensayo tenia una sensibilidad de
menos de 100 ng/ml, determinada en funcién del anticuerpo anti-ID de control positivo y una sefial de >4 a 5 veces
sobre el fondo plasmatico.

Ejemplo 5 Conjugacién de anticuerpo antiidiotipo con perlas

El anti-ID B-1 o el anti-ID-B1 como se describe en el Ejemplo 2 se acoplé covalentemente a la superficie de perlas
magnéticas activadas con tosilo disponibles comercialmente (ThermoFisher, Waltham MA) que son perlas
superparamagnéticas, no porosas, monodispersas, tosilactivadas. Las perlas se unen covalentemente a grupos amino
primarios y sulfhidrilo. La conjugacién se realizé utilizando perlas que tenian un didmetro de aproximadamente 2,8 um
(designadas M-280) o 4,5 um (designadas M-450).

Se afiadieron 200 pg de anticuerpo anti-ID a aproximadamente 1 ml de perlas activadas con tocilo (por ejemplo,
aproximadamente 4x10° Perlas activadas con tocilo que tienen un didmetro de 2,8 um o aproximadamente 4x108
perlas tosiloactivadas con un diametro de 4,5 ym) y el acoplamiento covalente se realizé mediante incubacién durante
la noche a 37 °C en solucién tamponada con fosfato (PBS) que contenia 0,1 % de albdmina sérica humana (HSA).
Las perlas se lavaron y se resuspendieron en 1 ml de PBS con 0,1 % de HSA. Tras la conjugacién, la concentracion
de perlas se determind utilizando un celldmetro.

Para evaluar la estabilidad de las perlas conjugadas anti-ID, las perlas se granularon, se extrajo el sobrenadante y se
cargd en un gel SDS-PAGE Bis-Tris al 4-12 % y el gel se tifié con azul de Coomasie. Como control de la proteina total
conjugada en las perlas, las perlas granuladas se llevaron a ebullicién en un tampén de muestra LDS 4X (dodecil
sulfato de litio) a aproximadamente 70 °C durante 20 minutos y aproximadamente 12,5 pl o 25 pl de sobrenadante
hervido también se corrieron en un gel SDS-PAGE y se evaluaron con azul de Coomasie. También se evaluaron
mediante SDS-PAGE vy tincién con Coomasie aproximadamente 2,5 ug o 5,0 pug de anticuerpo anti-ID que no se habia
conjugado con las perlas (control positivo) o 5 pl de HSA al 0,1 % (control negativo). No se detecté ningln anticuerpo
anti-ID en el sobrenadante de las muestras conjugadas que no habian sido hervidas, lo que indica que la conjugacién
era estable, mientras que el anticuerpo anti-ID se detectd en el sobrenadante de las muestras conjugadas que se
llevaron a ebullicién.

Ejemplo 6 Evaluacién de la estimulaciéon de linfocitos T cultivados con perlas conjugadas con anticuerpos
antiidiotipo

Las perlas conjugadas anti-ID B-1 especificas de scFv derivados de FMC63 se incubaron con linfocitos T. Los linfocitos
T purificados CD3 se aislaron mediante enriquecimiento basado en inmunoafinidad a partir de muestras de
leucocitaféresis de donantes sanos. Las células aisladas fueron transducidas con un vector virico que codifica un CAR
anti-CD19 que tiene un scFv derivado de FMC63. La construccidn del vector virico codificé ademas un EGFR truncado
(EGFR), que sirvid como marcador sustituto de la expresién de CAR,; la regién codificante de EGFRt se separé de la
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secuencia de CAR mediante una secuencia de salto T2A. Después de las transducciones, las células se expandieron
en cultivo y se congelaron mediante crioconservacion.

Para estudios de estimulacién de linfocitos T, las células que expresan CAR CD4+ o CD8+ descongeladas se
sembraron por separado a una tasa total de aproximadamente 50 000 células por pocillo. En algunos casos, el medio
de cultivo se complementd adicionalmente con citocinas de la siguiente manera: para las células CD4+,
aproximadamente 1200 Ul/ml de IL-7 recombinante, 20 Ul/ml de IL-15 recombinante y 100 Ul/ml de IL-2 recombinante;
para las células CD8+, aproximadamente 200 Ul/ml de IL-2 recombinante y 20 Ul/ml de IL-15 recombinante. Se
afladieron perlas conjugadas con anti-ID B-1 a las células en una proporcién célula:perla de 1:1 0 1:5 y se incubaron
hasta 14 dias con un intercambio de medio del 50 % cada 2-3 dias. Como control positivo, las células se cultivaron
con perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28 en una proporcién célula:perla de 3:1 en presencia o ausencia de las
citocinas indicadas.

En diversos tiempos del cultivo, se evaluaron las células transducidas CD4+ o CD8+ (detectadas mediante anti-EGFR
para la expresién del marcador sustituto) para su expansién, expresién de PD-1 y viabilidad.

Como se muestra en las Figuras 6 y 7, la expansién de linfocitos T CD4+ y CD8+, respectivamente, se observé cuando
las células se cultivaron con perlas conjugadas con anti-ID en una proporcién célula:perla de 1:1 o 1:5, particularmente
en presencia de citocinas. El grado de expansién fue mayor que cuando las células se cultivaron con las perlas
magnéticas de control anti-CD3/anti-CD28.

La expresion superficial de PD-1 en el subconjunto de células CD4+ se evalub mediante citometria de flujo los dias 3,
7,10 y 14 de cultivo. Como se muestra en la figura 8, la expresién de PD-1 fue alta en células cultivadas con perlas
magnéticas anti-CD3/anti-CD28, sin embargo, los niveles de PD-1 fueron sustancialmente mas bajos o indetectables
en las células que se cultivaron con perlas conjugadas con anti-ID.

Como se muestra en la figura 9, el porcentaje de viabilidad de los linfocitos T CD4+ y CD8+ cultivados con una
proporcién de 1:1 o 1:5 de perlas conjugadas anti-ID o las perlas conjugadas de control anti-CD3/anti-CD28 se
mantuvo constantemente alto durante el periodo de cultivo en el que las células se cultivaron adicionalmente en
presencia de citocinas. En todas las condiciones, sin embargo, la viabilidad de las células disminuyé en ausencia de
citocinas afiadidas, la mayor pérdida de viabilidad celular se produce en los ultimos dias del cultivo celular.

Ejemplo 7 Evaluacién de la produccién de citocinas de linfocitos T cultivados con perlas conjugadas con
anticuerpos antiidiotipo

Las linfocitos T disefiados con un CAR anti-CD19 que tiene un scFv derivado de FMCB83 se generaron sustancialmente
como se describe en el Ejemplo 6. Los linfocitos T CD8+ descongelados se cultivaron con perlas conjugadas con anti-
ID B-1 durante 4 horas en presencia de un inhibidor de Golgi. Los niveles intracelulares de las citocinas TNFaq, IFNy e
IL-2 se determinaron mediante citometria de flujo en el CAR subconjunto de linfocitos T CAR™ (determinado por tincién
de superficie positiva para el marcador de transduccion sustituto EGFRt con anti-EGFR) o el subconjunto de linfocitos
T CAR" (determinado mediante tincién de superficie negativa para EGFRt con anti-EGFR). Como comparacién, los
linfocitos T CAR+ (EGFR+) también se cultivaron con células diana que expresaban CD19 (células K562 transducidas
para expresar CD19, K562-CD19) en una proporcién de células efectoras:T de 1:2.

Como se muestra en la figura 10A, se indujeron niveles intracelulares de las citocinas TNFa, IFNy e IL2 en linfocitos
T CAR+ (EGFRt"), pero no en los linfocitos T-CAR (EGFR"), cuando las células se cultivaron en presencia de perlas
conjugadas anti-ID B-1. En este estudio, el grado de estimulacién observado en presencia de perlas conjugadas con
anti-ID fue similar a la estimulacién de linfocitos T CAR+ utilizando células K562-CD19 que expresan antigeno, que es
un reactivo de estimulacion especifico de CAR alternativo (Figura 10B). Estos resultados demostraron que los anti-ID
conjugados con perlas son agonistas y estimulan especificamente los linfocitos T que expresan un CAR que tiene un
dominio de unién al antigeno reconocido por el anticuerpo anti-ID. Adicionalmente, el reactivo de perlas proporciona
un mejor reactivo de estimulacién especifico de CAR en comparacién con las lineas celulares, que requieren cultivo
celular y son propensos a una variabilidad de lote a lote.

Ejemplo 8 Evaluacién de la expansion después de la reestimulacién en serie

La capacidad de las células para expandirse ex vivo tras varias estimulaciones pueden ser un sustituto potencial de la
capacidad de los linfocitos T CAR+ para persistir (por ejemplo, después de la activacién inicial) y/o son indicativas de
la funcién in vivo (Zhao et al. (2015) Cancer Cell, 28:415-28). Los linfocitos T CAR+ se generaron como se describi
anteriormente y los linfocitos T que expresaban CAR CD4+ o CD8+ descongelados se sembraron por separado a 50
000 células CAR+ por pocillo. Se afladieron perlas conjugadas con anti-ID B-1 a las células en una proporcién
célula:perla de 1:1 0 1:5 en presencia o ausencia de citocinas como se describe en el Ejemplo 6. Como control, se
afladieron perlas magnéticas anti-CD3/anti-CD28 a las células en una proporcién célula:perla de 3:1 en presencia o
ausencia de citocinas. Las células se recolectaron cada 3 o 4 dias y se contaron, y se volvieron a estimular con nuevas
células objetivo utilizando las mismas condiciones de cultivo después de restablecer el nimero de células a la densidad
de siembra inicial para cada ronda. Se realizaron un total de 4 rondas de estimulacién durante un periodo de cultivo
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de 14 dias. Para cada ronda de estimulacién, se determiné el niUmero de duplicaciones.

Como se muestra en la figura 11, se observd una expansién celular continua de células CD4+ que expresan CAR
(EGFR+) después de la reestimulacién con perlas conjugadas con anti-ID, aunque el grado de expansién fue mayor
cuando las células se cultivaron en presencia de citocinas. Asimismo, el grado de expansién fue mayor que cuando
las células se cultivaron con perlas anti-CD3/anti-CD28. Para los linfocitos T CD8+, se observd una cinética de
expansién similar cuando las células se cultivaron en presencia de perlas conjugadas con anti-ID o perlas anti-
CD3/anti-CD28, aunque la expansién fue algo mayor cuando las células se cultivaron con perlas conjugadas con anti-
ID, particularmente en ausencia de citocinas recombinantes afiadidas.

Ejemplo 9 Andlisis adicional de la expansién celular especifica de CAR utilizando perlas conjugadas con
anticuerpos antiidiotipo

Se realizaron estudios similares a los descritos en los Ejemplos 7 y 8, excepto el uso de linfocitos T que expresan CAR
generados a partir de dos donantes de pacientes diferentes. Los linfocitos T purificados con CD3 se aislaron de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) de dos pacientes donantes, se transdujeron con un vector virico que
codifica un CAR anti-CD19 que tiene un scFv derivado de FMC83, se expandieron en cultivo, se congelaron y se
descongelaron.

Los linfocitos CD4+, CD8+ descongelados o los cocultivos de CD4/CD8 (proporcion 1:1) se sembraron en pocillos de
una placa de 6 pocillos a aproximadamente 5 x 108 células totales/pocillo en medio de cultivo que se complementé
adicionalmente con citocinas de la siguiente manera: para las células CD4+ o los co-cultivos CD4+/CD8+, el medio se
complementé con aproximadamente 1200 Ul/ml de IL-7 recombinante, 20 Ul/ml de IL-15 recombinante y 100 Ul/ml de
IL-2 recombinante; para las células CD8+ el medio se complementé con 200 Ul/ml de IL-2 recombinante y 20 Ul/ml de
IL-15 recombinante. Se afiadieron perlas conjugadas con anti-ID B-1 a las células en una proporcién célula:perla de o
1:1 y se incubaron hasta 9 dias con un intercambio de medio del 50 % cada 2-3 dias.

En diversos tiempos del cultivo, se evalué el nUmero de células transducidas CD4+ o CD8+ (detectadas por anti-EGFR
para la expresién del marcador sustituto) presentes en el cultivo para cada condicién y se determind la expansién o
frecuencia de las células que expresaban CAR como porcentaje del total de células. También se determiné la
expresion de PD-1y CD25 y la viabilidad celular.

Como se muestra en la figura 12A, se observé una expansién de mas de 60 veces de las linfocitos T CD4+ que
expresaban CAR (EGFRt+) cuando las células CD4+ se cultivaron solas con perlas conjugadas con anti-ID. Para los
linfocitos T CD8+, se produjo una expansién sustancialmente mayor de linfocitos T CD8+ que expresaban CAR
(EGFRt+) en presencia de perlas conjugadas con anti-ID cuando los linfocitos T CD8+ se cocultivaron con células
CD4+. Como se muestra en la figura 12B, la frecuencia de CD4+ o CD8+ que expresaban CAR (EGFRt+) aumenté
durante los 9 dias de cultivo en presencia de las perlas conjugadas con anti-ID con >90 % de células transducidas
(EGFRt+) presentes en el cultivo el dia 9. La viabilidad de las células CD4+ y CD8+ también se mantuvo cercana al
100 % durante el cultivo, con una viabilidad ligeramente mayor de los linfocitos T CD8+ observada cuando se co-
cultivan con linfocitos T CD4+ (Figura 12C). Se observaron resultados similares para ambos donantes.

La expresién superficial de PD-1 y CD25 en células CD4+ o CD8+ transducidas (EGFRt+) se evalué mediante
citometria de flujo los dias 5, 7 y 9 de cultivo con las perlas conjugadas con anti-ID. Como se muestra en la figura 13A,
la expresién de PD-1 en los linfocitos T CD4+ y CD8+ disminuy6 sustancialmente con el tiempo en cultivos con perlas
conjugadas con anti-ID. Como se muestra en la figura 13B, la expresién de CD25 también disminuyé después de 9
dias de cultivo en presencia de perlas conjugadas con anti-ID. Se observaron resultados similares para ambos
donantes.

Ejemplo 10 Comparacién de los niveles de citocinas y el fenotipo después del cultivo con perlas conjugadas
con anticuerpos antiidiotipo

Los linfocitos T purificados con CD3 se aislaron de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de dos
pacientes donantes, se transdujeron con un vector virico que codifica un CAR anti-CD19 que tiene un scFv derivado
de FMCB3 y expandido en cultivo con perlas recubiertas de anticuerpos anti-CD3 y CD28. Después de la expansién,
las linfocitos T expandidos se congelaron mediante crioconservacion. Para los estudios, los linfocitos T congelados se
descongelaron y se evaluaron los niveles de citocinas intracelulares o el fenotipo de superficie de las linfocitos T CD4+
y CD8+ (d = 0) o los linfocitos T CD4+ descongelados, los linfocitos T CD8+ o CD4+/CD8+ co-cultivados se cultivaron
durante 9 dias adicionales en presencia de perlas conjugadas con anti-ID B-1 antes de evaluar los niveles de citocinas
intracelulares y el fenotipo del marcador de superficie después de la estimulacién con PMA/ionomicina o células K562
transducidas con CD19 (d = 9).

Para evaluar los niveles de citocinas intracelulares, se afiadié inhibidor de Golgi durante 4 horas y luego se evaluaron
TNFa, IFNy e IL-2 mediante citometria de flujo. Para todas las condiciones, el grado de expresién de citocinas
intracelulares fue sustancialmente mayor cuando las células fueron estimuladas con PMA/ionomicina en comparacion
con la estimulacion especifica de CAR con células K562 transducidas con CD19. Como se muestra en la figura 14A,

82



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3004 039 T3

los niveles de las citocinas TNFa e IL-2 fueron similares en las células CD4+ o CD8+ inmediatamente después de la
descongelacién en comparacién con las células CD4+ o CD8+ correspondientes o los cocultivos de linfocitos T
CD4/CD8, se cultivaron posteriormente en presencia de perlas conjugadas con anti-ID durante 9 dias. Se observaron
niveles aumentados de IFNy en los linfocitos T cd4+, cd8+ o los concultivos de linfocitos T CD4/CD8 que se cultivaron
posteriormente en presencia de perlas conjugadas con anti-ID durante 9 dias en comparacion con el nivel de IFNy en
linfocitos T CD4+ o CD8+ inmediatamente después de la descongelacién. Estos resultados demostraron que la funcién
de los linfocitos T se mantuvo después de 9 dias de expansién con perlas conjugadas con anti-ID. Se obtuvieron
resultados similares en células de los dos donantes.

La expresion superficial del marcador de activacién CD25, la expresién superficial de los receptores inhibidores PD-1
y LAG-3 y la expresién nuclear del marcador de proliferaciéon Ki-67 también se evaluaron en células CD4+ o CD8+
inmediatamente después de la descongelacién (d = 0) o en linfocitos T CD4+ o CD8+ expandidos solas 0 como un co-
cultivo CD4/CD8 durante 9 dias adicionales en presencia de las perlas conjugadas anti-ID (d = 9). Como se muestra
en la figura 14B, se observd expresion reducida de CD25, pero no Ki-67, en células que se cultivaron ademas en
presencia de perlas conjugadas con anti-ID durante 9 dias en comparacién con los linfocitos T inmediatamente
después de la descongelacién. La expresidon reducida de CD25 fue sustancialmente mayor en las células CD8+ que
en las células CD4+. Ademas, también se observé una disminucién de la expresién de PD-1 y LAG-3 en células CD4+
y CD8+ cultivadas solas o como cocultivo CD4/CD8 después de la incubacién durante 9 dias con perlas conjugadas
con anti-ID en comparacién con la expresién en células inmediatamente después de la descongelacidn. Este resultado
demostré que después de la incubacién con las perlas conjugadas anti-ID, las células transducidas previamente
congeladas conservaron su capacidad funcional, como lo demuestra el alto porcentaje de células que fueron positivas
para el marcador Ki-67, indicativo de proliferacidén celular, pero también exhibieron un estado de activacién diferente
caracterizado por la baja expresién de superficie para el marcador de activacién CD25 y los marcadores del receptor
inhibidor PD-1 y LAG-3.

Ejemplo 11 Deteccidn de células que expresan CAR con anticuerpos antiidiotipo.

Se generaron composiciones de linfocitos T que contenian linfocitos T-CAR que expresaban un CAR anti-CD19 que
contenia un scFv anti-CD19 con regiones variables derivadas del anticuerpo FMC63, un espaciador de
inmunoglobulina, un dominio transmembrana derivado de CD28, una regién coestimuladora derivada de 4-1BB, y un
dominio de sefializacién intracelular CD3-zeta. La construccidén virica que codifica el CAR codificé ademas un
marcador sustituto EGFRt que estaba separado de la secuencia CAR por una secuencia de salto T2A.

Las células que expresan CAR anti-CD19 se afiadieron a una muestra de células que contenian células
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) sanas. Las composiciones celulares resultantes se incubaron
con diferentes concentraciones de anticuerpos anti-ID B1 o anti-ID B2 especificos del scFv anti-CD19 FMC63. Como
control, también se incubaron muestras de cada condicién con una concentracién de anticuerpo anti-EGFR, capaz de
detectar el marcador sustituto EGFRt en las células transducidas. Las muestras de control incluyeron aquellas que
solo contenian PBMC sin la adicidn de linfocitos T que expresaban CAR. Se cuantificé la intensidad de fluorescencia
media geométrica (IFM) en células marcadas positivamente para evaluar la tincién de anticuerpos.

Como se muestra en la figura 15A, ambos anticuerpos antiidiotipo detectaron los linfocitos T con el CAR anti-CD19
que tenia un scFv con regiones variables derivadas de FMC63, de manera dependiente de la concentracion. Como se
muestra en la figura 15B, los anticuerpos anti-ID B1 y anti-ID B2 detectaron células positivas en las composiciones
que contenian células que expresaban CAR y no en composiciones que contenian solo PBMC. La tincién para EGFRt
indic6 que la proporcién de células que expresaban el transgén con respecto a las PBMC fue consistente en todas las
condiciones. Los resultados confirmaron la capacidad de los anticuerpos anti-ID B1 y anti-ID B2 para detectar
especificamente células que expresan CAR anti-CD19 FMC63 scFv, incluso entre muestras que contenian PBMC
humanos que no expresaban un CAR. Los resultados son consistentes con una interpretacién de que los anticuerpos
antiidiotipo pueden usarse para detectar células que expresan CAR en muestras de sujetos a los que se les han
administrado células que expresan CAR reconocidas por los anticuerpos, como muestras de sangre periférica
recogidas de sujetos humanos, por ejemplo para medir la expansion, el trafico y/o la persistencia de dichas células a
lo largo del tiempo en diversos tejidos y/o fluidos del sujeto.

SECUENCIAS

N.¢ | SECUENCIA COMENTARIO

1 QVQLQQPGSELVRPGGSVKLSCKASDYTFTSYWMHWVRQRPGQ | VH anti-ID
GLEWIGNIYPGSGGTNYDEKFKRKATLTVDTSSSTAYMOQLRSLTS
EDSAVYYCTREVTIVAYYYSMDY WGQGTSVTVSS
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AKTTPPSVYPLAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGS
LSSGVHTTPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASST
KVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTC

VVVDISKDDPEVQFSWIFVDDVEVHTAQTQPREEQINSTFRSVSEL

PIMHQDWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVYTIP
PPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPI]
MDTDGSYFVYSKLNVQKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSL
SHSPGK

CH anti-ID

QVQLQQPGSELVRPGGSVKLSCKASDYTFTSYWMHWVRQRPGQ
GLEWIGNIY PGSGGTNY DEKFKRKATLTVDTSSSTAYMQLRSLTS
EDSAVYYCTREVITVAYYYSMDY WGQGTSVTVSSAKTTPPSVY P
LAPGSAAQTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPA
VLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASSTKVDKKIVPRD
CGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDP
EVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLN
GKEFKCRVNSAAFPAPIEK TISK TKGRPKAPQVY TIPPPKEQMAKD
KVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFV
YSKLNVOKSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

cadena pesada anti-ID

MGWSSIILFLYATASGVHS

secuencia sefial de HC anti-ID

5 DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWY QOQKPDGTVK VL anti-ID
LLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGK
TVPFTFGSGTKLEIK

6 RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCTFLNNFYPKDINVKWKIDGS | CL anti-ID

ERONGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTLTKDEY ERHNNYTCEAT
HKTSTSPIVKSFNRNEC

DIQMTOQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDGTVK
LLIYYTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGK
TVPFTFGSGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNF
YPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTY SMSSTLTLTK
DEYERINNYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

cadena ligera anti-ID

8 MMSSAQFLGLLLLCFQGTRC secuencia sefial de LC anti-ID
9 SYWMH CDR1 de HC anti-ID
10 | NIYPGSGGTNYDEKFKR CDR2 de CH anti-ID
11 EVTTVAYYYSMDY CDR3 de HC anti-ID
12 | RASQDISNYLN CDR1 de LC anti-ID
13 | YTSRLHS CDR2 de LC anti-ID
14 | QQGKTVPFT CDR3 de LC anti-ID

15

CAGGTCCAACTGCAACAACCTGGGTCTGAGCTGGTGAGGCCTG

GAGGTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGACTACACTTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGAGGCCTGGACAA
GGCCTTGAGTGGATTGGAAATATTTATCCTGGTAGTGGTGGTA
CTAACTACGATGAGAAGTTCAAGAGGAAGGCCACACTGACTGT
AGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCCGCAGCCTG
ACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTACAAGAGAGGTTA
CTACAGTAGCTTATTACTATTCTATGGACTACTGGGGTCAAGG
AACCTCAGTCACCGTCTCCTCA

VH anti-ID
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16

GCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGAT
CTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCT
GGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTICCCAGCTGTCCTGCA
GTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCA
GCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCC
GGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGA
TTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCAT
CTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATT
ACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCA
AGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGT
GGAGOTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTT
CAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACC
AGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACA
GTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAAC
CAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCT
CCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGC
ATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGC
AGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGC
CCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCT
CAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCAC
CTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAG
AAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAATGA

CH anti-ID

17

CAGGTCCAACTGCAACAACCTGGGTCTGAGCTGGTGAGGCCTG
GAGGTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGGCTTCTGACTACACTTTC
ACCAGCTACTGGATGCACTGGGTGAGGCAGAGGCCTGGACAA
GGCCTTGAGTGGATTGGAAATATTTATCCTGGTAGTGGTGGTA
CTAACTACGATGAGAAGTTCAAGAGGAAGGCCACACTGACTGT
AGACACATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCCGCAGCCTG
ACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTACAAGAGAGGTTA
CTACAGTAGCTTATTACTATTCTATGGACTACTGGGGTCAAGG
AACCTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACGACACCCCCATCT
GTCTATCCACTGGCCCCTGGATCTGCTGCCCAAACTAACTCCAT
GGTGACCCTGGGATGCCTGGTCAAGGGCTATTITCCCTGAGCCA
GTGACAGTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGCGOGTGTGC
ACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACTCTGAGC
AGCTCAGTGACTGTCCCCTCCAGCACCTGGCCCAGCGAGACCG
TCACCTGCAACGTTGCCCACCCGGCCAGCAGCACCAAGGTGGA
CAAGAAAATTGTGCCCAGGGATTGTGGTTGTAAGCCTTGCATA
TGTACAGTCCCAGAAGTATCATCTGTCTTCATCTTCCCCCCAAA
GCCCAAGGATGTGCTCACCATTACTCTGACTCCTAAGGTCACG
TGTGTTGTGGTAGACATCAGCAAGGATGATCCCGAGGTCCAGT
TCAGCTGGTTTGTAGATGATGTGGAGGTGCACACAGCTCAGAC

GCAACCCCOGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACTTTCCGCTCAGTC
AGTGAACTTCCCATCATGCACCAGGACTGGCTCAATGGCAAGG
AGTTCAAATGCAGGGTCAACAGTGCAGCTTTCCCTGCCCCCAT
CGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGGCAGACCGAAGGCTCC
ACAGGTGTACACCATTCCACCTCCCAAGGAGCAGATGGCCAAG
GATAAAGTCAGTCTGACCTGCATGATAACAGACTTCTTCCCTG
AAGACATTACTGTGGAGTGGCAGTGUGAATGGGCAGCCAGCGO
AGAACTACAAGAACACTCAGCCCATCATGGACACAGATGGCTC
TTACTTCGTCTACAGCAAGCTCAATGTGCAGAAGAGCAACTGG
GAGGCAGGAAATACTTTCACCTGCTCTGTGTTACATGAGGGCC
TGCACAACCACCATACTGAGAAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGG
TAAATGA

cadena pesada anti-ID

18

ATGGGATGGAGCTCTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCCTC
AGGTGTCCACTCC

secuencia sefial de HC anti-ID
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19

GATATCCAGATGACACAGACTACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCT
GGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACAT
TAGCAATTATTTAAACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACT
GTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAG
TCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTC
TCTCACCATTAGCAACCTGGAGCAAGAAGATATTGCCACTTAC
TTTTGTCAGCAGGGTAAAACGGTTCCATTCACGTTCGGCTCGG
GGACAAAGTTGGAAATAAAA

VL anti-ID

20

CGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAG
TGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGA
ACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGA
TGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGAT
CAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTC
ACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAACTATACCT
GTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAG
CTTCAACAGGAATGAGTGTTAG

CL anti-ID

21

GATATCCAGATGACACAGACTACATCCTCCCTGTCTGCCTCTCT
GGGAGACAGAGTCACCATCAGTTGCAGGGCAAGTCAGGACAT
TAGCAATTATTITAAACTGGTATCAGCAGAAACCAGATGGAACT
GTTAAACTCCTGATCTACTACACATCAAGATTACACTCAGGAG
TCCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGAACAGATTATTC
TCTCACCATTAGCAACCTGGAGCAAGAAGATATTGCCACTTAC
TTTTGTCAGCAGGGTAAAACGGTTCCATTCACGTTCGGCTCGG
GGACAAAGTTGGAAATAAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGT
ATCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGT
GCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACAT
CAATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGG
CGTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACC
TACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATG
AACGACATAACAACTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATC
AACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGTTAG

cadena ligera anti-ID

22

ATGATGTCCTCTGCTCAGTTCCTTGGTCTCCTGTTGCTCTGTTTT
CAAGGTACCAGATGT

secuencia sefial de LC anti-ID

23

EVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVEKQRPGQG
LEWIGQIYPGDGDTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSE
DSAVYFCARKTISSVVDFYFDYWGQGTTVTVSS

VH de S$J25C1

24

DIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGTNYAWY QQKPGQSP

KPLIY SATYRNSGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADYFCQQ
YNRYPYTSGGGTKLEIKR

VL de SJ25C1

25

GGGGSGGGGSGGGGS

Enlazador

26

GGGGS

Enlazador 4GS

27

IEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKP

Una porcidn extracelular de
CD28

28

EVKLQQSGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQG
LEWIGQIYPGDGDTNYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMQLSGLTSE
DSAVYFCARKTISSVVDFYFDYWGQGTTVTVSSGGGGSGGGGSG
GGGSDIELTQSPKFMSTSVGDRVSVTCKASQNVGINVAWYQQKP
GQSPKPLIYSATYRNSGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADY
FCOOYNRYPYTSGGGTKLEIKR

scFv de SJ25C1

29

GGGS

Enlazador 3GS

30

EVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGL
EWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLKMNSLQTDDT
AlYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQGTSVTVSS

VH de FMC63
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31

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVK
LLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDY SLTISNLEQEDIATYFCQOQGN
TLPYTFGGGTKLEIT

VL de FMC63

32

PCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEV
KFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNG
KEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFL
YSKLTVDKSRWQOQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Fc de 19G1 sin bisagra

33

GSTSGSGKPGSGEGSTKG

Enlazador

34

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWY QQKPDGTVK
LLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGN
TLPY TFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTKGEVKLQESGPGLVA
PSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTY

YNSALKSRLTITKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGG
SYAMDYWGQGTSVTVSS

scFv de FMC63

35

DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQQKPDGTVK
LLIYHTSRLHSGVPSRFSGSGSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQQGN
TLPYTFGGGTKLEITGSTSGSGKPGSGEGSTKGEVKLQESGPGLVA
PSQSLSVTCTVSGVSLPDYGVSWIRQPPRKGLEWLGVIWGSETTY
YNSALKSRLTIKDNSKSQVFLKMNSLOTDDTAIYYCAKHYYYGG
SYAMDYWGQGTSVTVSSPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR
TPEVTCYVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGIYPSDIAVEWESNGQP
ENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEA
LHNHYTQKSLSLSPGK

Reactivo FMC63

36 | EVQLOQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTFTDY YMKWVKQCHGK | VH anti-ID B-1
SLEWIGDINPNNGGTDYNQNFKGKATLTVDKSSSTAYMQLNSLTS
EDSAVYYCAREGNNYGSRDAMDYWGQGTSVTVSS

37 | AKTTAPSVYPLAPVCGDTTGSSVILGCLVKGYFPEPVTLTWNSGS | CH anti-ID B-1

LSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSQSITCNVAHPASST
KVDKKIEPRGPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLS
PIVTCVVVDVSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTL
RVVSALPIQHODWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRA
POVYVLPPPEEEMTEKKQVTLTCMVTDFMPEDIY VEWTNNGKTEL

NYKNTEPVLDSDGSYFMYSKLRVEKKNWVERNSYSCSVVHEGL
HNHHTTKSFSRTPGK

38

EVQLQQSGPELVKPGASVKMSCKASGYTTFTDY YMKWVKQCHGK
SLEWIGDINPNNGGTDYNOQNFKGKATLTVDKSSSTAYMQLNSLTS
EDSAVYYCAREGNNYGSRDAMDYWGQGTSVTVSSAKTTAPSVY
PLAPVCGDTTGSSVTILGCLVKGYFPEPVTLTWNSGSLSSGVHTEFP
AVLQSDLYTLSSSVTVTSSTWPSOSITCNVAHPASSTKVDKKIEPR
GPTIKPCPPCKCPAPNLLGGPSVFIFPPKIKDVLMISLSPIVICVVVD
VSEDDPDVQISWFVNNVEVHTAQTQTHREDYNSTLRVVSALPIQH
QDWMSGKEFKCKVNNKDLPAPIERTISKPKGSVRAPQVY VLPPPE
EEMTKKQVTLTCMVTDFMPEDIY VEWTNNGKTELNYKNTEPVL
DSDGSYFMY SKLRVEKKNWVERNSY SCSVVHEGLHNHHTTKSFES
RTPGK

Cadena pesada de anti-ID B-1

39

MGWSWIFLFLLSGTAGVLS

secuencia de sefial de HC anti-
ID B-1

40

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSGVIYMYWY QQKPRSSPKFP
WIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISSMEAEDAATY YCQQW
SSNPLTFGAGTKLELK

VL anti-ID B-1
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RADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLNNFYPKDINVKWKIDGS
ERQNGVLNSWTDQDSKDSTY SMSSTLTLTKDEYERHNSYTCEAT
HKTSTSPIVKSFNRNEC

CL anti-ID B-1

42

QIVLTQSPALMSASPGEKVTMTCSASSGVIYMYWY QQKPRSSPKP
WIYLTSNLASGVPARFSGSGSGTSY SLTISSMEAEDAATYYCQQW
SSNPLTFGAGTKLELKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCEFLN
NFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTYSMSSTLTL
TKDEYERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

Cadena ligera anti-ID B-1

43

MDFQVQIFSFLLMSASVIMSRG

secuencia sefial de LC anti-ID B-
1

44 | DYYMK CDR1 de HC anti-ID B-1
45 | DINPNNGGTDYNQNFKG CDR2 de HC anti-ID B-1
46 | EGNNYGSRDAMDY CDR3 de HC anti-ID B-1
47 | SASSGVIYMY CDR1 de LC anti-ID B-1
48 | LTSNLAS CDR2 de LC anti-ID B-1
49 | QQWSSNPLT CDR3 de LC anti-ID B-1

50

GAGGTCCAGCTGCAACAATCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTG
GGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGTAAGGCTTCTGGATACACATT
CACTGACTACTACATGAAGTGGGTGAAGCAGTGTCATGGAAAG
AGCCTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTAACAATGGTGGTA
CTGACTACAACCAGAACTTTAAGGGCAAGGCCACATTGACTGT
AGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAACAGCCTG
ACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGAGGGGA
ATAACTACGGTAGTAGAGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGG
AACGTCAGTCACCGTCTCCTCA

VH anti-ID B-1

51

GCCAAAACAACAGCCCCATCGGTCTATCCACTGGCCCCTGTGT
OTGGAGATACAACTGGCTCCTCGGTGACTCTAGGATGCCTGGT

CAAGGGTTATTTCCCTGAGCCAGTGACCTTGACCTGGAACTCT
GGATCCCTGTCCAGTGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCA
GTCTGACCTCTACACCCTCAGCAGCTCAGTGACTGTAACCTCG
AGCACCTGGCCCAGCCAGTCCATCACCTGCAATGTGGCCCACC
CGGCAAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGAGCCCAGAG
GGCCCACAATCAAGCCCTGTCCTCCATGCAAATGCCCAGCACC
TAACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGA
TCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATAGTCACATGT
GTGGTGGTGGATGTGAGCGAGGATGACCCAGATGTCCAGATCA
GCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAGTACACACAGCTCAGACACA
AACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCAGT
GCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGT
TCAAATGCAAGGTCAACAACAAAGACCTCCCAGCGCCCATCGA
GAGAACCATCTCAAAACCCAAAGGGTCAGTAAGAGCTCCACA
GGTATATGTCTTGCCTCCACCAGAAGAAGAGATGACTAAGAAA
CAGGTCACTCTGACCTGCATGOGTCACAGACTTCATGCCTGAAG
ACATTTACGTGGAGTGGACCAACAACGGGAAAACAGAGCTAA
ACTACAAGAACACTGAACCAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTA
CTTCATGTACAGCAAGCTGAGAGTGGAAAAGAAGAACTGGGT
GGAAAGAAATAGCTACTCCTGTTCAGTGGTCCACGAGGGTCTG
CACAATCACCACACGACTAAGAGCTTCTCCCGGACTCCGGGTA
AA

CH anti-ID B-1
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52

GAGGTCCAGCTGCAACAATCTGGACCTGAGCTGGTGAAGCCTG
GGGCTTCAGTGAAGATGTCCTGTAAGGCTTCTGGATACACATT
CACTGACTACTACATGAAGTGGGTGAAGCAGTGTCATGGAAAG
AGCCTTGAGTGGATTGGAGATATTAATCCTAACAATGGTGGTA
CTGACTACAACCAGAACTTTAAGGGCAAGGCCACATTGACTGT
AGACAAATCCTCCAGCACAGCCTACATGCAGCTCAACAGCCTG
ACATCTGAGGACTCTGCAGTCTATTACTGTGCAAGAGAGGGGA
ATAACTACGGTAGTAGAGATGCTATGGACTACTGGGGTCAAGG
AACGTCAGTCACCGTCTCCTCAGCCAAAACAACAGCCCCATCG
GTCTATCCACTGGCCCCTGTGTGTGGAGATACAACTGGCTCCTC
GGTGACTCTAGGATGCCTGGTCAAGGGTTATTTCCCTGAGCCA
GTGACCTTGACCTGGAACTCTGGATCCCTGTCCAGTGGTGTGC
ACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCTGACCTCTACACCCTCAGC
AGCTCAGTGACTGTAACCTCGAGCACCTGGCCCAGCCAGTCCA
TCACCTGCAATGTGGCCCACCCGGCAAGCAGCACCAAGGTGGA
CAAGAAAATTGAGCCCAGAGGGCCCACAATCAAGCCCTGTCCT
CCATGCAAATGCCCAGCACCTAACCTCTTGGGTGGACCATCCG
TCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCC
CTGAGCCCCATAGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAGCGAGG
ATGACCCAGATGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGA
AGTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAA
CAGTACTCTCCGGGTGGTCAGTGCCCTCCCCATCCAGCACCAG
GACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAAC
AAAGACCTCCCAGCGCCCATCGAGAGAACCATCTCAAAACCCA
AAGGGTCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACC
AGAAGAAGAGATGACTAAGAAACAGGTCACTCTGACCTGCAT
GGTCACAGACTTCATGCCTGAAGACATTITACGTGGAGTGGACC
AACAACGGGAAAACAGAGCTAAACTACAAGAACACTGAACCA
GTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTGAG
AGTGGAAAAGAAGAACTGGGTGGAAAGAAATAGCTACTCCTG

TTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCACACGACTAAG
AGCTTCTCCCGGACTCCGGGTAAA

Cadena pesada de anti-ID B-1

53

ATGGGATGOAGCTGGATCTTTICTCTTCCTCTTGTCAGGAACTGC
AGGTGTCCTCTCT

secuencia de sefial de HC anti-
ID B-1

54

CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCACTCATGTCTGCATCTCC
AGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAGGTGTA
ATTTACATGTACTGGTACCAACAGAAGCCAAGATCCTCCCCCA
AACCCTGGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCT
GCTCGCTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACCTCTTACTCTCTCAC
AATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGC
CAGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGCACCA
AGCTGGAGCTGAAA

VL anti-ID B-1

55

CGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCATCTTCCCACCATCCAG
TGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCAGTCGTGTGCTTCTTGA
ACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGTCAAGTGGAAGATTGA
TGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCTGAACAGTTGGACTGAT
CAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAGCATGAGCAGCACCCTC
ACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGACATAACAGCTATACCT
GTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTTCACCCATTGTCAAGAG
CTTCAACAGGAATGAGTGT

CL anti-ID B-1

89
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56

CAAATTGTTCTCACCCAGTCTCCAGCACTCATGTCTGCATCTCC
AGGGGAGAAGGTCACCATGACCTGCAGTGCCAGCTCAGGTGTA
ATTTACATGTACTGGTACCAACAGAAGCCAAGATCCTCCCCCA
AACCCTGGATTTATCTCACATCCAACCTGGCTTCTGGAGTCCCT
GCTCGCTITCAGTGGCAGTGGOTCTGOGACCTCTTACTCTCTCAC
AATCAGCAGCATGGAGGCTGAAGATGCTGCCACTTATTACTGC
CAGCAGTGGAGTAGTAACCCGCTCACGTTCGGTGCTGGCACCA
AGCTGGAGCTGAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTATCCAT
CTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTGCCTCA
GTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATCAATGT
CAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGCGTCCT
GAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCTACAG
CATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGAACGA
CATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCAACTT
CACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGT

Cadena ligera anti-ID B-1

57

ATGGATTTTCAAGTGCAGATTTTCAGCTTCCTGCTAATGAGTGC
CTCAGTCATAATGTCCAGGGGA

secuencia sefial de LC anti-ID B-
1

58 | QVQLQOPGAELVRPGASVKLSCKTSGYSFTRYWMNWVKQRPGQ | VH anti-ID B-2
GLEWIGMIHPSDSETRLNQKFKDKATLTVDNSSSTAYMQLSSPTS
EDSAVYYCASIYYEEAWGQGTLVTVSA

59 | AKTTPPSVYPLAPGSAAQTINSMVTLGCLVKGYFPEPVTIVTWNSGS | CH anti-ID B-2

LSSGVHTFPAVLQSDLYTLSSSVTVPSSTWPSETVTCNVAHPASST
KVDKKIVPRDCGCKPCICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTC

VVVDISKDDPEVQFSWFVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSEL

PIMHODWLNGKEFKCRVNSAAFPAPIEKTISKTRGRPKAPQVYTIP
PPKEQMAKDKVSLTCMITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPI
MDTDGSYFVY SKLNVOQKSNWEAGNTFICSVLHEGLHNHHTEKSL
SHSPGK

60

QVQLQQPGAELVRPGASVKLSCKTSGY SFTRYWMNWVKQRPGQ
GLEWIGMIHPSDSETRLNQKFKDKATLTVDNSSSTAYMOQLSSPTS
EDSAVYYCASIYYEEAWGQGTLVTVSAAKTTPPSVYPLAPGSAA
QTNSMVTLGCLVKGYFPEPVTVTWNSGSLSSGVHTFPAVLQSDL
YTLSSSVTVPSSTWPSETYTCNVAHPASSTKVDKKIVPRDCGCKPC
ICTVPEVSSVFIFPPKPKDVLTITLTPKVTCVVVDISKDDPEVQFSW
FVDDVEVHTAQTQPREEQFNSTFRSVSELPIMHQDWLNGKEFKCR
VNSAAFPAPIEKTISKTKGRPKAPQVY TIPPPKEQMAKDKVSLTCM
ITDFFPEDITVEWQWNGQPAENYKNTQPIMDTDGSYFVYSKLNVQ
KSNWEAGNTFTCSVLHEGLHNHHTEKSLSHSPGK

Cadena pesada de anti-ID B-2

61

MGWSSIILFLVATATGVHS

secuencia de sefial de HC anti-
ID B-2

62

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASGNIHNY LAWY QQKQGKSFQ
LLVYNAKTLADSVPSRFSGSGSGTQY SLKINSLQPEDFGSY Y CQHF
WSTPYTFGGGTKLEIK

VL anti-ID B-2

63

DIQMTQSPASLSASVGETVTITCRASGNIHNYLAWY QQKQGKSPQ
LLVYNAKTLADSVPSRFSGSGSGTQY SLKINSLQPEDFGSY Y COQHE
WSTPY TFGGGTKLEIKRADAAPTVSIFPPSSEQLTSGGASVVCFLN
NFYPKDINVKWKIDGSERQNGVLNSWTDQDSKDSTY SMSSTLTL
TKDEY ERHNSYTCEATHKTSTSPIVKSFNRNEC

Cadena ligera anti-ID B-2

64

MSVLTQVLALLLLWLTGARC

secuencia sefial de LC anti-ID B-
2

65

RYWMN

CDR1 de HC anti-ID B-2

66

MIHPSDSETRLNQKFKD

CDR2 de HC anti-ID B-2

67

IYYEEA

CDR3 de HC anti-ID B-2
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68 | RASGNIHNYLA CDR1 de LC anti-ID B-2
69 | NAKTLAD CDR2 de LC anti-ID B-2
70 | QHFWSTPYT CDR3 de LC anti-ID B-2

71

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTG
GAGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGACTTCTGGCTACTCCTTC
ACCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAA
GGCCTTGAGTGGATTGGCATGATTCATCCTTCCGATAGTGAAA
CTAGGTTAAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGT
AGACAATTCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCCG
ACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGCATCTACTA
TGAAGAGGCCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA

VH anti-ID B-2

72

GCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGAT
CTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGGATGCCTGGT
CAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCT
GGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCA
GTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCA
GCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCC
GGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGA
TIGTGGTTGTAAGCCTIGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCAT
CTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATT
ACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTIGTGGTAGACATCAGCA
AGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGT
GGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTT

CAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACC
AGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACA
GTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAAC
CAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCT
CCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGC
ATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGC
AGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGC
CCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCT
CAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCAC
CTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAG
AAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAA

CH anti-ID B-2
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73

CAGGTCCAACTGCAGCAGCCTGGGGCTGAGCTGGTGAGGCCTG
GAGCTTCAGTGAAGCTGTCCTGCAAGACTTCTGGCTACTCCTTC
ACCAGGTACTGGATGAACTGGGTGAAGCAGAGGCCTGGACAA
GGCCTTGAGTGGATTGGCATGATTCATCCTTCCGATAGTGAAA
CTAGGTTAAATCAGAAGTTCAAGGACAAGGCCACATTGACTGT
AGACAATTCCTCCAGCACAGCCTACATGCAACTCAGCAGCCCG
ACATCTGAGGACTCTGCGGTCTATTACTGTGCAAGCATCTACTA
TGAAGAGGCCTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTGCA
GCCAAAACGACACCCCCATCTGTCTATCCACTGGCCCCTGGAT
CTGCTGCCCAAACTAACTCCATGGTGACCCTGGOGATGCCTGAT
CAAGGGCTATTTCCCTGAGCCAGTGACAGTGACCTGGAACTCT
GGATCCCTGTCCAGCGGTGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCA
GTCTGACCTCTACACTCTGAGCAGCTCAGTGACTGTCCCCTCCA
GCACCTGGCCCAGCGAGACCGTCACCTGCAACGTTGCCCACCC
GGCCAGCAGCACCAAGGTGGACAAGAAAATTGTGCCCAGGGA
TTGTGGTTGTAAGCCTTGCATATGTACAGTCCCAGAAGTATCAT
CTGTCTTCATCTTCCCCCCAAAGCCCAAGGATGTGCTCACCATT
ACTCTGACTCCTAAGGTCACGTGTGTTGTGGTAGACATCAGCA
AGGATGATCCCGAGGTCCAGTTCAGCTGGTTTGTAGATGATGT
GGAGGTGCACACAGCTCAGACGCAACCCCGGGAGGAGCAGTT
CAACAGCACTTTCCGCTCAGTCAGTGAACTTCCCATCATGCACC
AGGACTGGCTCAATGGCAAGGAGTTCAAATGCAGGGTCAACA
GTGCAGCTTTCCCTGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAAC
CAAAGGCAGACCGAAGGCTCCACAGGTGTACACCATTCCACCT
CCCAAGGAGCAGATGGCCAAGGATAAAGTCAGTCTGACCTGC
ATGATAACAGACTTCTTCCCTGAAGACATTACTGTGGAGTGGC
AGTGGAATGGGCAGCCAGCGGAGAACTACAAGAACACTCAGC
CCATCATGGACACAGATGGCTCTTACTTCGTCTACAGCAAGCT
CAATGTGCAGAAGAGCAACTGGGAGGCAGGAAATACTTTCAC
CTGCTCTGTGTTACATGAGGGCCTGCACAACCACCATACTGAG
AAGAGCCTCTCCCACTCTCCTGGTAAA

Cadena pesada de anti-ID B-2

74

ATGGGATGGAGCTCTATCATCCTCTTCTTGGTAGCAACAGCTAC
AGGTGTCCACTCC

secuencia de sefial de HC anti-
ID B-2

75

GACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGT
GGOAGAAACTGTCACCATCACATCTCGAGCAAGTGGGAATATT
CACAATTATTTAGCATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTC
CTCAGCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGATAGTGT
GCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAACACAATATICT
CTCAAGATCAACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGGGAGTTATT
ACTGTCAACATTTTTGGAGTACTCCGTACACGTTCGGAGGGGG

GACCAAGCTGGAAATAAAA

VL anti-ID B-2

76

GACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGT
GGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGGGAATATT
CACAATTATTTAGCATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTC
CTCAGCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGATAGTGT
GCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGAACACAATATTCT
CTCAAGATCAACAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGGGAGTTATT
ACTGTCAACATTTTTGGAGTACTCCGTACACGTTCGGAGGGGG
GACCAAGCTGGAAATAAAACGGGCTGATGCTGCACCAACTGTA
TCCATCTTCCCACCATCCAGTGAGCAGTTAACATCTGGAGGTG
CCTCAGTCGTGTGCTTCTTGAACAACTTCTACCCCAAAGACATC
AATGTCAAGTGGAAGATTGATGGCAGTGAACGACAAAATGGC
GTCCTGAACAGTTGGACTGATCAGGACAGCAAAGACAGCACCT
ACAGCATGAGCAGCACCCTCACGTTGACCAAGGACGAGTATGA
ACGACATAACAGCTATACCTGTGAGGCCACTCACAAGACATCA
ACTTCACCCATTGTCAAGAGCTTCAACAGGAATGAGTGT

Cadena ligera anti-ID B-2
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77 | ATGAGTGTGCTCACTCAGGTCCTGGCGTTGCTGCTGCTGTGGCT | secuencia sefial de LC anti-ID B-
TACAGGTGCCAGATGT 2
78 | DYTFTSY CDR1 de HC anti-ID
79 | DYTFTSYWMH CDR1 de HC anti-ID
80 | TSYWMH CDR1 de HC anti-ID
81 | YPGSGG CDR2 de CH anti-ID
82 | NIYPGSGGTN CDR2 de CH anti-ID
83 | WIGNIYPGSGGTN CDR2 de CH anti-ID
84 | TREVTTVAYYYSMD CDR3 de HC anti-ID
85 | SNYLNWY CDR1 de LC anti-ID
86 | LLIYYTSRLH CDR2 de LC anti-ID
87 | QQGKTVPF CDR3 de LC anti-ID
88 | GYTFTDY CDR1 de HC anti-ID B-1
89 | GYTFTDYYMK CDR1 de HC anti-ID B-1
90 | TDYYMK CDR1 de HC anti-ID B-1
91 NPNNGG CDR2 de HC anti-ID B-1
92 | DINPNNGGTD CDR2 de HC anti-ID B-1
93 | WIGDINPNNGGTD CDR2 de HC anti-ID B-1
94 | AREGNNYGSRDAMD CDR3 de HC anti-ID B-1
95 | IYMYWY CDR1 de LC anti-ID B-1
96 | PWIYLTSNLA CDR2 de LC anti-ID B-1
97 | QQWSSNPL CDR3 de LC anti-ID B-1
98 | GYSFTRY CDR1 de HC anti-ID B-2
99 | GYSFTRYWMN CDR1 de HC anti-ID B-2
100 | TRYWMN CDR1 de HC anti-ID B-2
101 | HPSDSE CDR2 de HC anti-ID B-2
102 | MIHPSDSETR CDR2 de HC anti-ID B-2
103 | WIGMIHPSDSETR CDR2 de HC anti-ID B-2
104 | ASIYYEE CDR3 de HC anti-ID B-2
105 | HNYLAWY CDR1 de LC anti-ID B-2
106 | LLVYNAKTLA CDR2 de LC anti-ID B-2
107 | QHFWSTPY CDR3 de LC anti-ID B-2
108 | GYXsFXsXsYXeMX10 Consenso CDR1 de HC
Xs=ToS;
Xs5=ToS;
Xs=DoR;
Xs=YoW:
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X10=KON

109

WIGX4l XePXeXaX10X11 TX13Xi1aNQX17FKX29
Xs=DoM;
Xe =N oH,
Xs=NoS;
Xo=NoD;
Xwo=GoS;
X1 =GoE;
Xi3=DoR;
Xu=Yol;
Xi7=NoK;
Xno=GoD

Consenso CDR2 de HC

110

AX2X3X4 XX X7Xs Xo X10X11 X12 X1z X14 X15

X2=RoS;
Xs=Eol
Xs=GoY,
Xs=NoY,
Xs=NoE;
X7 =Y onulo;
Xs = G o nulo;
X9 =S o nulo;
X10 =R o nulo;
X411 =D o nulo;
X12 = A o nulo;
X413 =M o nulo;
X1 =DoE;
Xi5=YO0A

Consenso CDR3 de HC

111

X1AX3X4X5Xe X7Xg Y X10X11WY
X1=8SoR;

X3=SoR;

X4=8S0G;

Xs=GoN;

Xse=Vol

X7=1oH;

Xs =N o nulo;

Xio=MolL;

X11=Yo0A

Consenso CDR1 de LC

112

XXoX3Y XsXe X7Xs LAX11

94

Consenso CDR2 de LC
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Xi1=Pol;

Xo=Wol;

Xs=1oV,;

Xs=LoN;

Xe=ToA

X7=80oK;

Xs=NoT;

X11=80D
113 | QXoX3XaXsXsPXsT Consenso CDR3 de LC

Xo=QoH;

Xs=WoF;

X4=S oW

Xs=S oW

Xs=NoT;

Xs=LoY
114 | SYWMN CDR1 de HC de SJ25C1
115 | QIYPGDGDTNYNGKFKG CDR2 de HC de SJ25C1
116 | KTISSVVDFYFDY CDR3 de HC de SJ25C1
117 | KASQNVGTNVA CDR1 de LC de SJ25C1
118 | SATYRNS CDR2 de LC de SJ25C1
119 | QQYNRYPYT CDR3 de LC de SJ25C1
120 | DYGVS CDR1 de HC de FMC63
121 | VIWGSETTYYNSALKS CDR2 de HC de FMC63
122 | HYYYGGSYAMDY CDR3 de HC de FMC63
123 | RASQDISKYLN CDR1 de LC de FMC63
124 | HTSRLHS CDR2 de LC de FMC63
125 | QQGNTLPYT CDR3 de LC de FMC63
126 | LEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPR T2A
127 | EGRGSLLTCGDVEENPGP T2A
128 | GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP P2A
129 | ATNFSLLKQAGDVEENPGP P2A
130 | QCTNYALLKLAGDVESNPGP E2A
131 | VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP F2A
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132

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVS DYTFTSY
GVHWVRQSPGKGLEWLGVI YPGSGG
TDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTATYY CAR
EVTITVAYYYSMDY WGQGTLVTVSA
TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS

KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGOQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQOQGNVFSCSY
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-SJ25C1
humanizada ilustrativa

133

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSC RASQDISNYLN
WYQQRTNGSPRLLIK YTSRLHS
GIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC QQGKTVPFT
FGAGTKLELKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

Cadena ligera anti-SJ25C1
humanizada ilustrativa

134

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSL TSYWMH
WVRQSPGKGLE WIGNIYPGSGGTN
YNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLOSNDTAIYYC
TREVTTVAYYYSMD YWGQGTLVTVSA
TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTYV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTYDKSRWQOGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-SJ25C1
humanizada ilustrativa

135

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSI SNYLNWY QQRTNGSPR
LLIYYTSRLH SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC
QQGKTVPF TFGAGTKLELKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKYDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Cadena ligera anti-SJ25C1
humanizada ilustrativa

136

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLT SYWMH
WVRQSPGKGLEWLG NTYPGSGGTNYDEKFKR
RLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCAR
EVTTVAYYYSMDY WGQGTLVTVSA
TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-SJ25C1
humanizada ilustrativa

137

DILLTOQSPVILSVSPGERVSFSC RASQDISNYLN
WYQQRTNGSPRLLIK YTSRLHS
GIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC QQGKTVPFT
FGAGTKLELKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Cadena ligera anti-SJ25C1
humanizada ilustrativa

96




ES 3004 039 T3

(continuacién)

N.©

SECUENCIA

COMENTARIO

138

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVS GYTFTDY
GVHWVRQSPGKGLEWLGVI NPNNGG
TDYNTPFTSRLSINKDNSK SQVFFKMNSLQSNDTAIYYCAR
EGNNYGSRDAMDY WGQGTLVTVSA

TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-FMC63
humanizada ilustrativa

139

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSC SASSGVIYMY
WYQQRTNGSPRLLIK LTSNLAS
GIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC QQWSSNPLT
FGAGTKLELKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

Cadena ligera anti-FMC683
humanizada ilustrativa

140

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLT DYYMK
WVRQSPGKGLEWLG DINPNNGGTDYNQNFKG
RLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTATYYCAR
EGNNYGSRDAMDY WGQGTLVTVSA
TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-FMC63
humanizada ilustrativa

141

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSC SASSGVIYMY
WYQQRTNGSPRLLIK LTSNLAS
GIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC QQWSSNPLT
FGAGTKLELKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Cadena ligera anti-FMC683
humanizada ilustrativa

142

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSL TDYYMK
WVRQSPGKGLE WIGDINPNNGGTD
YNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYC
AREGNNYGSRDAMD YWGQGTLVTVSA
TLYTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPS VFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVIINAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDK SRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-FMC63
humanizada ilustrativa

143

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSI IYMYWY QQRTNGSPR
PWIYLTSNLA SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC
QQWSSNPL TFGAGTKLELKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF

NRGEC

Cadena ligera anti-FMC683
humanizada ilustrativa
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(continuacién)

N.©

SECUENCIA

COMENTARIO

144

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVS GYSFTRY
GVHWVRQSPGKGLEWLGVI HPSDSE
TDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTAIYYCAR
TYYEEA WGQGTLVTVSA
TLYTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLY SLSSVVTVPSSSLGTQTYICNY
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDK SRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-FMC63
humanizada ilustrativa

145

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSC RASGNIHNYLA
WYQQRTNGSPRLLIK NAKTLAD
GIPSREFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC QHFWSTPYT
FGAGTKLELKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

Cadena ligera anti-FMC683
humanizada ilustrativa

146

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLT RYWMN
WVRQSPGKGLEWLG MIHPSDSETRLNQKFKD
RLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTATYYCAR IYYEEA
WGQGTLVTVSA
TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHKPSNTKVDKKVEPKSCDK THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVINAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVY TLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-FMC63
humanizada ilustrativa

147

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSC RASGNIHNYLA
WYQQRTNGSPRLLIK NAKTLAD
GIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC QHFWSTPYT
FGAGTKLELKRTV AAPSVFIFPP
SDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVT
EQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

Cadena ligera anti-FMC683
humanizada ilustrativa

148

QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSL TRYWMN
WVRQSPGKGLE WIGMIHPSDSETR
YNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFKMNSLQSNDTATYYC ASIYYEE
YWGQGTLVTVSA
TLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNV
NHK PSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPR
EEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTIS
KAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWE
SNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDK SRWQQGNVFSCSV
MHEALHNHY TQKSLSLSPGK

Cadena pesada anti-FMC63
humanizada ilustrativa

149

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSI HNYLAWY QQRTNGSPR
LLVYNAKTLA SGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYC
QHFWSTPY TFGAGTKLELKRTV
AAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQ
SGNSQESVTEQDSKDSTY SLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQG
LSSPVTKSFNRGEC

Cadena ligera anti-FMC683
humanizada ilustrativa
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(continuacién)

N.° | SECUENCIA COMENTARIO
150 | ESKYGPPCPPCP espaciador (bisagra de 1gG4)
(aa) de Homo sapiens
151 | GAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCT espaciador (bisagra de 1gG4)
(nt) de Homo sapiens
152 | ESKYGPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTENQVSLTCLVKGFYP | Espaciador bisagra-CH3 de
SDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQE | Homo sapiens
GNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK
153 | ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVD | Espaciador bisagra-CH2-CH3 de
VSQEDPEVQFNWYVDGYVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVL | Homo sapiens
HQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPS
QEEMTENQVSLTCLYVKGFYPSDIAVEWESNGGPENNYKTTPPYVL
DSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLS
LSLGK
154 | RWPESPKAQASSVFTAQPQAEGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEK IgD-bisagra-Fc de Homo
KKEKEKEEQEERETKTPECPSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKAT | sapiens
FTCFVVGSDLKDAHLTWEVAGKVPTGGVEEGLLERHSNGSQSQH
SRLTLPRSLWNAGTSVTCTLNHPSLPPQRLMAIL REPAAQAPVKLS
LNLLASSDPPEAASWLLCEVSGFSPPNILLMWLEDQREVNTSGFAP
ARPPPOQPGSTTFWAWSVLRVPAPPSPQPATYTCVVSHEDSRTLLN
ASRSLEVSYVTDH
155 | RKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIKHFKNCTSISGDLHILPFVAFRGDS tEGFR artificial
FTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLIQAWPENRTDLHAFENLEIIR
GRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYAN
TINWKKLFGTSGQKTKIISNRGENSCKATGQVCHALCSPEGCWGP
EPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFVENSECIQCHPECLP
QAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVMGENNTLVW
KYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMVG
ALLLLLVVALGIGLFM
156 | MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIPRKVCNGIGIGEFKDSLSINATNIKHF | tEGFR artificial
KNCTSISGDLHILPYVAFRGDSFTHTPPLDPQELDILKTVKEITGFLLI
QAWPENRTDLHAFENLEIRGRTKQHGQFSLAVVSLNITSLGLRSL
KEISDGDVISGNKNLCYANTINWKKLFGTSGQKTKIISNRGENSC
KATGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLE
GEPREFVENSECIQCHPECLPQAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGP
HCVKTCPAGVMGENNTLYVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGP
GLEGCPTNGPKIPSIATGMVGALLLLLVVALGIGLFM
157 | FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV CD28 (aminoacidos 153-179 de
N.° de registro P10747)
158 | IEVMYPPPYLDNEKSNGTIIHVKGKHLCPSPLFPGPSKP CD28 (aminoacidos 114-179 de
FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFIIFWV N.° de registro P10747)
159 | RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS CD28 (aminoacidos 180-220 de
P10747) de Homo sapiens
160 | RSKRSRGGHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS CD28 (de LL a GG) de Homo
sapiens
161 | KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL 4-1BB (aminoéacidos 214-255 de
QO07011.1) de Homo sapiens
162 | RVKFSRSADAPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPE | CD3 zeta de Homo sapiens
MGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAY SEIGMKGERRRGKGHD
GLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
163 | RVKFSRSAEPPAYQQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPE CD3 zeta de Homo sapiens

MGGKPRRKNPQEGLYNELQKDEMAEAY SEIGMKGERRRGKGHD
GLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR
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(continuacién)
SECUENCIA

164

COMENTARIO

RVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPE

MGGKPRRKNPQEGLYNELQKDKMAEAYSEIGMKGERRRGKGHD
GLYQGLSTATKDTYDALHMQALPPR

CD3 zeta de Homo sapiens
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REIVINDICACIONES
1. Un anticuerpo antiidiotipo o un fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende:

una CDR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 89 o 90, una CDR-H2 que
comprende la secuencia de aminodcidos de las SEQ ID NO: 91, 92 o 93 y una CDR-H3 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 94; y

una CDR-L1 que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 95, una CDR-L2 que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 96 y una CDR-L3 que comprende la secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 97, en donde:

(i) el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo se unen especificamente a un
anticuerpo diana o a un fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo o el fragmento de
unién a antigeno del mismo comprenden la secuencia de la regidn variable de cadena pesada (VH) establecida
en la SEQ ID NO: 30 y la secuencia de la region variable de cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO:
31y

(ii) el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unidén a antigeno del mismo es un anticuerpo agonista de un
receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende el anticuerpo diana o el fragmento de unidén a antigeno.

2. El anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno de la reivindicacién 1, en donde el anticuerpo o el
fragmento de unién a antigeno comprenden:

una regién variable de cadena ligera (VL) que comprende al menos un 90 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de la regién VL establecida en la SEQ ID NO: 40; y

una region variable de cadena pesada (VH) que comprende al menos un 90 % de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de la regién VH establecida en la SEQ ID NO: 36.

3. El anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2,
en donde:

la regién VH del anticuerpo o del fragmento comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 36; y

la regién VH del anticuerpo o del fragmento comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 40.

4. El anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
3, que esta humanizado.

5. El anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
4, que es un fragmento de unidén a antigeno, opcionalmente en donde el fragmento de unién a antigeno se selecciona
entre fragmentos de unién a antigeno del fragmento (Fab), fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv o un
fragmento variable de cadena Unica (scFv).

6. El anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que son
un anticuerpo de longitud completa.

7. El anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde el
anticuerpo o el fragmento se unen especificamente a un fragmento variable de cadena Unica (scFv) comprendido en
la porcién extracelular de un receptor de antigeno quimérico, en donde el scFv comprende una regidn variable de
cadena pesada establecida en la SEQ ID NO: 30 y una regién variable de cadena ligera establecida en la SEQ ID NO:
31; y/o comprende la secuencia de aminoacidos establecida en la SEQ ID NO: 34.

8. Un conjugado, que comprende el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unidén a antigeno de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-7 y una molécula o una fraccién heterdlogas, opcionalmente, en donde la molécula o fraccién
heterdloga es:

i) un marcador, opcionalmente en donde el marcador se selecciona entre un colorante fluorescente, una proteina
fluorescente, un radioisétopo, un croméforo, un ion metalico, una particula de oro, una particula de plata, una
particula magnética, un polipéptido, una enzima, una estreptavidina, una biotina, un compuesto luminiscente o un
oligonucleétido; o

i) una proteina, un péptido, un acido nucleico o una molécula pequefia, que opcionalmente son o comprenden una
toxina o un Strep-Tag.

9. Una molécula de acido nucleico que codifica la cadena pesada y la cadena ligera del anticuerpo antiidiotipo o del
fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

10. Un vector, que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 9.

11. Una célula, que comprende el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de una
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cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 9.

12. Un método de produccién de un anticuerpo antiidiotipo o de un fragmento de unién a antigeno del mismo, que
comprende expresar las cadenas pesada y ligera codificadas por la molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 9
o el vector de la reivindicacién 10 en una célula hospedadora adecuada y recuperar o aislar el anticuerpo.

13. Una composiciéon que comprende el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno de una cualquiera
de las reivindicaciones 1-7, el conjugado de la reivindicacién 8 o la célula de la reivindicacién 11, que comprende
opcionalmente ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable.

14. Un método para detectar un anticuerpo diana o un fragmento de unién a antigeno del mismo, que comprende:

(a) poner en contacto una composicién que comprende un anticuerpo diana o un fragmento de unién a antigeno
del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 o el conjugado de la reivindicaciéon 8 que se une especificamente al anticuerpo diana o al
fragmento de unién a antigeno del mismo, en donde el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno del
mismo comprenden la secuencia de la regidn variable de cadena pesada (VH) establecida en la SEQ ID NO: 30y
la secuencia de la regién variable de cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO: 31; y

(b) detectar el anticuerpo antiidiotipo unido al anticuerpo diana o al fragmento de unién a antigeno,

opcionalmente en donde el anticuerpo diana o el fragmento de unién a antigeno se expresa en la superficie de una
célula, en donde la célula expresa en su superficie un CAR que comprende el anticuerpo diana o el fragmento de
unién a antigeno y la deteccién en (b) comprende detectar células unidas con el anticuerpo antiidiotipo.

15. Un método in vitro o ex vivo para la estimulaciéon de células, que comprende incubar una composicién de entrada
que comprende células que expresan un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende un anticuerpo diana
o un fragmento de unién a antigeno del mismo con el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del
mismo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 o el conjugado de la reivindicacién 8 que se une especificamente
al anticuerpo diana o al fragmento de unién a antigeno del mismo, generando de esta manera una composicién de
salida que comprende células estimuladas, en donde el anticuerpo o el fragmento de unién a antigeno del mismo
comprenden la secuencia de la regidn variable de cadena pesada (VH) establecida en la SEQ ID NO: 30 y la secuencia
de la region variable de cadena ligera (VL) establecida en la SEQ ID NO: 31.

16. El método de la reivindicacion 15, en donde el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo
estan inmovilizados en un soporte sélido, que opcionalmente comprende o estd conjugado con un reactivo que
comprende una pluralidad de sitios de unién capaces de unirse reversiblemente al anticuerpo antiidiotipo o al
fragmento de unién a antigeno del mismo,

opcionalmente en donde el reactivo comprende una muteina de estreptavidina; o

en donde el anticuerpo antiidiotipo o el fragmento de unién a antigeno del mismo estan inmovilizados en un reactivo
soluble, que opcionalmente es o contiene una pluralidad de sitios de unién capaces de unirse reversiblemente al
anticuerpo antiidiotipo o al fragmento de unién a antigeno del mismo,

opcionalmente en donde el reactivo comprende una muteina de estreptavidina.

17. El método de la reivindicaciéon 15 o la reivindicacién 16, en donde la incubacién dura al menos 5 minutos, 10
minutos, 30 minutos, 60 minutos, 2 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 36, 48 horas, 72 horas 0 96 horas, y/o

en donde la composicién de entrada comprende menos del 60 %, menos del 50 %, menos del 40 %, menos del 30 %,
menos del 20 % o menos del 10 % de células que expresan CAR como porcentaje del total de células en la
composicién.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 15-17, en donde:

el nimero de células que expresan CAR en la composicién de salida aumenta en mas de 1,2 veces, 1,5 veces,
2,0 veces, 3,0 veces, 4,0 veces, 5,0 veces, 10 veces 0 mas en comparacidén con el nimero de células que expresan
CAR en la composicién de entrada; y/o

el porcentaje de expresién de CAR en la composicién de salida en comparacién con el total de células en la
composicién aumenta en més del 10 %, 20 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 % o mas; y/o

antes de la introduccién y/o incubacién, las células no se seleccionan ni se enriquecen con células que expresan
CAR.
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