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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para preparar células genomodificadas
Referencia a solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto de la solicitud provisional de los EE. UU. N.°62/543.359,
presentada el 9 de agosto de 2017, titulada "METODOS Y COMPOSICIONES PARA PREPARAR CELULAS
GENOMODIFICADAS".

Campo

La presente divulgaciéon se refiere a métodos para preparar linfocitos T para terapia celular, a composiciones
producidas por los métodos y a métodos de administracién de las células a los sujetos. En particular, la divulgacién se
refiere a la preparacién de linfocitos T genomodificados, tales como los que expresan los receptores genomodificados,
tales como los receptores de antigenos genomodificados, tales como los TCR genomodificados (recombinantes) y los
receptores quiméricos para el antigeno (CAR, chimeric antigen receptors), u otros receptores quiméricos
recombinantes. Las caracteristicas de los métodos incluyen la produccién de un producto de linfocitos T més
consistente y/o predecible y/o de menor toxicidad en comparacién con otros métodos. Los métodos proporcionados
incluyen la incubacién de células en condiciones estimulantes para inducir la ampliacién o proliferacién de linfocitos T
de tipo indiferenciado (naive-like) en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado (non-naive like) en la
composicién estimulada, lo que a su vez puede dar lugar a una transduccién preferencial de células procedentes de
linfocitos T de tipo indiferenciado. Las caracteristicas de los métodos también pueden incluir la reduccidén de costes,
del nimero de etapas y del gasto en recursos en comparacién con otros métodos.

Antecedentes

Existen diferentes métodos para preparar células para su uso terapéutico y administrarlas. Por ejemplo, existen
métodos para preparar células, incluyendo linfocitos T, para genomodificacidn y terapia celular, incluidos los métodos
que implican el empobrecimiento o el enriquecimiento de determinadas subpoblaciones. Es necesario mejorar los
métodos, por ejemplo, reducir la toxicidad asociada a determinadas administraciones de terapia celular adoptiva,
mejorar el proceso de fabricacién, permitir mejorar la administracién y/o reducir costes u otros recursos. Se
proporcionan métodos que satisfacen dichas necesidades.

Gardner et al. (2017) Blood 129(25):3322-3331 describen la remisiéon de la leucemia con intencién de tratamiento
mediante linfocitos T CAR CD19 de formulacién y dosis definidas en nifios y adultos jovenes. En el documento
WO2015/164675 se describen métodos para aislar, cultivar y genomodificar poblaciones de células inmunitarias para
la terapia adoptiva. Xu et al. (2016) Oncotarget 7:82354-82368 describen que el anélisis comparativo multiparamétrico
revela impactos diferenciales de diversas citocinas sobre el fenotipo y la funcién de los linfocitos T CAR ex vivo e in
vivo. Mock et al. (2016) Cytotherapy 18(8):1002-1011 describen la fabricacién automatizada de linfocitos T receptores
quiméricos para el antigeno para inmunoterapia adoptiva utilizando CIliniMACS Prodigy. En el documento
WO2012/129514 se describen métodos y composiciones para la inmunoterapia celular. Levine et al. (2016) Molecular
Therapy 4:91-1001 describen la fabricacién global de la terapia de linfocitos T CAR.

Sumario
La invencion se define en las reivindicaciones adjuntas.

En el presente documento se proporcionan métodos para estimular linfocitos T que incluyen (a) incubar, en
condiciones estimulantes, una composicion de entrada que contenga linfocitos T, con una cantidad iniciadora de cultivo
de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos, produciendo de este
modo una composiciéon estimulada; y (b) introducir en la composicién celular estimulada un acido nucleico que
codifique un receptor recombinante genomodificado, en donde el método genera de este modo una composicidén de
salida que contiene linfocitos T que expresan el receptor recombinante genomodificado. En particular, la invencién
proporciona un método para estimular linfocitos T y generar una composicién que comprenda linfocitos T que expresen
un receptor recombinante genomodificado, comprendiendo el método:

(a) incubar, en condiciones estimulantes, una composicién de entrada que comprenda linfocitos T que comprenda
una cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+
de los mismos, produciendo de este modo una composicién estimulada, en donde:

(i) las condiciones estimulantes comprenden la presencia de un reactivo estimulador que comprende un agente
primario que es un anticuerpo anti-CD3 y un agente secundario que es un anticuerpo anti-CD28, en donde el
reactivo estimulador activa uno o mas dominios de sefializacién intracelular de uno o mas componentes de un
complejo TCR y/o uno o mas dominios de sefializacién intracelular de una o mas moléculas coestimuladoras,
generando de este modo una composicién estimulada, y en donde el tiempo de estimulacién es de entre 2y 6
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dias; y

(ii) la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T
CD8+ de los mismos es o es de al menos 2 x 108 de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto
de linfocitos T CD8+ de los mismos, en donde los linfocitos T de tipo indiferenciado o los linfocitos T CD8+ de
tipo indiferenciado son CD27+ y CCR7+; y

(b) introducir en la composicidén celular estimulada un acido nucleico que codifique un receptor recombinante
genomodificado, en donde el método genera de este modo una composicién de salida que comprende linfocitos T
que expresan el receptor recombinante genomodificado, en donde la introduccién se realiza durante al menos una
parte de la incubacién o se realiza después de la incubacion.

En algunas realizaciones, los linfocitos T contienen linfocitos T de tipo indiferenciado y linfocitos T de tipo no
indiferenciado, en donde las condiciones estimulantes inducen preferentemente la ampliacién o proliferacién de los
linfocitos T de tipo indiferenciado en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicion
estimulada. En la invencién, la introduccién se realiza durante al menos una parte de la incubacién o se realiza después
de la incubacién.

En algunas realizaciones, la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto
de linfocitos T CD8+ de los mismos, es de, o de aproximadamente, 2 x 10 a 5 x 103, de, o de aproximadamente, 2 x
108 a 4 x 108de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos. En
algunos casos, la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos
T CD8+ de los mismos, es de al menos o de aproximadamente al menos o es o es de aproximadamente 2 x 10% 0 4
x 108 de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos. En la invencion,
la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los
mismos, es de al menos o de aproximadamente al menos o es o es aproximadamente de 2 x 108 de los linfocitos T
de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos.

En la invencién, la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos
T CD8+ de los mismos, es de al menos o de aproximadamente al menos o es o es de aproximadamente 2 x 108 de
los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos. En algunos aspectos,
la cantidad iniciadora de cultivo es una cantidad de linfocitos T CD8+ de tipo indiferenciado.

En la invencidn, los linfocitos T de tipo indiferenciado o los linfocitos T CD8+ de tipo indiferenciado son CD27+ y
CCR7+. En algunas de estas realizaciones, los linfocitos T de tipo indiferenciado o los linfocitos T CD8+ de tipo
indiferenciado son positivos en la superficie para un marcador de activacién de linfocitos T seleccionado del grupo que
consiste en CD45RA, CD27, CD28 y CCRY7; y/o son negativos en la superficie para un marcador seleccionado del
grupo que consiste en CD25, CD45RO, CD56, CD62L, KLRGH1; y/o tienen baja expresién de CD95; y/o son negativos
para la expresién intracelular de una citocina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10. En
algunas realizaciones, los linfocitos de tipo indiferenciado o los linfocitos CD8+ de tipo indiferenciado son positivos en
la superficie para un marcador de activacién de linfocitos T seleccionado del grupo que consiste en CD45RA, CD27,
CD28 y CCRY7; y/o son negativos en la superficie para un marcador seleccionado del grupo que consiste en CD45RO,
CD56, KLRGH1; y/o tienen baja expresién de CD95. En algunas realizaciones, los linfocitos T de tipo indiferenciado o
los linfocitos CD8+ de tipo indiferenciado son CD45RA+, CD27+, CCR7+, CD62-, y/o CD45RO-.

En algunas de estas realizaciones, los linfocitos T de tipo no indiferenciado son negativos en la superficie para un
marcador de activacidén de linfocitos T seleccionado del grupo que consiste en CD45RA, CD27, CD28 y CCRY7; y/o
son positivos en la superficie para un marcador seleccionado del grupo que consiste en CD25, CD45R0O, CD58,
CD62L, KLRG1 y perforina; y/o son positivos para la expresion intracelular positiva de una citocina seleccionada del
grupo que consiste en IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10; y/o tienen alta expresiéon de CD95. En algunos aspectos, los linfocitos
T de tipo no indiferenciado son CD45RA-, CD27-, CCR7-, CD62+, y/o CD45RO+.

En algunas realizaciones, antes de la incubacidn, las células de la composicion de entrada no se han sometido, y no
se someten, a una etapa de seleccién basada en un marcador endégeno de la superficie de linfocitos T que diferencia
entre linfocitos T de tipo indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado.

En la invencién, el método incluye la introduccién de un receptor recombinante genomodificado en las células
estimuladas, en donde el método genera de este modo una composiciéon de salida que incluye linfocitos T que
expresan el receptor recombinante genomodificado. En la invencién, la introduccién se realiza durante al menos una
parte de la incubacién o se realiza después de la incubacién. En algunos casos, la incubacién de la composicién en
condiciones estimulantes se realiza antes, durante y/o después de la introducciéon de un &cido nucleico que codifica
un receptor recombinante genomodificado.

En algunas realizaciones, el receptor recombinante es capaz de unirse a un antigeno diana que esta asociado a, es
especifico para, y/o se expresa en, una célula o tejido de una enfermedad, trastorno o afeccién. En algunos ejemplos,
la enfermedad, el trastorno o la afeccién es una enfermedad infecciosa o un trastorno infeccioso, una enfermedad
autoinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, 0 un tumor o un cancer. En algunos casos, el antigeno diana es un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 992909 T3

antigeno tumoral. En algunas realizaciones, el antigeno diana se selecciona entre integrina av6 (integrina avbg),
antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA, B cell maturation antigen), anhidrasa carbénica 9 (CAIX), Her2/neu
(tirosina cinasa receptora erbB2), L1-CAM, B7-H3, B7-H6, anhidrasa carbdnica 9 (CA9, también conocida como CAIX
o0 G250), un antigeno del cancer de testiculo, antigeno 1B de cancerftesticulo (CTAG, también conocido como NY-
ESO-1y LAGE-2), antigeno carcinoembrionario (CEA) y antigeno de superficie de la hepatitis B, receptor anti-folato,
una ciclina, ciclina A2, ligando 1 de quimiocinas con motivo C-C (CCL-1), CD19, CD20, CD22, CD23, CD24, CD30,
CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123, CD133, CD138, CD171, condroitin sulfato proteoglucano 4 (CSPG4),
proteina del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), glucoproteina 2 epitelial (EPG-2), glucoproteina 40 epitelial
(EPG-40), efrina B2, receptor de efrina A2 (EPHa2), erb-B2, erb-B3, erb-B4, dimeros erbB, mutacién del receptor del
factor de crecimiento epidérmico de tipo Il (EGFR vlll), proteina de unién a folato (FBP), receptor Fc de tipo 5 (FCRLS;
también conocido como receptor Fc homélogo 5 o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal), una proteina de
unién a folato (FBP), receptor alfa de folato, gangliésido GD2, GD2 O-acetilado (OGD2), gangliésido GD3, glipicano-
3 (GPC3), Receptor 5D acoplado a proteina G (GPRC5D), 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 IL-22 alfa (IL-22R-alfa), IL-13R-alfa2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién de cinasa (kdr),
cadena ligera kappa, Lewis Y, molécula L1 de adhesién celular (L1-CAM), epitopo CE7 de L1-CAM, miembro A de la
familia 8 que contiene repeticiones ricas en leucina (LRRC8A), Lewis Y, antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1,
MAGE-A3, MAGE-A6, MAGE-A10, mesotelina (MSLN), c-Met, citomegalovirus (CMV) murino, mucina 1 (MUC1),
MUC16, ligandos citoliticos naturales del miembro D de grupo 2 (NKG2D), melan A (MART-1), molécula de adhesidn
celular neural (NCAM), antigeno oncofetal, antigeno preferentemente expresado del melanoma (PRAME), receptor de
progesterona, un antigeno especifico de préstata, antigeno prostéatico de células madre (PSCA), antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), receptor 1 huérfano similar a tirosina cinasa receptora (ROR1), survivina,
glucoproteina trofoblastica (TPBG también conocida como 5T4), glucoproteina 72 asociada a tumores (TAG72),
proteina 1 relacionada con tirosinasa (TRP1, también conocida como TYRP1 o gp75), proteina 2 relacionada con
tirosinasa (TRP2, también conocida como dopacromo tautomerasa, dopacromo delta-isomerasa o DCT), receptor alfa
de folato, 8H9, antigeno dual, glucoproteina 100 (gp100), receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-R2), receptor de estrégenos, receptor de
progesterona, Tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégeno o expresado por patégeno y un antigeno
asociado a una etiqueta universal.

En algunas realizaciones, el receptor recombinante es o contiene un receptor funcional de antigeno que no es un TCR
o un TCR o fragmento de unién a antigeno del mismo. En algunas realizaciones, el receptor recombinante es un
receptor quimérico para el antigeno (CAR).

En algunas de estas realizaciones, el receptor recombinante contiene un dominio extracelular que contiene un dominio
de unién a antigeno, opcionalmente, en donde el dominio de unién a antigeno se une especificamente al antigeno
diana. En algunos casos, el dominio de unién al antigeno es o contiene un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo
del mismo, que opcionalmente es un fragmento monocatenario. En algunos aspectos, el fragmento contiene regiones
variables de anticuerpo unidas por un enlazador flexible. En algunos casos, el fragmento contiene un scFv.

En algunas realizaciones, el receptor recombinante contiene ademas un espaciador y/o una regidn bisagra. En algunos
aspectos, el receptor recombinante contiene una regién de sefializacion intracelular. En algunos ejemplos, la regién
de sefalizacién intracelular contiene un dominio de sefializacién intracelular. En algunos aspectos, el dominio de
sefializacién intracelular es o contiene un dominio de sefializacién primario, un dominio de sefializacién que es capaz
de inducir una sefial de activacién primaria en un linfocito T, un dominio de sefalizacién de un componente del receptor
de linfocitos T (TCR), y/o un dominio de sefializaciéon que contenga un motivo de activacion inmunorreceptor basado
en tirosina (ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif). En algunas realizaciones, el dominio de
seflalizacion intracelular es o contiene un dominio de sefializacién intracelular de una cadena CD3, opcionalmente una
cadena CD3-zeta (CD3C), o una porcidn de sefializacién de la misma.

En algunas realizaciones, el receptor recombinante contiene ademéas un dominio transmembrana dispuesto entre el
dominio extracelular y la regién de sefializacion intracelular. En algunos aspectos, la regién de sefializacidn intracelular
contiene ademas una regién de sefializacién coestimuladora. En algunas realizaciones, la regién de sefializacién
coestimuladora contiene un dominio de sefializacidn intracelular de una molécula coestimuladora de linfocitos T o una
porcién de sefializacién de la misma. En algunos casos, la regién de sefializaciéon coestimuladora contiene un dominio
de sefializacién intracelular de un CD28, un 4-1BB o un ICOS o una porcidén de sefializacién del mismo. En algunas
realizaciones, el CAR comprende un scFv especifico para el antigeno, un dominio transmembrana, un dominio de
sefializacién citoplasmatica procedente de una molécula coestimuladora, que opcionalmente es o comprende un
dominio de sefalizacién 4-1BB y un dominio de sefializacién citoplasmética procedente de una molécula de
seflalizacién primaria que contenga un ITAM, que opcionalmente es o comprende un dominio de sefializacién CD3zeta
y opcionalmente comprende ademas un espaciador entre el dominio transmembrana y el scFv; el CAR comprende,
en orden, un scFv especifico para el antigeno, un dominio transmembrana, un dominio de sefializacién citoplasmatica
procedente de una molécula coestimuladora, que opcionalmente es o comprende un dominio de sefializaciéon 4-1BB
y un dominio de sefalizacién citoplasmatica procedente de una molécula de sefializacién primaria que contenga un
ITAM, que opcionalmente es un dominio de sefializacién CD3zeta; o el CAR comprende, en orden, un scFv especifico
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para el antigeno, un espaciador, un dominio transmembrana, un dominio de sefializacién citoplasmatica procedente
de una molécula coestimuladora, que opcionalmente es un dominio de sefializacion 4-1BB y un dominio de
sefializacién citoplasmatica procedente de una molécula de sefalizacién primaria que contenga un ITAM, que
opcionalmente es o comprende un dominio de sefializacién CD3zeta.

En algunas realizaciones, la regién de sefializacién coestimuladora esta entre el dominio transmembrana y la regién
de sefializacion intracelular.

En algunas de estas realizaciones, la condicién estimulante incluye la incubacién con un reactivo estimulador capaz
de activar linfocitos T, linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+; es capaz de inducir una sefial a través de un complejo
TCR; y/o es capaz de inducir la proliferacién de linfocitos T, linfocitos T CD4+ y/o linfocitos T CD8+. En la invencién,
la condicién estimulante incluye la incubacién con un reactivo estimulador capaz de activar uno o mas dominios de
sefializacién intracelular de uno o mas componentes de un complejo TCR y/o uno o més dominios de sefializacién
intracelular de una o mas moléculas coestimuladoras. En la invencién, el reactivo estimulador contiene un agente
primario que se une especificamente a un miembro de un complejo TCR que se une especificamente a CD3. En la
invencién, el agente primario es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno.

En la invencién, el agente estimulador incluye ademas un agente secundario que se une especificamente a una
molécula coestimuladora de linfocitos T en donde la molécula coestimuladora es CD28. En la invencién, el agente
primario es un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno. En la invencién, los agentes primarios y secundarios
incluyen anticuerpos en donde uno o mas agentes estimulantes incluyen la incubacién con un anticuerpo anti-CD3 y
un anticuerpo anti-CD28.

En algunas realizaciones, los agentes primarios y/o secundarios estan presentes en la superficie de un soporte sélido.
En algunos casos, el soporte sélido es, o contiene, una perla. En algunas realizaciones, la perla contiene un diametro
mayor o superior a aproximadamente 3,5pum pero no superior a aproximadamente 9 um o no superior a
aproximadamente 8 um o no superior a aproximadamente 7 um o no superior a aproximadamente 6 um o no superior
a aproximadamente 5 um. En algunos ejemplos, la perla contiene un didmetro de, o de aproximadamente, 4,5 um. En
algunos aspectos, la perla contiene un diametro que es o es de aproximadamente el mismo tamafio que el de un
linfocito o una célula presentadora de antigeno.

En algunas realizaciones, la perla es inerte. En algunos casos, la perla es o contiene una superficie de poliestireno, y
opcionalmente contiene un ndcleo magnético o superparamagnético.

En algunas realizaciones, la condicién estimulante incluye incubar las células con una proporcién entre perlas y células
que es de, o de aproximadamente, 1:1 a 10:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 8:1, de, o de aproximadamente, 1:1
a 6:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 4:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 3:1, de, o de aproximadamente, 2:1 a
4:1, de, o de aproximadamente, 2:1 a 3:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 2:1, de, o de aproximadamente, 4:1 a
10:1, de, o de aproximadamente, 4:1 a 8:1, de, o de aproximadamente, 4:1 a 6:1, de, o de aproximadamente, 6:1 a
10:1, de, o de aproximadamente, 6:1 a 8:1, de, o de aproximadamente, 8:1 a 10:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a
1:10, de, o de aproximadamente, 1:1 a 1:8, de, o de aproximadamente, 1:1 a 1:6, de, o de aproximadamente, 1:1 a
1:4, de, o de aproximadamente, 1:2 a 1:3. En algunos ejemplos, la proporcién entre perlas y células es de, o de
aproximadamente, 3:1. En algunas realizaciones, la proporcién entre perlas y células es de, o de aproximadamente,
1:1.

En algunas de estas realizaciones, los linfocitos T proceden de una muestra biolégica, opcionalmente, en donde la
muestra biolégica procede de un sujeto humano. En algunos casos, la muestra biolégica es o contiene una muestra
de sangre entera, una muestra de capa leucoplaquetaria, una muestra de células mononucleares de sangre periférica
(CMSP), una muestra no fraccionada de linfocitos T, una muestra de linfocitos, una muestra de glébulos blancos, un
producto de aféresis o un producto de leucocitaféresis.

En algunas realizaciones, los linfocitos T contienen linfocitos CD4+ y/o CD8+. En algunas realizaciones, los linfocitos
T incluyen linfocitos T CD4+ y CD8+ y la proporcién entre linfocitos T CD4+ y CD8+ esta entre o entre
aproximadamente 2:1 y es de, o de aproximadamente, 1:5. En algunos casos, una proporcién entre los linfocitos CD4+
y los linfocitos CD8+ es o es de aproximadamente 1:1, 1:2, 2: 1, 1:3 0 3:1. En algunas realizaciones, los linfocitos T
de tipo indiferenciado incluyen linfocitos T CD4+ de tipo indiferenciado y/o linfocitos T CD8+ de tipo indiferenciado.

En algunas de estas realizaciones, los linfocitos T de tipo indiferenciado son policlonales. En algunos casos, la
clonalidad de los linfocitos T de tipo indiferenciado se determina mediante secuenciacién clonal, opcionalmente,
secuenciacidén de nueva generacién, o analisis de espectratipos.

En algunas realizaciones, la presencia, cantidad, nimero o porcentaje de linfocitos T de tipo indiferenciado se detecta
mediante citometria de flujo.

En algunas de estas realizaciones, la condicién estimulante no incluye N-acetilcisteina (NAC). En algunas
realizaciones, la condicién estimulante no contiene IL-15 y/o IL-7. En algunas realizaciones, la condicién estimulante
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da como resultado o induce la muerte de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de una subpoblacién de los mismos.
En algunos aspectos, la condicién estimulante da como resultado la muerte celular inducida por activacién (MCIA) de
linfocitos T de tipo indiferenciado o de una subpoblacién de los mismos.

En algunas realizaciones, el método incluye ademas la adicién de ADNasa durante la incubacién y/o en la composicion
estimulada.

En algunas realizaciones, la incubacidn se lleva a cabo durante mas de o aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15 o 16 dias. En algunas realizaciones, el porcentaje de células, en la composicién estimulada,
procedente de los linfocitos T de tipo indiferenciado se multiplica por mas de, o méas de aproximadamente, 1,5 veces,
2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces en comparacion
con el porcentaje de linfocitos indiferenciados en la composiciéon de entrada. En algunas realizaciones, la relacién, en
la composicidén estimulada, de células procedentes de los linfocitos T de tipo indiferenciado en comparacién con las
células procedentes de los linfocitos T de tipo indiferenciado se multiplica por mas de, o més de aproximadamente,
1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces en
comparacién con la proporcién de los linfocitos T de tipo indiferenciado en comparacién con linfocitos T de tipo no
indiferenciado en la composicién de entrada.

En algunos casos, la composiciéon estimulada contiene mas del 75 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %,
96 %, 97 %, 98 %, 99 % de células que proceden de linfocitos T de tipo indiferenciado de la composiciéon de entrada.
En algunas realizaciones, la composicidén estimulada contiene menos del 10 % de células procedentes de los linfocitos
T de tipo indiferenciado. En algunos ejemplos, la composicién estimulada contiene menos del 9 %, 8 %, 7 %, 6 %,
5%, 4%, 3%,2%,1%,0,5% 00,1 % de células procedentes de los linfocitos T no indiferenciados.

En algunas realizaciones, de la células de la composicién de entrada, un mayor porcentaje de los linfocitos T de tipo
indiferenciado, en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado, se inducen a proliferar y/o se activan. En
algunos aspectos, un mayor porcentaje de los linfocitos T que eran de tipo indiferenciado en la composicidén de entrada,
en comparacioén con el porcentaje de los linfocitos T que eran de tipo no indiferenciado en la composicién de entrada,
se divide los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 después de iniciar dicha incubacidén. En algunos casos, las condiciones
estimulantes son capaces de inducir la proliferacién de un mayor porcentaje de células de una poblacién de linfocitos
T de tipo indiferenciado humanos, en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado humanos, los dias 1,
2,3,4,5/6,7,8,9 010 después de iniciar la incubacién en las condiciones.

En algunas de estas realizaciones, los linfocitos T de tipo no indiferenciado se seleccionan del grupo que consiste en
linfocitos T efectores (Ter), linfocitos T de memoria, linfocitos T de memoria central (Tuc), linfocitos T efectores de
memoria (Tem), ¥ combinaciones de los mismos; o los linfocitos T de tipo no indiferenciado son una pluralidad de
linfocitos T que incluye o consiste en linfocitos T efectores (Ter) y/o linfocitos T de memoria, los linfocitos T de memoria
contienen opcionalmente linfocitos T de memoria central (Twuc) y/o linfocitos T efectores de memoria (Tem).

En algunas realizaciones, el porcentaje de linfocitos T de tipo indiferenciado en la composicién de entrada es menor
que el porcentaje de células genomodificadas en la composicién estimulada procedentes de linfocitos T de tipo
indiferenciado en la composicién de entrada. En algunas realizaciones, un mayor porcentaje de las células introducidas
con el acido nucleico son, o proceden de, la proliferacién de, linfocitos T de tipo indiferenciado en la composicién de
entrada, en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado en la composicién de entrada.

En algunas de estas realizaciones, la introduccién es por transduccidén. En algunas realizaciones, el 4cido nucleico
contiene un vector virico. En algunos casos, el vector virico es un vector retrovirico. En algunos aspectos, el vector
virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico. En algunas realizaciones, la introduccién se realiza por
transposicién de un transposén que contiene la molécula de acido nucleico. En algunas realizaciones, la proporcion
de linfocitos T de tipo indiferenciado en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado en la composicién
estimulada se multiplica por mas de, o mas de aproximadamente, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces en comparacion con la proporcidn de los linfocitos T
de tipo indiferenciado en comparacidén con linfocitos T de tipo no indiferenciado en la composicién de entrada. En
algunas realizaciones, la composicién estimulada es mas policlonal o multiclonal en comparacién con la composicién
de entrada. En la invencién, el método se realiza in vitro o ex vivo.

Descripcion detallada
Cualquier referencia en el presente documento a métodos para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante
cirugia o terapia debe interpretarse como una referencia a productos (p. ej., composiciones o formulaciones) para su
uso en dichos métodos.

Las realizaciones de la presente invencién se incluyen en algunos de los casos y aspectos desvelados a continuacién.

En el presente documento se desvelan métodos para incubar (p. ej., estimular) células en el proceso de preparacion
de células para terapia celular adoptiva, y composiciones y células producidas por los métodos. En algunas
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realizaciones, las células incluyen linfocitos T, que en algunos aspectos expresan receptores de antigenos
genomodificados. En algunos casos, los receptores de antigenos genomodificados incluyen receptores de linfocitos T
(TCR, T cell receptors) genomodificados o recombinantes y receptores funcionales de antigenos que no son TCR,
tales como receptores quiméricos para el antigeno (CAR, chimeric antigen receptors).

En algunos casos, se desvelan métodos para incubar (p. ej., estimular) linfocitos T. Los métodos disponibles han
utilizado anti-CD3 y anti CD28 para la estimulacién de linfocitos T. Sin embargo, los métodos actualmente disponibles
no se han centrado en obtener poblaciones diana especificas de células mediante el proceso de incubacién y en
producir una poblacién mas deseable de linfocitos T y en los resultados beneficiosos de la misma. Los métodos
disponibles tampoco dan lugar a la eliminacién de una poblacién de linfocitos T no deseable y especifica de una
poblacién de linfocitos T de entrada en el proceso de incubacién ni a los resultados beneficiosos de la misma. Por otra
parte, los métodos disponibles no estén disefiados para eliminar, de una poblacién de linfocitos T, durante el proceso
de incubacién, una subpoblacién que se utilizara para generar una composicion de salida que comprenda linfocitos T
que expresen un receptor recombinante genomodificado. Los métodos disponibles tampoco describen beneficios que
incluyan la produccién de una poblacién mas consistente y/o predecible de linfocitos T que sea beneficiosa para la
genomodificacién, posologia y/o respuesta clinica.

En algunos aspectos, los casos desvelados desvelan métodos para generar un mayor nimero de linfocitos T de
composicién més uniforme y/o predecible en comparacidén con otros métodos de estimulacién y, en algunos aspectos,
proporcionan ademas la disminucién o eliminacién de poblaciones no deseables de linfocitos T, p. ej., células cuya
presencia pueda conferir al producto final una heterogeneidad tal que resulte dificil predecir su concentracién, eficacia
y seguridad. En algunos casos, los métodos desvelados abordan problemas relacionados con la generaciéon de
linfocitos T genomodificados en los que un gran ndmero o la mayor parte de dichos linfocitos genomodificados
proceden de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos aspectos, la falta de persistencia, el agotamiento y/o los
problemas relacionados con la toxicidad pueden asociarse a terapia adoptiva con linfocitos T que implica una
composicién que contiene linfocitos genomodificados procedentes de linfocitos T de tipo no indiferenciado y/o en la
que el porcentaje o el nimero de linfocitos genomodificados procedentes de linfocitos T de tipo no indiferenciado, es
superior a un determinado umbral. En algunos casos, los métodos que dan lugar a una composicién de linfocitos T
genomodificados que esta enriquecida en células procedentes de células de tipo indiferenciado, pueden presentar
caracteristicas relacionadas con un aumento general del porcentaje de células sanas y/o de células en la composicién
que presentan una mayor persistencia en comparacién con otros métodos en los que dichas células de tipo
indiferenciado no estan tan enriquecidas.

Por consiguiente, entre los métodos para preparar linfocitos T genomodificados para terapia adoptiva desvelados en
el presente documento, se encuentran los que utilizan condiciones que dan lugar a una ampliacién o proliferaciéon o
genomodificacién preferente de células procedentes de linfocitos T de tipo indiferenciado (o procedentes de linfocitos
T CD27+, CD45RA+, CCR7+, CD62L- o CD45RO-) en comparacidén con las procedentes de linfocitos T de tipo no
indiferenciado (o procedentes de linfocitos T CD27-, CD45RA-, CCR7-, CD62L+ o CD45RO+). En algunos casos, los
métodos consisten en incubar linfocitos T en una composicién de entrada que contiene linfocitos T de tipo
indiferenciado en condiciones estimulantes que producen preferentemente una composicién estimulada que contiene
células procedentes de linfocitos T de tipo indiferenciado de la composicién de entrada. En algunos aspectos, la
poblacién de linfocitos T contiene una mezcla de linfocitos T de tipo indiferenciado y de linfocitos T de tipo no
indiferenciado. En algunos casos, las condiciones estimulantes inducen preferentemente una respuesta en los
linfocitos T de tipo no indiferenciado en comparacion con los linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos casos, la
respuesta incluye la activacién preferente de los linfocitos T de tipo no indiferenciado, que, en algunos casos, puede
provocar la muerte celular.

En algunos casos, el método incluye la incubacién de células en condiciones estimulantes, incluida la incubacién con
un agente estimulador capaz de activar uno o méas dominios de sefializacién intracelular de uno o mas componentes
de un complejo TCR y/o uno o mas dominios de sefializacién intracelular de una o mas moléculas coestimuladoras.
En algunos casos, el agente primario se une especificamente a CD3 y/o la molécula coestimuladora se selecciona del
grupo que consiste en CD28, CD137(4-1-BB), OX40 o ICOS. Por ejemplo, en algunos casos, el agente primario es o
comprende anti-CD3 y el agente secundario es o comprende anti-CD28. En algunos casos, los agentes primarios y
secundarios comprenden anticuerpos y/o estan presentes en la superficie de un soporte sélido. En algunos ejemplos,
el soporte sélido es una perla.

En algunos casos, la condicién estimulante incluye la incubacién de las células de la composicién de entrada con dicho
reactivo estimulador, p. ej., perlas anti-CD3/anti-CD28, en la que la proporcién entre perlas y células es de, o de
aproximadamente, 1:1 a 10:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 8:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 6:1, de, o de
aproximadamente, 1:1 a 4:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 3:1, de, o de aproximadamente 4:1 a 10:1, de, o de
aproximadamente, 4:1 a 8:1, de, o de aproximadamente, 4.1 a 6:1, de, o de aproximadamente 6:1 a 10:1, de, o de
aproximadamente, 6:1 a 8:1, de, o de aproximadamente, 8:1 a 10:1, de, o de aproximadamente, 1:1 a 1:10, de, o de
aproximadamente, 1:1 a 1:8, de, o de aproximadamente, 1:1 a 1:6, de, o de aproximadamente, 1:1 a 1:4, de, o de
aproximadamente, 1:2 a 1:3. En algunos ejemplos especificos, la proporcién entre perlas y células es de, o de
aproximadamente, 3: 1. En algunos casos, la proporcién entre perlas y células es de, o de aproximadamente, 1:3.
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Los métodos generalmente incluyen ademés etapas de genomodificacion de la composicién estimulada de linfocitos
T. La genomoadificacién puede llevarse a cabo o iniciarse en la composicién estimulada, a continuacién o en cualquier
momento después de iniciar la incubacién inicial, y/o simultdineamente con la incubacién. En algunos casos, las células
se incuban con acidos nucleicos que codifican dichas moléculas genomodificadas, de tal manera que se introducen
acidos nucleicos y las moléculas genomodificadas se expresan en las células de la composicién, generando de este
modo una composiciéon de salida. Entre las moléculas genomodificadas se encuentran las proteinas, tales como
receptores de antigenos genomodificados, incluidos los receptores quiméricos para el antigeno (CAR) y otros
receptores recombinantes, tales como receptores quiméricos con porciones extracelulares de unién a ligando y
porciones de sefializacién intracelular.

También se desvelan composiciones iniciadoras de cultivo, composiciones estimuladas y composiciones de salida,
utilizadas o generadas por los métodos descritos. También se desvelan métodos que implican la administracién de
dichas composiciones y células a sujetos que lo necesitan, incluidos los pacientes con cancer. También se desvelan
kits que incluyen las composiciones y/o células producidas por cualquiera de los métodos descritos en el presente
documento.

Los métodos pueden ser ventajosos y producir un producto més deseable. En algunos casos, los métodos desvelados
permiten un proceso de fabricacion més consistente. En algunos casos, los métodos desvelados producen células que
dan lugar a una transduccién y/o ampliacién mas uniforme en las etapas posteriores de la genomodificacion de las
células. En algunos casos, la transduccién y/o ampliacién mas uniforme puede dar lugar a un producto de linfocitos T
que sea més predecible a lo largo del proceso de fabricacién. En algunos casos, el producto de linfocitos T puede
dosificarse de forma mas consistente para su administracién a un sujeto. En algunos contextos, dichas caracteristicas
pueden reducir o impedir la posible toxicidad y/o los resultados y sintomas asociados en sujetos que siguen una terapia
celular adoptiva.

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.

Breve descripcién de los dibujos

Las FIGS. 1A-1D representan resultados de composiciones de linfocitos T CAR+ generadas a partir de procesos
ampliados y no ampliados que implican un reactivo estimulador basado en perlas (Bead), un reactivo estimulador
basado en perlas e incubacién en medio basal (Bead-Basal Media, medio basal con perlas), o un reactivo
estimulador oligomérico (Oligomer). La FIG. 1A representa el porcentaje de linfocitos T CD4+ y CD8+ positivos
tanto para CCR7 como para CD27. La FIG. 1B representa el porcentaje de linfocitos CCR7+CD27+ para los
linfocitos T CD4+CAR+. La FIG. 1C representa el porcentaje de linfocitos CCR7+CD27+ para linfocitos T
CD8+CAR+. La FIG. 1D muestra el porcentaje de linfocitos CCR7+ CD27+ generados a partir de un donante
representativo de un proceso ampliado a varios dias durante el proceso de fabricacién, incluyendo la activacién el
dia 1 (d1 AMAT), la transduccién el dia 2 (d2 XMAT), y a diferentes momentos después del inicio del cultivo (d4
INOC+2, d6 INOC+4, d7 INOC+5).

Las FIGS. 2A-2D muestran las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los sujetos a los que se administraron
composiciones de linfocitos T CAR?, divididos en grupos a los que se administraron composiciones que contenian
un porcentaje de linfocitos T CCR7*CD27* CAR™ entre linfocitos T CD4* CAR* (FIG. 2A para la supervivencia sin
progresion, FIG. 2C para la duracién de la respuesta) y entre linfocitos T CD8* CAR* (FIG. 2B para la supervivencia
sin progresion, FIG. 2D para la duracion de la respuesta) que estd por encima o por debajo de un determinado
nivel umbral.

La FIG. 3 muestra la clonalidad de los linfocitos T de las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ aislados
antes de la genomodificacién (CMAT) y de las composiciones de linfocitos T CAR+ terapéuticos CD4+ y CD8+
después de la genomodificacién (se aplica el indice de Shannon).

I. METODOS PARA INCUBAR (P. EJ., ESTIMULAR) LINFOCITOS T

En el presente documento se desvelan métodos para incubar (p. ej., estimular) células en el proceso de preparacion
de células para terapia celular adoptiva, y composiciones y células producidas por los métodos. En algunos casos, las
células incluyen normalmente linfocitos T, que en algunos casos expresan receptores de antigenos genomodificados,
tales como receptores de linfocitos T (TCR) recombinantes o genomodificados y receptores funcionales de antigenos
que no son TCR, tales como receptores quiméricos para el antigeno (CAR).

En algunos casos, se desvela un método para incubar (p. ej., estimular) linfocitos T, que incluye, incubar, en
condiciones estimulantes, una composicién de entrada que contiene una poblacién de linfocitos T que comprende
linfocitos T de tipo indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado, conteniendo dicha composicién de entrada
una cantidad iniciadora de cultivo de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+
de los mismos, produciendo de este modo una composicién estimulada. En algunos aspectos, las condiciones
estimulantes inducen preferentemente la ampliacién o proliferacién de los linfocitos T de tipo indiferenciado en
comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién estimulada. En algunos casos, el método
incluye ademés la introduccién en la composicién celular estimulada de un &cido nucleico que codifica un receptor
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recombinante genomodificado, en donde el método genera de este modo una composiciéon de salida que comprende
linfocitos T que expresan el receptor recombinante genomodificado. En algunos aspectos, la introduccién se realiza
durante al menos una parte de la incubacién o se realiza después de la incubacién. En algunos casos, antes de la
incubacién, las células de la composicién de entrada no se han sometido, y no se someten, a una etapa de seleccién
basada en un marcador enddgeno de la superficie de linfocitos T que diferencia entre linfocitos T de tipo indiferenciado
y linfocitos T de tipo no indiferenciado.

En algunos casos del método desvelado, la introduccién de un 4cido nucleico que codifica un receptor recombinante
genomodificado se realiza antes, durante y/o después de la introduccién de un &cido nucleico que codifica un receptor
recombinante genomodificado. En algunos casos, el método incluye la incubacién de la composicién en condiciones
estimulantes antes de introducir un acido nucleico que codifica un receptor recombinante genomodificado. En algunos
casos, el método incluye la incubacién de la composicidn en condiciones estimulantes durante la introduccién de un
acido nucleico que codifica un receptor recombinante genomodificado. En algunos casos, el método incluye la
incubacién de la composicién en condiciones estimulantes después de la introduccién de un acido nucleico que
codifica un receptor recombinante genomodificado.

En determinados casos, la condicién estimulante comprende una superficie, tal como una perla magnética, que tiene
unidos a la misma uno 0 mas agentes que se unen a una parte de la superficie celular. En un caso, la superficie tiene
unidos a la misma al menos anticuerpos anti-CD3. En otro caso, la superficie tiene unidos a la misma anticuerpos anti-
CD3 y/o anti-CD28. En algunos casos, al menos una parte sustancial de al menos una poblacién de linfocitos T en la
composicién de entrada, se elimina después de aproximadamente la incubacién. En un caso, la proporciéon entre
células y perlas en las condiciones estimulantes es de aproximadamente 50:1 a aproximadamente 5:1. En
determinados casos, la proporcién es de aproximadamente 100:1 a aproximadamente 1:1. En algunos casos, la
proporcién es de aproximadamente 1:1 a 1:50. En determinados casos, la proporcién es de al menos
aproximadamente 40:1, 35:1, 30:1, 251, 20:1, 15:1, 14:1, 13:1, 121, 11:1, 10:1, 9:1, 81, 7:1, 6:1, 51, 41, 3:1, 2:1,
1:1,1:2,1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9 0 1:10. En un caso particular, la proporcién es de aproximadamente 3:1. En un
caso particular, la proporcién es de aproximadamente 1:3.

En algunos casos de los métodos desvelados en el presente documento, las condiciones de cultivo inducen
preferentemente la proliferacién, estimulacién y/o activacién de linfocitos T de tipo no indiferenciado en comparacion
con los linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos casos, los métodos de incubacién (p. ej., estimulacién) generan
una composicién de salida deseada, comprendida por un nimero deseado de células procedentes de linfocitos T de
tipo indiferenciado de la composicién de entrada. En algunos casos de uso del método de estimulacién de linfocitos T
descrito en el presente documento, de la células de la composiciéon de entrada, un mayor porcentaje de los linfocitos
T de tipo indiferenciado, en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado, se induce a proliferar y/o a
ampliarse. En algunos aspectos, la composicion estimulada resultante de los métodos de estimulacién descritos en el
presente documento, contiene menos del 10 % de células procedentes de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En
algunos ejemplos, la composicién estimulada contiene menos del 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5 %, 4 %, 3 %, 2 %, 1 %, 0,5%
0 0,1 % de células procedentes de linfocitos T no indiferenciados. En algunos casos, un mayor porcentaje de los
linfocitos T que eran de tipo indiferenciado en la composicién de entrada, en comparacién con el porcentaje de los
linfocitos T que eran de tipo no indiferenciado en la composicién de entrada, se divide los dias 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9
0 10 después de iniciar dicha incubacién. En algunos casos, las condiciones estimulantes del método para estimular
linfocitos T inducen la muerte celular en subpoblaciones de células particulares. En ejemplos particulares, las
condiciones estimulantes del método inducen la activacién de linfocitos T de tipo no indiferenciado, induciendo de este
modo la muerte celular inducida por activacion (MCIA).

En un aspecto, el método activa preferentemente linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada,
induciendo de este modo la muerte celular de linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composiciéon de entrada,
eliminando de este modo de la composicién estimulada los linfocitos T procedentes de linfocitos T de tipo no
indiferenciado de la composiciéon de entrada. Al mismo tiempo, las células deseadas que quedan, p. ej., aquellas
células que proceden de los linfocitos T de tipo indiferenciado de la composicién de entrada, se activan, sobreviven y
se estimulan para ampliarse, dando lugar de este modo a una poblacién de células activadas de la que se ha eliminado
al menos una parte sustancial de subpoblaciones no deseadas de linfocitos T. Adicionalmente, las condiciones de
incubacién (p. ej., estimulacién) proporcionadas por los métodos descritos en el presente documento, restablecen la
policlonalidad de la poblacién de linfocitos T con respecto a los genes de TCR expresados, tal como indica el anélisis
de espectratipos u otros métodos de cuantificacién de la clonalidad. En algunos casos, la firma de las células en la
composicién de salida procedentes de linfocitos T de tipo indiferenciado de la composicién de entrada, se indica
mediante la expresién de marcadores especificos.

A. Composicién de entrada

En los métodos desvelados para incubar (p. ej., estimular) linfocitos T, el método incluye, incubar, en condiciones
estimulantes, una composicién de entrada que comprende una poblacién de linfocitos T. La composiciéon de entrada,
en algunos aspectos, comprende una poblacién de linfocitos T, de tal manera que comprende linfocitos T de tipo
indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos casos, la poblacién de linfocitos T comprende
linfocitos CD4+ y/o CD8+. En algunos casos, la composicién de entrada comprende una cantidad iniciadora de cultivo
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de células. En algunos casos, la cantidad iniciadora de cultivo de células se basa en la cantidad de linfocitos T de tipo
indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos en la composicién de entrada. En algunos
aspectos, subconjuntos especificos de linfocitos T, tales como linfocitos T de tipo indiferenciado y/o linfocitos T de tipo
no indiferenciado, pueden identificarse utilizando formar o marcadores especificos. En algunos ejemplos especificos,
la expresién de marcadores de superficie celular se utiliza para evaluar y/o identificar subconjuntos de linfocitos T. En
algunos aspectos, la clonalidad de la composicién de entrada puede caracterizarse.

En algunos aspectos, la composicién de las células que se incuban/genomodifican, tal como la composicién de
entrada, no ha sido ni es objeto de una seleccién previa de linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos casos, el
método no comprende seleccidn positiva ni negativa ni el enriquecimiento de las células de tipo indiferenciado de la
composicién de entrada. En algunos aspectos, la composicion de células que se estimula y/o genomodifica, tal como
la composicidén de entrada y/o la composicién estimulada, no ha sido ni es objeto de tal seleccién antes de la incubacién
(p. €j., estimulacién). En algunos casos, antes de la incubacién, las células no se han sometido ni se someten a una
fase de seleccién basada en el nivel o en la presencia de un marcador de superficie de linfocitos T que diferencia entre
linfocitos T de tipo indiferenciado y no indiferenciado, tales como CD27, CD28, CD45RA, CD45R0O, CD56, CD62L,
CD95, KLRG1 o CCRY7. Por ejemplo, en algunos aspectos, las células de la composiciéon de entrada no se han
sometido a seleccién basada en la expresidn de, o basada en la expresién superficial de, dicho marcador, antes de la
incubacién en las condiciones estimulantes. En algunos aspectos, las células de la composicién estimulada no se
someten a seleccién basada en la expresiéon de, o basada en la expresidn superficial de, dicho marcador, antes de la
genomodificacién, p. ej., incubacidén con el acido nucleico. En algunos aspectos, la incubacién de la composiciéon de
entrada se lleva a cabo sin seleccién basada en la expresién superficial de un marcador para enriquecer los linfocitos
T de tipo indiferenciado.

En algunos casos, los métodos comprenden menos etapas de seleccién en comparacién con otros métodos, p. €j., no
implican la seleccién de subconjuntos de linfocitos T, por lo que son mas sencillos y presentan ventajas de ahorro de
costes y/o recursos en comparacion con los métodos de seleccién multietapa. En algunos casos, los métodos no
incluyen el enriquecimiento basandose en la expresién de marcadores caracteristicos de linfocitos T de memoria 0 en
un subconjunto del mismos y/o en linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos aspectos, la composicién de las
células que se estan incubando (p. ej., estimulando), tal como la composicidén de entrada y/o la composicién
estimulada, no ha sido ni es objeto de tal seleccién.

En algunos ejemplos, los métodos no comprenden seleccién positiva basandose en un marcador que sea
caracteristico de linfocitos T de tipo no indiferenciado o que distinga subpoblaciones especificas de linfocitos T, tales
como CD62L, CCR7, CD27, CD28, CD56, CD3, CD122, CD95, CD25, IL7-Ra y/fo CD127. En algunos ejemplos, los
métodos no comprenden seleccién positiva ni enriquecimiento basandose en la expresiéon de CD62L, CCR7, CD27,
CD28, CD56, CD3, CD122, CD95, CD25, IL7-Ra y/o CD127. En algunos casos, los métodos no usan muestras ni
composiciones que se hayan enriquecido ni seleccionado positivamente basédndose en dichos marcadores o para
enriquecer subtipos especificos.

En algunos casos, los métodos no comprenden etapas de selecciéon basadas en afinidad, disefiadas para separar o
distinguir entre linfocitos T de tipo indiferenciado y de tipo no indiferenciado. En algunos ejemplos, los métodos no
comprenden seleccién positiva basada en un marcador que sea caracteristico de células de tipo indiferenciado o de
tipo no indiferenciado, o que distinga unas de otras, tales como CD27, CD28, CD45R0O, CD45RA, CD56, CCR7, CD95,
KLRG1 y/lo CD62L. En algunos ejemplos, los métodos no comprenden seleccidn positiva ni enriquecimiento
baséndose en la expresion de dichos marcadores. En algunos casos, los métodos no usan muestras ni composiciones
que se hayan enriquecido o seleccionado positivamente basandose en dichos marcadores o para enriquecer dichos
subtipos.

Células

En algunos casos, los métodos desvelados en el presente documento incluyen una o mas etapas para preparar una
composicién de entrada de células en la que estd contenida una cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo
indiferenciado, tal como en relacién con un método que incluye una o mas etapas de estimulacién, ampliacién,
proliferacién y/o genomodificacién, p. ej. transduccién, de células. Las células generalmente son células eucariotas,
tales como células de mamifero, y normalmente son células humanas. La composiciéon de entrada puede producirse
o generarse mediante diversos métodos que implican el aislamiento o la seleccién de células a partir de una muestra
biolégica. En algunos casos, la composicidon de entrada contiene linfocitos CD4+ y/o CD8+ procedentes de una
muestra biolégica, como los que se obtienen o proceden de uno o mas etapas de aislamiento, seleccién o
enriquecimiento. En algunos ejemplos especificos, una proporcién entre las células CD4+ y las células CD8+ del
cultivo de entrada es o es aproximadamente de 1:1, 1:2, 2:1, 1:3 0 3:1. En algunos casos, la composicién de entrada
que contiene linfocitos T CD4+ y/o CD8+ aislados contiene una mezcla de linfocitos T de tipo indiferenciado y de
linfocitos T de tipo no indiferenciado.

En algunos casos, las células de la composicién de entrada que proceden de la sangre, de la médula 6sea, de la linfa

o de los érganos linfoides, son células del sistema inmunitario, tales como células del sistema inmunitario innato o
adaptativo, incluidas las procedentes de muestras que contengan células mieloides o linfoides, incluidos linfocitos,
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normalmente linfocitos T. Las células suelen ser 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, linfocitos CD4+, linfocitos CD8+ y
subpoblaciones de los mismos, tales como los definidas por su funcién, estado de activacién, madurez, potencial de
diferenciaciéon, ampliacion, recirculacioén, ubicacién y/o capacidad de persistencia, especificidad antigénica, tipo de
receptor antigénico, presencia en un érgano o compartimento particular, perfil de marcadores o secrecién de citocinas
y/o grado de diferenciaciéon. Con referencia al sujeto que se va a tratar, las células pueden ser alégenas y/o autdlogas.
Entre los métodos se incluyen métodos existentes. En algunos casos, los métodos incluyen aislar células del sujeto,
prepararlas, procesarlas, cultivarlas y/o genomodificarlas, tal como se describe en el presente documento, y volverlas
a introducir en el mismo paciente, antes o después de su crioconservacién.

Entre los subtipos y subpoblaciones de linfocitos T y/o de linfocitos T CD4+ y/o CD8+, estan los linfocitos T
indiferenciados (haive T, Tn), los linfocitos T efectores (Ter), los linfocitos T de memoria y subtipos de los mismos,
tales como linfocitos T madre de memoria (stem cell memory T, Tscw), linfocitos T de memoria central (central memory
T, Tewm), linfocitos T efectores de memoria (effector memory T, Tew) o linfocitos T efectores de memoria diferenciados
terminalmente, linfocitos infiltrantes de tumor (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL), linfocitos T inmaduros, linfocitos T
maduros, linfocitos T auxiliares, linfocitos T citotéxicos, linfocitos T invariantes asociados a la mucosa (mucosa-
associated invariant T, MAIT), linfocitos T reguladores (Treg) adaptativos y de origen natural, linfocitos T auxiliares,
tales como linfocitos TH1, linfocitos TH2, linfocitos TH3, linfocitos TH17, linfocitos TH9, linfocitos TH22, linfocitos T
auxiliares foliculares, linfocitos T alfa/beta y linfocitos T delta/gamma. En algunos casos, la célula es un linfocito T
regulador (Treg). En algunos casos, la célula comprende ademés una proteina FOXP3 recombinante o una variante
de la misma.

En algunos casos, la preparacién de las células genomodificadas incluye una o mas etapas de cultivo y/o preparacién.
Para su genomodificacién, las células pueden aislarse de una muestra, tal como de una muestra biolégica, p. €j., de
una muestra obtenida o procedente 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 administrara la terapia celular. En algunos
casos, el sujeto es un ser humano que necesita una intervencién terapéutica particular, tal como la terapia celular
adoptiva para la que se aislan, procesan y/o genomodifican las células.

Por consiguiente, en algunos casos, las células son células primarias, p. €j., células primarias humanas. Las muestras
incluyen tejido, fluido y otras muestras tomadas directamente del sujeto, asi como muestras resultantes de una o méas
etapas de procesamiento, tales como separacién, centrifugacién, genomodificaciéon (p. ej., transduccién con vector
virico), lavado y/o incubacidén. La muestra biolégica puede ser una muestra obtenida directamente de una fuente
bioldgica o una muestra que se procesa. Las muestras biolégicas incluyen, pero sin limitacién, fluidos corporales, tales
como sangre, plasma, suero, liquido cefalorraquideo, liquido sinovial, orina y sudor, muestras de tejidos y érganos,
incluidas las 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 procedente de
sangre, o es 0 se obtiene de un producto de aféresis o leucocitaféresis. Las muestras ilustrativas incluyen sangre
completa, células mononucleares de sangre periférica (CMSP), leucocitos, médula dsea, timo, biopsia de tejido, tumor,
leucemia, linfoma, ganglio linfatico, tejido linfoide asociado al intestino, tejido linfoide asociado a mucosas, bazo, otros
tejidos linfoides, higado, pulmén, estdmago, intestino, colon, riidn, pancreas, mama, hueso, préstata, cuello uterino,
testiculos, ovarios, amigdala u otro 6rgano y/o células procedentes de los mismos. Las muestras incluyen, en el
contexto de terapia celular, p. ej., terapia celular adoptiva, muestras de fuentes autélogas y alégenas.

En algunos casos, las células proceden de estirpes celulares, p. ej., estirpes de linfocitos T. En algunos casos, las
células se obtienen de una fuente xendgena, por ejemplo, de ratédn, rata, primate no humano o cerdo.

En algunos casos, el aislamiento de las células incluye una o mas etapas de preparacidn 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 en
funcién de 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 circulacién de un sujeto, p. ej, 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,
contienen células distintas de glébulos rojos y plaquetas.

En algunos casos, las células sanguineas extraidas del sujeto se lavan, p. ej., 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, phosphate buffered saline). 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" semiautomatica (por ejemplo, el
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procesador de células Cobe 2991, Baxter) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En algunos aspectos, una
etapa de lavado se lleva a cabo mediante filtracién de flujo tangencial (FFT) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. En algunos casos, después del lavado, as células se resuspenden en una diversidad de tampones
biocompatibles, tal como, por ejemplo, PBS sin Ca*™/Mg**. En determinados casos, los componentes de una muestra
de células sanguineas se eliminan y las células se resuspenden directamente en el medio de cultivo.

En algunos casos, los métodos 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 separacién de tipos celulares diferentes basandose en la
expresién o en la presencia en la célula de una o mas moléculas especificas, tales como marcadores de superficie, p.
ej., proteinas de superficie, marcadores intracelulares, o 4cido nucleico. En algunos casos, para la separaciéon 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
separacién de células y poblaciones de células en funcién de la expresidn de las células o del nivel de expresién de
uno o mas marcadores, por lo general marcadores de superficie celular, por ejemplo, mediante incubacién con un
anticuerpo o un comparfiero de unién que se une especificamente a dichos marcadores, seguido generalmente de
etapas de lavado y separacién 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 separacion pueden basarse en seleccidn positiva, en la que se conservan las células que se han
unido a los reactivos para su uso posterior, y/o en seleccién negativa, en la que se conservan las células que no se
han unido al anticuerpo o al compafiero de unién. 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 separaciéon dé como resultado un enriquecimiento o eliminacién del 100 % de una poblacién
celular particular o de células que expresen un marcador particular. Por ejemplo, la seleccion positiva de células de
un tipo particular o su enriquecimiento, tales como las que expresan un marcador, se refiere al aumento del nimero o
porcentaje de dichas células, pero no tiene por qué dar lugar a una ausencia completa de células que no expresen el
marcador. Asimismo, la seleccién negativa, la eliminacién o el empobrecimiento 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 dar lugar a una eliminacién completa de todas esas células.

En algunos ejemplos, se llevan a cabo multiples rondas de etapas de separacién, donde la fraccién seleccionada
positiva o negativamente de una etapa se somete a otra etapa de separacién, tal como una seleccién posterior positiva
o negativa. En algunos ejemplos, una sola etapa de separaciéon puede empobrecer las células que expresan multiples
marcadores de manera simultanea, 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. Asimismo, pueden
seleccionarse positivamente de manera simultadnea mdaltiples tipos celulares 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 o méas marcadores de superficie, p. €j., los linfocitos T CD28*, CD62L*, CCR7*, CD27*,
CD127*, CD4*, CD8*, CD56*, CD45RA*, CD95"y/o CD45RO*, se aislan mediante técnicas de seleccion positiva o
negativa.

Por ejemplo, los linfocitos T CD3*", CD28* pueden seleccionarse positivamente utilizando perlas magnéticas
conjugadas con anti-CD3/anti-CD28 (p. ej., DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T Cell Expander).

En algunos casos, el aislamiento se realiza mediante el enriquecimiento de una poblacién celular particular por
seleccion positiva, o el empobrecimiento de una poblacién celular particular, por seleccién negativa. En algunos casos,
la seleccion positiva o0 negativa se logra incubando células con uno o mas anticuerpos u otro agente de unién que se
une especificamente a uno o méas marcadores de superficie expresados o expresados (marcador) a un nivel
relativamente més alto (marcador?™) en las células seleccionadas positiva o negativamente, respectivamente.

En algunos casos, los linfocitos T se separan de una muestra de CMSP mediante la selecciéon negativa de marcadores
expresados en células que no son linfocitos T, tales como linfocitos B, monocitos u otros glébulos blancos, tal como
CD14. En algunos aspectos, se usa una etapa de seleccién de CD4* o CD8* para separar linfocitos T CD4* auxiliares
y linfocitos T CD8" citotéxicos. Dichas poblaciones de CD4" y CD8* pueden clasificarse adicionalmente en
subpoblaciones mediante la seleccidn positiva o0 negativa de marcadores expresados o expresados a un grado
relativamente mas alto en una o mas subpoblaciones de linfocitos T indiferenciados, de memoria y/o efectores.

En algunos casos, los linfocitos CD8" se enriquecen también con, o se empobrecen de, células madre indiferenciadas
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de memoria central, memoria efectora y/o memoria central, tal como mediante seleccidn positiva o negativa basandose
en antigenos de superficie asociados a la subpoblacién respectiva. En algunos casos, el enriquecimiento de los
linfocitos T de memoria central (Tcw) se lleva a cabo para aumentar la eficacia, tal como para mejorar la supervivencia
a largo plazo, la ampliacién y/o el injerto después de la administracién, 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 combinacién de linfocitos TCD8* y linfocitos T CD4* enriquecidos en Tcy 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 CMSP pueden enriquecerse con, o empobrecerse de, fracciones CD62L-CD8* y/o
CD62L*CD8* tal como usando anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L.

En algunos casos, el enriquecimiento de los linfocitos T de memoria central (Tcw) se basa en la expresion en superficie
alta o positiva de CD45R0O, CD62L, CCR7, CD28, CD3 y/o CD127; en algunos aspectos, se basa en la seleccién
negativa de células que expresan o expresan a alto grado CD45RA y/o granzima B. En algunos aspectos, el
aislamiento de una poblacién de CD8* enriquecida para linfocitos Tcm se lleva a cabo mediante el empobrecimiento
de células que expresan CD4, CD14, CD45RA y seleccion positiva o enriquecimiento de células que expresan CD62L.
En un aspecto, el enriquecimiento de linfocitos T de memoria central (Tcm) se lleva a cabo a partir de una fraccion
negativa de células seleccionadas basandose en la expresiéon de CD4, que se somete a una seleccién negativa basada
en la expresién de CD14 y CD45RA, y una seleccidn 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 seleccidén basada en la expresion de CD4 utilizada en la preparacidén de la poblacién o
subpoblaciéon 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 mas etapas de seleccién positiva o negativa
adicionales.

En un ejemplo particular, una muestra de CMSP u otra muestra de glébulos blancos se somete a seleccién de linfocitos
CD4*, donde se conservan las fracciones tanto negativas como positivas. Después, la fraccién negativa se somete a
una seleccioén negativa basada en la expresién de CD14 y CD45RA o ROR1, y a una seleccidn 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 llevan a cabo en cualquier orden.

Los linfocitos T auxiliares CD4* se clasifican en linfocitos indiferenciados de memoria central y efectores mediante la
identificacién de poblaciones celulares que tienen antigenos de superficie celular. Los linfocitos CD4* se pueden
obtener mediante métodos convencionales. En algunos casos, los linfocitos T CD4" indiferenciados son linfocitos T
CD45RO, CD45RA", CD62L-, 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 unién estd unido a un soporte sélido o matriz, tal como una perla magnética o una perla
paramagnética, para permitir la separacién de células para la seleccién positiva y/o negativa. Por ejemplo, en algunos
casos, las células y las poblaciones de células se separan o aislan mediante técnicas de separacién
inmunomagnéticas (0 magnéticas por afinidad) (revisadas en Methods in Molecular Medicine, vol. 58: Metastasis
Research Protocols, Vol. 2: Cell Behavior In vitro and /n vivo, pags. 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 (p. ej., tal como perlas Dynabeads o MACS). El material magnéticamente sensible, p. ¢j,
particula, generalmente esta unido directa o indirectamente a un compafiero de unién, p. ej., un anticuerpo, que se
une especificamente a una molécula, p. ej., un marcador de superficie, presente en la célula, células, o poblacién de
células que se desea separar, p. €j., que se desea seleccionar negativa o positivamente.

En algunos casos, la particula o perla magnética comprende un material magnéticamente sensible unido a un
comparfiero de unién especifico, tal como un anticuerpo u otro compafiero de unién. En algunos aspectos, pueden
usarse materiales magnéticamente sensible utilizados en métodos de separacién 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 en Liberti et al., 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 compafieros de unidn, que estén adheridos a la particula o perla magnética, se unen especificamente a las moléculas
de la superficie celular si estdn presentes en las células dentro de la muestra.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 992909 T3

En algunos aspectos, la muestra se coloca en un campo magnético, y las células que tienen particulas
magnéticamente sensibles o magnetizables adheridas a las mismas serén atraidas al iman y se separaran de las
células no marcadas. Para la seleccién positiva, se conservan las células atraidas por el iman; para la seleccién
negativa, se conservan las células no atraidas (células no marcadas). En algunos aspectos, se realiza una
combinacién de seleccién positiva y negativa durante la misma etapa de seleccién, donde las fracciones positivas y
negativas se conservan y se procesan adicionalmente o se someten a etapas de separacion 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 afladen particulas magnéticas recubiertas con un anticuerpo
secundario especifico del tipo celular u otro compafiero de unién (p. €j., 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 adheridas a las células que posteriormente se
incubaran, cultivaran y/o genomodificaran; 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. Los métodos para eliminar las particulas magnetizables de las células pueden incluir, p. ej., el
uso de anticuerpos no marcados competidores, particulas magnetizables o anticuerpos conjugados con enlazadores
escindibles, etc. En algunos casos, las particulas magnetizables son biodegradables.

En algunos casos, 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
se eluyen las especies no adheridas. Después, tras finalizar esta primera etapa de elucién, las especies que quedaron
atrapadas en el campo magnético y se impidid que eluyesen se liberan de alguna manera, de modo que pueden eluirse
y recuperarse. En determinados aspectos, las células no diana se marcan y la poblacién heterogénea de células se
empobrece 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, preparaciéon 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 aséptico, por ejemplo, para minimizar el error, la manipulacién y/o contaminacién por parte del
usuario. En un ejemplo, el sistema es un sistema como se describe en la publicacién PCT Internacional
n.° W02009/072003 o en el documento US 20110003380 A1.

En algunos casos, el sistema o aparato realiza una o mas, p. €j.,, todas, las etapas de aislamiento, procesamiento,
genomodificacién 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 informético 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, genomodificacién y formulacion.

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
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 suspensién 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, que incluye una precolumna y una
columna de separacién, y son de un solo uso. Después del inicio del programa de separacion, 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 no marcadas 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 no estan marcadas
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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 puede separarse automaticamente
en eritrocitos, glébulos 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, p. ej., diferenciaciéon y ampliacién
celular, carga de antigeno y cultivo celular prolongado. Los puertos de entrada pueden permitir la eliminacién aséptica
y el reabastecimiento de los medios y las células pueden controlarse usando un microscopio integrado. Véase, p. €j,,
Klebanoff et al. (2012) J Immunother. 35(9): 651-660, Terakura et 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 poblacidén de células descrita en el presente documento se recoge y
enriquece (o empobrece) mediante clasificacién a escala preparativa (FACS, fluorescence-activated cell sorter). En
determinados casos, una poblacién celular descrita en el presente documento se recoge y enriquece (0 empobrece)
usando microplacas de sistemas microelectromecanicos (SMEM, microelectromechanical systems) junto con un
sistema de deteccién basado en FACS (véanse, p. ¢j., 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 o mas marcadores de superficie celular se lleva a cabo
en una corriente fluidica, tal como por clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), incluyendo
clasificacién a escala preparativa (FACS) y/o microplacas de sistemas microelectromecanicos (MEMS), p. ej., junto
con un sistema de deteccién por citometria de flujo. Dichos métodos permiten la seleccién positiva y negativa basada
en multiples marcadores simultaneamente.

En algunos casos, los métodos de preparacion incluyen etapas para congelar, p. €j., crioconservar, las células, ya sea
antes o después del aislamiento, incubacién y/o genomodificacién. En algunos casos, la etapa de congelacién y
descongelaciéon posterior elimina los granulocitos y, hasta cierto punto, los monocitos, en la poblacién celular. En
algunos casos, las células se suspenden en una solucidén de congelacién, p. ej., 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 congelacién 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 se congelan a -80 °C a una velocidad de 1° por minuto y se conservan en la
fase de vapor de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido.

a. Linfocitos T de tipo indiferenciado

En algunos casos, el método comprende incubar una composiciéon de entrada que comprende linfocitos T de tipo
indiferenciado o una determinada cantidad umbral de linfocitos T de tipo indiferenciado. Un aspecto de los métodos
presentes proporciona una composicién de entrada que se ha evaluado con respecto a subpoblaciones de células
basadas en la expresién de una variedad de marcadores, tales como CD27, CD28, CD56, CD62L, CD95, KLRG1,
CD45RA o CD45RO, citocinas (p. ej., IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10), receptores de citocinas (p. ej., CD25), perforina,
moléculas de adhesién (p. ej., VLA-1, VLA-2, VLA-4, LPAM-1, LFA-1), y/o moléculas de asentamiento (p. ej., L-
Selectina), antes de la incubacién (es decir, de la estimulacién). Para identificar linfocitos T de tipo indiferenciado, en
algunos casos, pueden utilizarse varias firmas de linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos casos, puede
evaluarse la expresién de marcadores particulares de linfocitos T de tipo indiferenciado. Como ejemplos, en algunos
casos, los linfocitos T de tipo indiferenciado son positivos en superficie para un marcador, incluidos los marcadores de
activacién de linfocitos T, seleccionados del grupo que consiste en CD27, CD28, CD45RA, CD62L y CCRY7. En algunos
aspectos, los linfocitos T de tipo indiferenciado son negativos en superficie para CD56 y/o CD45RO. En algunos
aspectos, los linfocitos T de tipo indiferenciado son negativos en superficie para CD45RO y positivos en superficie
para CD27, CD45RA y CCRY. En algunos casos, los linfocitos T de tipo indiferenciado son negativos para la expresion
intracelular de una citocina tal como la IL-2, IFN-y, IL-4 y/o IL-10. En otros ejemplos, los linfocitos T de tipo
indiferenciado son negativos para la expresion de los marcadores CD25 y/o perforina. En algunos casos, los linfocitos
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T de tipo indiferenciado son CD85.

Para evaluar la expresidén de los marcadores de linfocitos T de tipo indiferenciado, el método incluye en algunos casos
la deteccién de los marcadores realizando un ensayo in vitro. En algunos ejemplos, el ensayo in vitro es un
inmunoensayo, un ensayo basado en aptdmeros, un ensayo histolégico o citoldgico, o un ensayo del nivel de expresién
del ARNm. En algunos casos, el ensayo in vitro utilizado puede ser un ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA),
inmunotransferencia, inmunofenotipificaciéon, inmunoprecipitacién, radioinmunoensayo (RIA), inmunotincién,
citometria de flujo, resonancia de plasmén superficial (SPR, surface plasmon resonance), quimioluminiscencia,
inmunoensayo de flujo lateral, ensayo de inhibicién 0 ensayo de avidez. En algunos casos, la expresién de marcadores
de linfocitos T de tipo indiferenciado se determina mediante RNA-seq (secuenciacién de ARN).

Los linfocitos T de tipo indiferenciado de la composiciéon de entrada también pueden evaluarse con respecto a la
clonalidad de los linfocitos T. En algunos casos, la evaluacioén de la clonalidad de la poblacién de linfocitos T es una
evaluacién de la diversidad clonal de la poblacién de linfocitos T. En algunos casos, los linfocitos T de tipo
indiferenciado son policlonales o multiclonales. La policlonalidad de dicha composicién de entrada de linfocitos T se
mide por la amplitud de la respuesta de la poblacién a un antigeno determinado. En algunos aspectos, la composicioén
de entrada puede evaluarse midiendo el nimero de epitopos diferentes reconocidos por las células especificas de
antigeno. Esto puede llevarse a cabo utilizando técnicas estandar para generar y clonar linfocitos T especificos de
antigeno /n vitro. En algunos casos, los linfocitos T de tipo indiferenciado son policlonales (o multiclonales) sin que
predomine una Unica poblacidn clonotipica en la poblacién de linfocitos T de tipo indiferenciado.

En el contexto de una poblacién de linfocitos T, tal como de la composicién de entrada, en algunos aspectos, la firma
de policlonalidad se refiere a una poblacién de linfocitos T que tiene una especificidad antigénica multiple y amplia. En
algunos casos, la policlonalidad se refiere a una poblacién de linfocitos T que presenta una gran diversidad en el
repertorio de TCR. En algunos casos, la diversidad del repertorio de TCR se debe a acontecimientos de recombinacion
V(D)J que, en algunos aspectos, se desencadenan por acontecimientos de seleccién frente a antigenos propios y
extrafios. En algunos casos, una poblacién de linfocitos T que es diversa o policlonal es una poblacién de linfocitos T
en la que el andlisis indica la presencia de una pluralidad de transcritos o productos de TCR variados o diferentes
presentes en la poblacién. En algunos casos, una poblacién de linfocitos T que presenta una clonalidad alta o
relativamente alta es una poblacién de linfocitos T en la que el repertorio de TCR es menos diverso. En algunos casos,
los linfocitos T son oligoclonales si el anélisis indica la presencia de varios, tal como dos o tres, transcritos o productos
de TCR en una poblacién de linfocitos T. En algunos casos, los linfocitos T son monoclonales si el andlisis indica la
presencia de un unico transcrito o producto de TCR en una poblacién de linfocitos T.

La clonalidad de las células en la composicién de entrada, tal como es el caso de los linfocitos T de tipo indiferenciado,
en algunos ejemplos, se determina mediante secuenciacion clonal, opcionalmente, secuenciacién de nueva
generacion, o analisis de espectratipos. En algunos aspectos, pueden emplearse métodos de secuenciacién de nueva
generacion, usando ADN genémico o ADNc de linfocitos T, para evaluar el repertorio de TCR, incluidas las secuencias
que codifican la regién 3 determinante de la complementariedad (CDR3). En algunos casos, puede emplearse
secuenciacidén del transcriptoma completo mediante RNA-seq. En algunos casos, pueden utilizarse métodos de
secuenciacion unicelular.

En algunos casos, la policlonalidad puede evaluarse o determinarse mediante analisis de espectratipos (una medicidén
del repertorio de la regién hipervariable de las cadenas VB, Va, Vy o V& del TRC). Una poblacidn de linfocitos T se
considera policlonal cuando el perfil de espectratipos de VB de una familia de VB, Va, Vy o Vb del TCR determinada,
tiene multiples picos, normalmente 5 o mas picos predominantes y en la mayoria de los casos con distribucion
gaussiana. La policlonalidad también puede definirse mediante la generacién y caracterizacion de clones especificos
de antigeno para un antigeno de interés.

En algunos casos, los métodos para evaluar la clonalidad pueden incluir varias caracteristicas de los métodos como
se describe en la publicaciones internacionales n.°®W02012/048341, WQO2014/144495, WO2017/053902,
W02016044227, WO2016176322 y WO2012048340. En algunos casos, dichos métodos pueden usarse para obtener
informacién de secuencia sobre un polinucledtido diana de interés dentro de una célula, tal como un TCR. Los genes
diana pueden obtenerse a partir de ADN gendémico o ARNm de una célula de una muestra o poblacidén de células. La
muestra o poblacién de células puede incluir células inmunitarias. Por ejemplo, para las moléculas de TCR diana, los
genes que codifican cadenas de un TCR pueden obtenerse a partir de ADN gendmico o0 ARNm de células inmunitarias
o linfocitos T. En algunos casos, el material de partida es ARN procedente de linfocitos T compuesto por genes que
codifican una cadena de un TCR.

En algunos casos, el indice de Shannon se aplica a la clonalidad como un umbral para filtrar clones ("clonalidad
ajustada por Shannon"), véase, Chaara et a/. (2018) Front Immunol 9: 1038).

En algunos casos, los métodos desvelados promueven o dan lugar a un aumento de la policlonalidad de la poblacién
de linfocitos T o de un subconjunto de los mismos de la composicién de entrada. En algunos casos, los métodos
desvelados promueven o dan lugar a un aumento de la diversidad de la poblacién de linfocitos T o de un subconjunto
de los mismos de la composicién de entrada. En algunos casos, los linfocitos T, o un subconjunto de CD4 o CD8 de

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 992909 T3

los mismos, de una composicién incubada o estimulada presentan una clonalidad reducida o disminuida en
comparacién con los linfocitos T, o el subconjunto de CD4 o CD8 de los mismos, en la composicién de entrada antes
de llevar a cabo los métodos. En algunos casos, el grado de clonalidad disminuye en mas o menos 2 veces, 3 veces,
4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces 0 mas.

En un aspecto de los métodos desvelados, una poblacién de linfocitos T de la composicion de entrada se activa o
estimula para inducir la apoptosis como se describe mas adelante en la seccién titulada "Incubacién celular",
eliminando de este modo la subpoblacién de la poblacién de células. Al mismo tiempo, las células deseadas que
quedan, p. €j., las células de tipo indiferenciado, se activan y estimulan para su ampliacién, dando lugar de este modo
a una poblacién de células activadas de la que se ha eliminado al menos una parte sustancial de subpoblaciones no
deseadas de linfocitos T (tales como linfocitos T de tipo no indiferenciado). Como se ha mencionado anteriormente, la
estimulacién/activacién, como se describe en el presente documento, puede llevarse a cabo en las células que quedan
después de la exposicién de una poblacién de células directamente a composiciones pro-apoptéticas. Adicionalmente,
la posterior estimulacién y activacién proporcionadas por la presente divulgacion restablecen la policlonalidad de la
poblacién de linfocitos T con respecto a los genes de TCR expresados, tal como indican los métodos de analisis de
espectratipos o secuenciacion.

Cantidad iniciadora de cultivo

En aspectos de los métodos desvelados, la composicién de entrada incluye una cantidad iniciadora de cultivo para la
activacion o ampliacién preferencial de linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos casos, la cantidad iniciadora de
cultivo incluye o se determina o se basa en el nimero de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de
linfocitos T CD8+ de los mismos, en la composicién. Por tanto, en aspectos del método desvelado, la incubacién (p.
ej., estimulacién) se lleva a cabo sin tener en cuenta el nimero total o el porcentaje de linfocitos T de tipo
indiferenciado, siempre que en la composicién de entrada haya una cantidad umbral o iniciadora de cultivo de linfocitos
T de tipo indiferenciado.

En algunos casos de los métodos desvelados en el presente documento para incubar (p. ej., estimular) células, la
cantidad iniciadora de cultivo de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los
mismos, es de, o de aproximadamente, 0,1 x 108 a 5 x 108, de, o de aproximadamente, 0,1 x 108 a 4 x 108 de, o de
aproximadamente, 0,1 x 108 a 2 x 108, de, o de aproximadamente, 0,1 x 108 a 1 x 108, de, o de aproximadamente, 1
x 108 a 5 x 108, de, 0 de aproximadamente, 1 x 10% a 4 x 108, de, o de aproximadamente, 1 x 108 a 2 x 108 de, o de
aproximadamente, 2 x 108 a 5 x 108, de, o de aproximadamente, 2 x 10% a 4 x 108 de los linfocitos T de tipo
indiferenciado. En algunos casos, la cantidad iniciadora de cultivo de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un
subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos, es de al menos, o de al menos aproximadamente, o es 0 es de
aproximadamente 0,5 x 108 0,75 x 108 1 x 108 1,5 x 108, 2 x 10% 0 4 x 108 de los linfocitos T de tipo indiferenciado.
En algunos ejemplos, la cantidad iniciadora de cultivo de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de
linfocitos T CD8+ de los mismos, es de al menos, o de al menos aproximadamente, o es o0 es de aproximadamente 2
x 108 células.

En algunos casos de los métodos de incubacion desvelados en el presente documento en las condiciones estimulantes
descritas en el presente documento, una composiciéon de entrada que comprende una poblacién de linfocitos T que
comprende linfocitos T de tipo indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado, comprende una cantidad iniciadora
de cultivo de, o de aproximadamente, 1 x 108 a 4 x 108 linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de
linfocitos T CD8+ de los mismos. En algunos casos, los métodos producen de este modo una composicién estimulada,
en donde las condiciones estimulantes inducen preferentemente la ampliacién o proliferacién de los linfocitos T de tipo
indiferenciado en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién estimulada. En algunos
aspectos, la cantidad iniciadora de cultivo de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T
CD8+ de los mismos, es de al menos, o de al menos aproximadamente, o es o es de aproximadamente 2 x 102 células.
En algunos casos, la cantidad de linfocitos T de tipo indiferenciado y de linfocitos T de tipo no indiferenciado de la
composicién de entrada, es aproximadamente la misma. En algunos casos, la cantidad iniciadora de cultivo es una
cantidad de linfocitos T CD8+ indiferenciados. En algunos casos, la cantidad iniciadora de cultivo no tiene en cuenta
la cantidad de linfocitos T de tipo no indiferenciado en la composicién de entrada. En algunos aspectos, la cantidad de
iniciadora de cultivo se determina basandose en el numero de linfocitos T de tipo indiferenciado diana en la
composicién estimulada.

b. Linfocitos T de tipo no indiferenciado

En algunos casos, el método comprende incubar una composicién de entrada que comprende una poblacién de
linfocitos T que comprende linfocitos T de tipo indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos casos,
los linfocitos T de tipo no indiferenciado incluyen linfocitos T efectores (Ter), linfocitos T de memoria, linfocitos T de
memoria central (Tuc), linfocitos T efectores de memoria (Tew), y combinaciones de los mismos. Un aspecto de los
presentes métodos proporciona una composicién de entrada que se ha evaluado con respecto a poblaciones de
células que expresan una variedad de marcadores, tales como CD27, CD28, CD56, CD62L, CD95, KLRG1, CD45RA
o CD45RO, citocinas (p. €j., IL-2, IFN-y, IL-4, IL-10), receptores de citocinas (p. ej., CD25), perforina, moléculas de
adhesion (p. ej., VLA-1, VLA-2, VLA-4, LPAM-1, LFA-1), y/o moléculas de asentamiento (p. ej., L-Selectina), antes de
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la incubacién (es decir, de la estimulacion). Para identificar linfocitos T de tipo no indiferenciado, en algunos casos,
pueden utilizarse varias firmas de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos casos, puede evaluarse la
expresiéon de marcadores particulares de linfocitos T de tipo no indiferenciado. Por ejemplo, en algunos casos, los
linfocitos T de tipo no indiferenciado son negativos en superficie para un marcador, incluidos los marcadores de
activacién de linfocitos T, tales como CD27, CD28, CD45RA y CCRY7; y en algunos casos, los linfocitos T de tipo no
indiferenciado son positivos en superficie para un marcador, incluyendo CD62L. En algunos aspectos, los linfocitos T
de tipo no indiferenciado son positivos en superficie para CD56 y/o CD45RO. En algunos aspectos, los linfocitos T de
tipo no indiferenciado son positivos en superficie para CD45RO y negativos en superficie celular para CD27, CD45RA
y CCRY. En algunos casos, los linfocitos T de tipo no indiferenciado son positivos para la expresién intracelular de una
citocina tal como IL-2, IFN-y, IL-4 y/o IL-10. En otros ejemplos, los linfocitos T de tipo no indiferenciado son positivos
para la expresién de los marcadores CD25 y/o perforina. En algunos casos, los linfocitos T de tipo no indiferenciado
son CD95M,

Para evaluar la expresién de los marcadores de linfocitos T de tipo no indiferenciado, el método incluye en algunos
casos la deteccién de los marcadores realizando un ensayo in vitro. En algunos ejemplos, el ensayo in vitro es un
inmunoensayo, un ensayo basado en aptdmeros, un ensayo histolégico o citoldgico, o un ensayo del nivel de expresién
del ARNm. En algunos casos, el ensayo in vitro utilizado puede ser un ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA),
inmunotransferencia, inmunoprecipitacién, radioinmunoensayo (RIA), inmunotincién, citometria de flujo, resonancia de
plasmén superficial (SPR), quimioluminiscencia, inmunoensayo de flujo lateral, ensayo de inhibicién o ensayo de
avidez. En algunos casos, la expresién de marcadores de linfocitos T de tipo no indiferenciado se determina mediante
RNA-seq.

Los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada también pueden evaluarse mediante la
clonalidad de los linfocitos T. En algunos casos, los linfocitos T de tipo no indiferenciado son monoclonales. La
clonalidad de dicha composicién de entrada de linfocitos T se mide por la amplitud de la respuesta de la poblacién a
un antigeno determinado. En algunos casos, la monoclonalidad se refiere a una poblacién de linfocitos T que tiene
baja diversidad. En algunos aspectos, la composicién de entrada puede evaluarse midiendo el nimero de epitopos
diferentes reconocidos por las células especificas de antigeno. Esto puede llevarse a cabo utilizando técnicas estandar
para generar y clonar linfocitos T especificos de antigeno in vitro. En algunos casos, los linfocitos T de tipo no
indiferenciado presentan un predominio de un Unico patrén de reordenamiento del gen de TCR. La clonalidad de las
células en la composicién de entrada, tal como la de los linfocitos T de tipo no indiferenciado, en algunos ejemplos, se
determina mediante secuenciacién clonal, opcionalmente, secuenciacién de nueva generacién, o andlisis de
espectratipos.

En algunos casos, la evaluacién de la clonalidad de la poblacién de linfocitos T es una evaluacién de la diversidad
clonal de la poblacién de linfocitos T. En algunos casos, una poblacién de linfocitos T que es monoclonal se refiere a
una poblacién de linfocitos T que presenta baja diversidad. En el contexto de una poblacidn de linfocitos T, tal como
de la composicién de entrada, monoclonalidad se refiere a una poblacién de linfocitos T que tiene una Unica
especificidad definida mediante analisis de espectratipos (una medicién del repertorio de la regidn hipervariable de la
cadena VB, Va, Vy, o Vb del TCR). Una poblacién de linfocitos T se considera monoclonal (o monoespecifica) cuando
el perfil de espectratipos de VB, Va, Vy y/o V& de una familia de VB, Va, Vy y/o V6 del TCR determinada tiene un solo
pico predominante. El analisis de espectratipos diferencia genes variables reordenados de un tamafio particular, no
su secuencia. Por tanto, se entiende que un solo pico podria representar una poblacién de linfocitos T que exprese
uno cualquiera de un nimero limitado de genes variables del TCR reordenados (Vf, Va, Vy o V&) que comprenda uno
cualquiera de los 4 nucleétidos posibles (adenina (a), guanina (g), citosina (c) o timina (t)) o una combinacién de los 4
nucleétidos en la regién de unién. En determinados casos, puede ser deseable clonar y secuenciar una banda
particular para determinar la(s) secuencia(s) del gen o genes variable(s) reordenado(s) presente(s) en la banda que
representa una longitud particular.

En algunos casos, los métodos para evaluar la clonalidad pueden incluir varias caracteristicas de los métodos como
se describe en la publicaciones internacionales n.°®W02012/048341, WQO2014/144495, WO2017/053902,
W02016044227, WO2016176322 y WO2012048340. En algunos casos, dichos métodos pueden usarse para obtener
informacién de secuencia sobre un polinucledtido diana de interés dentro de una célula, tal como un TCR. Los genes
diana pueden obtenerse a partir de ADN gendémico o ARNm de una célula de una muestra o poblacidén de células. La
muestra o poblacién de células puede incluir células inmunitarias. Por ejemplo, para las moléculas de TCR diana, los
genes que codifican cadenas de un TCR pueden obtenerse a partir de ADN gendmico o0 ARNm de células inmunitarias
o linfocitos T. En algunos casos, el material de partida es ARN procedente de linfocitos T compuesto por genes que
codifican una cadena de un TCR. En algunos casos, el indice de Shannon se aplica a la clonalidad como un umbral
para filtrar clones ("clonalidad ajustada por Shannon"), véase, Chaara et al. (2018) Front Immunol 9:1038).

Por consiguiente, entre los métodos para incubar (p. ej., estimular) linfocitos T en la preparacién de linfocitos T
genomodificados para terapia adoptiva, se encuentran los que utilizan condiciones que inducen preferentemente la
ampliacién y proliferacién de células procedentes de linfocitos T de tipo indiferenciado (o procedentes de linfocitos T
CD45RA+ o0 CD45RO-) en comparacion con los procedentes de linfocitos T de tipo no indiferenciado (o procedentes
de linfocitos T CD45RA- o CD45RO+). En algunos casos, los linfocitos T de tipo indiferenciado son CD45RA+,
CD45R0O-, CD27+ y CCR7+. En algunos casos, los linfocitos T de tipo no indiferenciado son CD45RA-, CD45RO+,
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CD27-y CCRY7-. En algunos casos, los métodos implican incubar linfocitos T en una composicién iniciadora de cultivo
en condiciones estimulantes que inducen preferentemente la expansién o proliferacién de linfocitos T de tipo
indiferenciado en comparacién con linfocitos T de tipo no indiferenciado, generando de este modo una composicioén
estimulada. Usando los métodos desvelados, la evaluacién de la composiciéon de entrada usando las firmas y los
marcadores descritos anteriormente puede utilizarse como parte del método.

B. Incubacién celular

En algunos casos, los métodos desvelados incluyen etapas de cultivo, incubacién y/o genomodificacién de células en
la composicidn de entrada, tal como de una composicién de entrada que contenga una cantidad iniciadora de cultivo
de linfocitos T de tipo indiferenciado. Por ejemplo, en algunos casos, se desvelan métodos para incubar y/o
genomodificar una cantidad iniciadora de cultivo de las composiciones de entrada desveladas, en las que se encuentra
un numero umbral de linfocitos T de tipo indiferenciado como se ha descrito. La incubacién y/o la genomodificacién se
pueden llevar a cabo en un recipiente de cultivo, tal como una unidad, camara, pocillo, columna, tubo, conjunto de
tubos, vélvula, vial, placa de cultivo, bolsa u otro contenedor para el cultivo o cultivar células.

En algunos casos, las células se incuban y/o cultivar antes de o en relaciéon con la genomodificacién, tal como segun
cualquiera de los métodos descritos en la Seccién Il. Las etapas de incubacién pueden incluir el cultivo, la estimulacién,
la activacién y/o la propagaciéon. En algunos casos, las composiciones o células se incuban en presencia de
condiciones estimulantes o de un agente estimulador. Dichas condiciones incluyen las disefiadas para inducir la
proliferacion, ampliacién, activacidén y/o supervivencia de células en la poblacién, para imitar la exposicién al antigeno
y/o para preparar a las células para la genomodificacion, tal como para la introduccién de un receptor recombinante,
p. €j., CAR.

Las condiciones pueden incluir uno 0 més de medios particulares, temperatura, contenido de oxigeno, contenido de
diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. €j., nutrientes, aminoé&cidos, antibidticos, 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 mas agentes, p. ej., un
ligando, que es capaz de activar un dominio de sefializacion intracelular de un complejo 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, p. €], anti-CD3. En algunos casos, las condiciones
estimulantes incluyen uno o més agentes, p. €], un ligando, capaz de estimular a un receptor coestimulador, p. ej,,
anti-CD28. En algunos casos, dichos agentes y/o ligandos pueden estar unidos a un soporte sélido, tal como a una
perla y/o a una o mas citocinas. Opcionalmente, el método de ampliacién puede comprender ademas la etapa de
afladir anticuerpo anti-CD3 y/o anti CD28 al medio de cultivo (por ejemplo, a una concentracién de al menos
aproximadamente 0,5 ng/ml).

Los métodos desvelados incluyen generalmente la presencia, el disefio y/o el uso de condiciones estimulantes que
induzcan preferentemente la ampliacién o proliferacién de los linfocitos T de tipo indiferenciado frente a los de tipo no
indiferenciado, y/o que no induzcan preferentemente la ampliacién o proliferacién en linfocitos T de tipo no
indiferenciado frente a los de tipo indiferenciado. En algunos aspectos, las condiciones incluyen agentes que inducen
una sefial activadora de tal manera que sélo los linfocitos T de tipo no indiferenciado presentes en la composicion se
activaran de una manera que se induzca la muerte celular. Dichas condiciones preferentes se utilizan normalmente
en una fase anterior a la introduccién de los acidos nucleicos que codifican las moléculas genomodificadas, tales como
los receptores de antigenos genomodificados.

Las condiciones incluyen, pero sin limitacién, las disefiadas para inducir la proliferacién, la ampliacién, la activacion
y/o la supervivencia de células en la poblacién. En algunos casos, las condiciones inducen una estimulacion, p. ej.,
una activacién, una sefial suficiente para activar y/o inducir la proliferacién o divisién de linfocitos T de tipo no
indiferenciado o de un subconjunto de los mismos. Los linfocitos T de tipo indiferenciado suelen necesitar una sefial
minima a través de TCR/CD3 para alcanzar un umbral de activacion, por ejemplo, para activarse totalmente y entrar
en el ciclo celular. Esta sefial minima es generalmente superior a la sefial necesaria para inducir la activaciéon/entrada
en el ciclo celular en los linfocitos T de tipo no indiferenciado y/o en determinados subconjuntos de los mismos. Los
linfocitos T de tipo no indiferenciado suelen requerir un nivel mucho menor de interaccién TCR/CD3 para activarse y
entrar en el ciclo celular. En algunos aspectos, sefiales méas fuertes pueden causar o aumentar los niveles de muerte
celular inducida por activacion en células de tipo no indiferenciado o en determinadas poblaciones de las mismas.

Por tanto, en algunos casos, cuando la composicién incluye una poblacién de linfocitos T de tipo indiferenciado y de
tipo no indiferenciado, y se utilizan condiciones que inducen una sefial activadora que esta por debajo del umbral de
activacién requerido para la activacidén de linfocitos T de tipo indiferenciado, principalmente los linfocitos T de tipo no
indiferenciado se activaran y seran susceptibles a condiciones estimulantes que pueden conducir a la muerte celular.
Por ejemplo, en condiciones estimulantes particulares, la muerte celular puede deberse a muerte celular inducida por
activacion.
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En algunos aspectos, las condiciones estimulantes son tales que se induce la muerte celular inducida por activacion
en células de tipo indiferenciado en comparacién con otras condiciones, tal como las condiciones estandar. Por tanto,
la presente divulgacién desvela métodos para la eliminacion de al menos una porciéon sustancial de cualquier
subpoblacién no deseada de linfocitos T, p. ej., linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada. A
los efectos de los métodos desvelados, una parte sustancial significa al menos un 70 % de la subpoblacién de células
no deseadas, p. €]., linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada. En determinados casos, una
parte sustancial significa un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % y superior de la subpoblacién de
células no deseadas, p. €j., linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada. La eliminacién de
células, tal como por muerte celular de linfocitos T de tipo no indiferenciado, puede medirse utilizando diversas
técnicas, incluyendo, pero sin limitacién, analisis de citometria de flujo utilizando una variedad de anticuerpos y/o
tetrdmeros de péptidos-MHC y ensayos funcionales tales como ensayos de proliferacién y liberacién de cromo.

En algunos casos, se afiade una enzima a la composicién de entrada para retirar los componentes celulares residuales
de la eliminacién de células. Por ejemplo, en algunos casos ilustrativos se afiade desoxirribonucleasa (ADNasa) o una
desoxirribonucleasa | humana recombinante (Pulmozyme®) a la composicién de entrada. En algunos aspectos, las
condiciones estimulantes incluyen desoxirribonucleasa (ADNasa) o desoxirribonucleasa | humana recombinante
(Pulmozyme®).

En algunos casos, las condiciones estimulantes no comprenden componentes de cultivo que se suplementan para
conservar subconjuntos particulares de linfocitos T, por ejemplo, linfocitos T de tipo no indiferenciado. Por lo tanto, en
algunos casos, la eliminacién de componentes del cultivo de las condiciones estimulantes puede contribuir a la
eliminacién de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos aspectos, la condicién estimuladora se lleva a cabo,
o se lleva a cabo adicionalmente, excluyendo o reduciendo la concentracién de reactivos de cultivo que se sabe o que
es probable que reduzcan la MCIA y/o que promuevan la supervivencia de células mas maduras, tal como de células
no indiferenciadas. En algunos casos, la condicién estimulante no incluye N-acetil cisteina o incluye N-acetil cisteina
en una cantidad o concentracién reducida. En algunos casos, la condicién estimulante no incluye una IL-7 y/o IL-15
recombinante o incluye una cantidad o concentracién reducida de IL-7 o IL-15 recombinante. En algunos casos,
podrian incluirse aditivos de cultivo que ayuden o promuevan adicionalmente la eliminacién de células no
indiferenciadas (p. €j.,, toxina unida a CD45R0).

En determinados casos, los tiempos de estimulacién y/o ampliacién pueden estar entre 2 y 15 dias, entre 2 y 12 dias,
entre 2y 10 dias, entre 2 y 8 dias, entre 2 y 6 dias, entre 2 y 4 dias, entre 4 y 12 dias, entre 4 y 10 dias, entre 4y 8
dias, entre 4 y 6 dias, entre 6 y 12 dias, entre 6 y 10 dias, entre 6 y 8 dias, entre 8 y 12 dias, entre 8 y 10 dias o entre
10 y 12 dias. En algunos casos, las células se incuban durante al menos 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias,
8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13 dias, 14 dias o durante mas de 14 dias. En un caso del método desvelado,
la mezcla puede cultivarse durante 30 minutos a varias horas (aproximadamente 3 horas) a aproximadamente 14 dias
o cualquier valor entero horario o minuto intermedio. En otro caso, la mezcla puede cultivarse durante 21 dias. En un
caso, las perlas y los linfocitos T se cultivan conjuntamente durante aproximadamente ocho dias. En otro caso, las
parlas y los linfocitos T se cultivan conjuntamente durante al menos o al menos aproximadamente 2-3 dias. En otro
caso, las perlas y los linfocitos T se cultivan conjuntamente durante al menos o al menos aproximadamente 2 dias o
al menos o al menos aproximadamente 48 horas. En algunos aspectos, también pueden desearse varios ciclos de
estimulacién de tal manera que el tiempo de cultivo de los linfocitos T puede ser de 60 dias 0 mas.

La incubacién y/o la genomodificacién se pueden llevar a cabo en un recipiente de cultivo, tal como una unidad,
camara, pocillo, columna, tubo, conjunto de tubos, valvula, vial, placa de cultivo, bolsa u otro contenedor para el cultivo
o cultivar células. En algunos casos, las composiciones o células se incuban en presencia de condiciones estimulantes
o de un agente estimulador. Dichas condiciones incluyen las disefiadas para inducir la proliferacién, la ampliacién,
activacion y/o supervivencia de células en la poblacién, para imitar la exposicién al antigeno y/o para preparar a las
células para la genomodificacion, tal como para la introduccién de un receptor de antigeno recombinante.

Los métodos desvelados incluyen generalmente la incubacién (p. ej., de composiciones de entrada que contienen
linfocitos T) en condiciones estimulantes. En el contexto de estimulacion de linfocitos T, las condiciones estimulantes
generalmente incluyen un agente primario capaz de unirse, ligarse, entrecruzarse y/o inducir la activacion a través de
un dominio de sefializacién intracelular de, un complejo TCR o un miembro del mismo, tal como CD3. En algunos
casos, las condiciones estimulantes incluyen un agente primario que se une especificamente a un miembro de un
complejo TCR y un agente secundario que se une especificamente a una molécula coestimuladora de linfocitos T. En
algunos ejemplos especificos, el agente primario se une especificamente a CD3 y/o la molécula coestimuladora se
selecciona del grupo que consiste en CD28, CD137(4-1-BB), OX40 o ICOS.

En algunos casos, las condiciones estimulantes incluyen anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 inmovilizados, anticuerpos
solubles anti-CD3, derivados de dichos anticuerpos, y/u otros ligandos que interaccionan sobre el complejo TCR/CD3
de los linfocitos T. En algunos aspectos, el agente primario activa o inicia la cascada de sefializacién intracelular de
TCR/CD3 en un linfocito T. Dichos agentes pueden incluir compafieros de unién, tales como ligandos y/o anticuerpos
naturales, incluidos fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno, tales como los especificos para un componente de
TCR tal como CD3. Son ejemplos de anticuerpos anti-CD3, BC3, OKT3 y G19-4.
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En algunos casos, las condiciones estimulantes incluyen ademas la incubacion con un agente secundario, tal como
un agente capaz de inducir una sefial coestimuladora a un linfocito T, tal como una sefial que junto con una sefial
primaria (p. ej., ligamiento a TCR/CD3), conduce a la proliferacion y/o activacién de linfocitos T. Son ejemplos de
agentes secundarios los que se unen especificamente a una molécula coestimuladora o accesoria de linfocito T, se
ligan, reticulan y/o inducen acontecimientos de sefializacién intracelular a través de ella, tal como CD28, CD137(4-1-
BB), OX40, ICOS, CD40, LFA-1, DAP10 y/o CD54. Como agentes se incluyen anticuerpos, incluyendo fragmentos de
los mismos, ligandos naturales y otros compafieros de unién. En algunos casos, el agente secundario se une a CD28,
tal como un anticuerpo anti-CD28, incluidos fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno. En algunos aspectos, es
un anticuerpo anti-CD28. Son ejemplos de anticuerpos anti-CD28, B-T3 y XR-CD28.

En algunos casos, el compafiero o agente de unién que se une especificamente a una molécula en particular, tal como
a una molécula coestimuladora de linfocitos T, incluye anticuerpos especificos para dichas moléculas, incluidos
fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno. En algunos aspectos, el anticuerpo, p. ej., anticuerpo anti-CD3 y/o anti-
CD28, se incluye a una concentracién de al menos, o de aproximadamente, 0,5 ng/ml. En algunos aspectos, los
agentes incluyen uno o méas compafieros de unién para dicha molécula, tal como un compafiero de unién natural. Los
agentes también pueden incluir ligandos y complejos naturales, incluyendo moléculas y/o complejos en células
presentadoras de antigeno y/o superantigeno (enterotoxina A de Staphylococcus (SEA, Staphylococcus enterotoxin
A), enterotoxina B de Staphylococcus (SEB, Staphylococcus enterotoxin B), toxina 1 del sindrome de choque térmico
(TSST-1, Toxic Shock Syndrome Toxin 1)), endotoxina). Otros agentes ilustrativos son los que imitan la sefializacién
a través de una molécula de sefializacion primaria o coestimuladora de linfocitos T, tal como un mitégeno que incluye
un activador de la PKC, forbol miristato acetato (PMA), fitohemaglutinina (PHA) y/o ionéforo de calcio, p. ej,
ionomicina, lipopolisacarido (LPS), mitégeno de linfocitos T y citocinas. En algunos aspectos, las condiciones incluyen
la incubacién con uno o més citocinas estimuladoras u otros factores, tales como IL-2 y/o IL-15. En algunos aspectos,
la concentracién de citocina es de al menos aproximadamente 10 unidades/ml.

Los agentes primarios y secundarios (coestimuladores), en algunos casos estan unidos a una superficie sélida o0 a un
soporte, tal como a una particula, p. €j., una perla. En algunos casos, las células pueden incubarse y/o ponerse en
contacto con un agente estimulador capaz de activar y/o ampliar linfocitos T. En algunos aspectos, los agentes
primarios y secundarios estan acoplados a una superficie sélida, tal como a una particula, p. ej., a una perla. En
determinados casos, el agente estimulador comprende una particula, p. €j., una perla, que esta conjugada o unida a
uno o mas agentes, p. ej., biomoléculas, que son capaces de activar y/o ampliar células, p. ej., linfocitos T. En algunos
casos, el uno o mas agentes estan unidos a una perla. En algunos casos, la perla es biocompatible, es decir, esta
compuesta de un material que es adecuado para el uso biolégico. En algunos casos, las perlas no son téxicas para
las células cultivadas, p. ej., linfocitos T cultivados. En algunos casos, las perlas pueden ser cualquiera de las particulas
capaces de adherir agentes de manera que permitan una interaccidén entre el agente y una célula.

En algunos casos, un agente estimulador comprende uno 0 mas agentes capaces de activar y/o ampliar células, p.
ej., linfocitos T, que estan unidos o de otro modo adheridos a una perla, por ejemplo, a la superficie de la perla. En
determinados casos, la perla es una particula no celular. En casos particulares, la perla puede incluir una particula
coloidal, una microesfera, nanoparticula, una perla magnética, o similares. En algunos casos, las perlas son perlas de
agarosa. En determinados casos, las perlas son perlas de sefarosa.

En casos particulares, el agente estimulador comprende perlas monodispersas. En determinados casos, las perlas
monodispersas comprenden dispersiones de tamafio que tienen una desviacién estandar del diametro inferior al 5 %
entre si.

En algunos casos, la perla contiene uno o mas agentes, tal como un agente que esté acoplado, conjugado o unido
(directa o indirectamente) a la superficie de la perla. En algunos casos, un agente como se contempla en el presente
documento puede incluir, pero sin limitacién, ARN, ADN, proteinas (p. ej., enzimas), antigenos, anticuerpos
policlonales, anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpo, hidratos de carbono, lipidos lectinas, o cualquier
otra biomolécula con afinidad por una diana deseada. En algunos casos, la diana deseada es un receptor de linfocitos
T y/o un componente de un receptor de linfocitos T. En determinados casos, la diana deseada es CD3. En un caso
determinado, la diana deseada es una molécula coestimuladora, p. ej., CD28. Uno o mas agentes pueden adherirse
directa o indirectamente a la perla mediante diversos métodos. La adhesion puede ser covalente, no covalente,
electrostética o hidréfoba, y puede conseguirse mediante diversos medios de adhesidn, entre los que se incluyen, por
ejemplo, medios quimicos, medios mecanicos o medios enzimaticos. En algunos casos, una biomolécula (p. €j., un
anticuerpo anti-CD3 biotinilado) puede adherirse indirectamente a una perla a través de otra biomolécula (p. €j., un
anticuerpo antibiotina) que esté directamente adherida a la perla.

En algunos casos, uno o mas de los agentes adheridos a la perla es un anticuerpo. El anticuerpo puede incluir un
anticuerpo policlonal, anticuerpo monoclonal (incluidos anticuerpos de longitud completa que tienen una regién Fc de
inmunoglobulina), composiciones de anticuerpos con especificidad poliepitépica, anticuerpos multiespecificos (p. €.,
anticuerpos biespecificos, diacuerpos y moléculas monocatenarias, asi como fragmentos de anticuerpo (p. ej., Fab,
F(ab")2 y Fv). En algunos casos, el reactivo estimulador es un fragmento de anticuerpo (incluyendo un fragmento de
unidén a antigeno), p. ej., un fragmento Fab, Fab'-SH, Fv, scFv o (Fab’)2. Se apreciard que, para los anticuerpos
contemplados en el presente documento, pueden usarse regiones constantes de cualquier isotipo, incluyendo regiones
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constantes de 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE y que dichas regiones constantes pueden obtenerse de cualquier especie
humana o animal (p. ej., de especies murinas). En algunos casos, el agente es un anticuerpo que se une a, y/o
reconoce, uno o mas componentes de un receptor de linfocitos T. En casos particulares, el agente es un anticuerpo
anti-CD3. En determinados casos, el agente es un anticuerpo que se une a, y/o reconoce, un correceptor. En algunos
casos, el reactivo estimulador comprende un anticuerpo anti-CD28.

En algunos casos, la perla tiene un didmetro superior a aproximadamente 0,001 pym, superior a aproximadamente
0,01 ym, superior a aproximadamente 0,1 uM, superior a aproximadamente 1,0 yM, superior a aproximadamente
10 UM, superior a aproximadamente 50 pM, superior a aproximadamente 100 um o superior a aproximadamente
1000 ym y no superior a aproximadamente 1500 um. En algunos casos, la perla tiene un didmetro de
aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 500 um, de aproximadamente 1,0 pm a aproximadamente 150 pm, de
aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 30 um, de aproximadamente 1,0 um a aproximadamente 10 um, de
aproximadamente 1,0 ym a aproximadamente 5,0 um, de aproximadamente 2,0 um a aproximadamente 5,0 ym o de
aproximadamente 3,0 yum a aproximadamente 5,0 ym. En algunos casos, la perla tiene un didmetro de
aproximadamente 3 um a aproximadamente 5 um. En algunos casos, la perla tiene un diametro de al menos o de al
menos aproximadamente o de aproximadamente 0,001 ym, 0,01 ym, 0,1 ym, 0,5 pm, 1,0 ym, 1,5 pm, 2,0 um, 2,5 um,
3,0 ym, 3,5pum, 4,0 ym, 4,5 ym, 5,0 ym, 5,5 um, 6,0 ym, 6,5 pm, 7,0 ygm, 7,5 ym, 8,0 ym, 8,5 ym, 9,0 pm, 9,5 um,
10 um, 12 uym, 14 ym, 16 um, 18 um o 20 um. En determinados casos, la perla tiene un didmetro de o de
aproximadamente 4,5 uym. En determinados casos, la perla tiene un didmetro de o de aproximadamente 2,8 um.

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

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

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

En algunos casos, la perla contiene al menos un material en la superficie, o cerca de ésta, que puede acoplarse,
ligarse o conjugarse, con un agente. En algunos casos, la perla esta funcionalizado en la superficie, es decir,
comprende grupos funcionales capaces de formar un enlace covalente con una molécula de unién, p. €j., un
polinucleétido o un polipéptido. En casos particulares, la perla comprende grupos carboxilo, amino, hidroxilo, tosilo,
epoxi y/o clorometilo, expuestos en la superficie. En casos particulares, las perlas comprenden agarosa y/o sefarosa
expuesta en la superficie. En determinados casos, la superficie de la perla comprende reactivos estimuladores
adheridos que pueden unirse o adherirse a moléculas de unién. En casos particulares, las biomoléculas son
polipéptidos. En algunos casos, las perlas comprenden proteina A, proteina G o biotina, expuesta en la superficie.

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

En casos particulares, la perla comprende un nucleo magnético, un nlcleo paramagnético o un nucleo
superparamagnético. En algunos casos, el nlcleo magnético contiene un metal. En algunos casos, el metal puede
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ser, pero sin limitacién, hierro, niquel, cobre, cobalto, gadolinio, manganeso, tantalo, cinc, circonio o cualquier
combinacién de los mismos. En determinados casos, el nlcleo magnético comprende éxidos metalicos (p. ej., 6xidos
de hierro), ferritas (p. ej., ferritas de manganeso, ferritas de cobalto, ferritas de niquel, etc.), hematita y aleaciones
metalicas (p. ej., CoTaZn). En algunos casos, el nlcleo magnético comprende uno o mas de una ferrita, un metal, una
aleacidén metalica, un éxido de hierro o diéxido de cromo. En algunos casos, el nlcleo magnético comprende hierro
elemental o un compuesto del mismo. En algunos casos, el nlcleo magnético comprende uno o mas de magnetita
(Fez04), maghemita (yFe2Os3) o greigita (FesS4). En algunos casos, el nucleo interno comprende un 6xido de hierro (p.
ej., F6304).

En determinados casos, la perla contiene un nlcleo magnético, paramagnético y/o superparamagnético que esta
cubierto por una capa o revestimiento funcionalizado en la superficie. En algunos casos, la capa puede contener un
material que puede incluir, pero sin limitacién, un polimero, un polisacéarido, una silice, un acido graso, una proteina,
un carbén, agarosa, sefarosa, o combinaciones de los mismos. En algunos casos, el polimero puede ser un
polietilenglicol, poli(acido lactico-co-glicdlico), poliglutaraldehido, poliuretano, poliestireno, o un alcohol polivinilico. En
determinados casos, la capa o revestimiento exterior comprende poliestireno. En casos particulares, el revestimiento
exterior esta funcionalizado en superficie.

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

En algunos casos, el reactivo estimulador comprende uno o mas agentes que estdn adheridos a una perla que
comprende un nlcleo de éxido metélico (p. ej., un nucleo interno de 6xido de hierro) y una capa (p. €j., una capa
protectora), en donde la capa comprende poliestireno. En determinados casos, las perlas son perlas
superparamagnéticas, monodispersas, que comprenden un nlcleo de hierro superparamagnético, p. ej., un nucleo
que comprende magnetita (FeszO4) y/o maghemita (yFe2Os) y una capa o revestimiento de poliestireno. En algunos
casos, la perla no es porosa. En algunos casos, las perlas contienen una superficie funcionalizada a la que se adhieren
uno o més agentes. En determinados casos, el uno 0 mas agentes se unen de manera covalente a las perlas en la
superficie. En algunos casos, el uno 0 mas agentes incluyen un anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo. En algunos casos, el uno o mas agentes incluyen un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. En
determinados casos, las perlas tienen una densidad de aproximadamente 1,5 g/cm® y una superficie de
aproximadamente 1 m2g a aproximadamente 4 m2%g. En casos particulares; las perlas son perlas
superparamagnéticas monodispersas que tienen un didmetro de aproximadamente 4,5 pm y una densidad de
aproximadamente 1,5 g/cm?. En algunos casos, las perlas son perlas superparamagnéticas monodispersas que tienen
un diametro medio de aproximadamente 2,8 ym y una densidad de aproximadamente 1,3 g/cm3.

Para efectuar el aislamiento de diferentes poblaciones de linfocitos T, los tiempos de exposicion a las particulas pueden
variar. Por ejemplo, en un caso preferido, los linfocitos T se aislan mediante incubacién con perlas 3x28, tal como
DYNABEADS® M-450, o Dynabeads® CD3/CD28 CTS™, durante un periodo de tiempo suficiente para la seleccion
positiva de los linfocitos T deseados. En un caso, el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos. En un
caso adicional, el periodo de tiempo es de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas. Incluso en otro caso preferido, el periodo
de tiempo es de 10 a 24 horas 0 mas. En un caso preferido, el periodo de tiempo de incubacién es de 24 horas. Para
el aislamiento de linfocitos T de pacientes con cancer, el uso de tiempos de incubacién mas largos, tal como de
24 horas, puede aumentar el rendimiento celular.

Cuando se acoplan a una superficie, los agentes pueden acoplarse a la misma superficie (es decir, en formacién "cis")
o a superficies distintas (es decir, en formacién "trans"). De manera alternativa, un agente puede acoplarse a una
superficie y el otro agente estar en solucién. En un caso, el agente que proporciona la sefial coestimuladora esta unido
a una superficie celular y el agente que proporciona la sefial de activacién primaria esta en solucién o acoplado a una
superficie. En un caso preferido, los dos agentes se inmovilizan en perlas, en la misma perla, es decir, en "cis", 0 en
perlas distintas, es decir, en "trans". Como ejemplo, el agente que proporciona la sefial de activacién primaria es un
anticuerpo anti-CD3 y el agente que proporciona la sefial coestimuladora es un anticuerpo anti-CD28; y ambos agentes
se inmovilizan conjuntamente en la misma perla en cantidades moleculares equivalentes. En un caso, se utiliza una
proporcién de 1:1 de cada anticuerpo unido a las perlas para la ampliacién de linfocitos T CD4+ y el crecimiento de
linfocitos T. En determinados aspectos de la presente divulgacion, se utiliza una proporcién de anticuerpos anti
CD3:CD28 unidos a las perlas de tal manera que se observa un aumento de la ampliacién de linfocitos T en
comparacién con la ampliacién observada utilizando una proporcién de 1:1. En un caso particular se observa un
aumento de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 3 veces en comparacién con la ampliacién utilizando una
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proporcidén de 1:1. En un caso, la proporcién de anticuerpos CD3:CD28 unidos a las perlas varia entre 100:1y 1:100
y todos los valores enteros entre ellos. En un aspecto de la presente divulgacién, a las particulas se unen mas
anticuerpo anti-CD28 que anticuerpo anti-CD3, es decir, la proporcién de CD3:CD28 es inferior a uno. En determinados
casos de la divulgacién, la proporcién entre el anticuerpo anti CD28 y el anticuerpo anti CD3 unido a las perlas es
superior a 2: 1. En un caso particular, se utiliza una proporcién de anticuerpo CD3:CD28 de 1:200 unido a las perlas.
En un caso particular, se utiliza una proporciéon de anticuerpo CD3:CD28 de 1:150 unido a las perlas. En un caso
particular, se utiliza una proporcidén de anticuerpo CD3:CD28 de 1:100 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una
proporcidén de anticuerpo CD3:CD28 de 1:75 unido a las perlas. En un caso adicional, se utiliza una proporcién de
anticuerpo CD3:CD28 de 1:50 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporcidén de anticuerpo CD3:CD28 de
1:45 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporciéon de anticuerpo CD3:CD28 de 1:40 unido a las perlas.
En otro caso, se utiliza una proporcién de anticuerpo CD3:CD28 de 1:35 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza
una proporcién de anticuerpo CD3:CD28 de 1:30 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporcién de
anticuerpo CD3:CD28 de 1:25 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporcidén de anticuerpo CD3:CD28 de
1:20 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporciéon de anticuerpo CD3:CD28 de 1:15 unido a las perlas.
En un caso, se utiliza una proporcién de anticuerpo CD3:CD28 de 1:10 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una
proporcion de anticuerpo CD3:CD28 de 1:5 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporcién de anticuerpo
CD3:CD28 de 1:4 unido a las perlas. En otro caso, se utiliza una proporcién de anticuerpo CD3:CD28 de 1:3 unido a
las perlas. En otro caso mas, se utiliza una proporcién de anticuerpo CD3:CD28 de 3:1 unido a las perlas.

En algunos casos, el agente, p. €j., anticuerpo, se afiade en forma soluble al cultivo o a la composiciéon. En algunos
casos, un agente se incluye en forma soluble y otro agente se incluye acoplado al soporte sélido. En algunos aspectos,
cuando dos 0 mas agentes estan acoplados al soporte o soportes sélidos, dos agentes se acoplan al mismo soporte
o particula, p. ej., mediante incubacién con perlas anti-CD3/anti-CD28, conteniendo las perlas anticuerpos que
reconocen CD3 y CD28. En otros aspectos, los dos o més agentes estédn acoplados a distintos soportes, tal como a
distintas perlas. Por ejemplo, en algunos aspectos, al cultivo se afiaden perlas anti-CD3 y anti-CD28 por separado.

En algunos casos, las condiciones de cultivo incluyen células presentadoras de antigeno artificiales. Por ejemplo, la
superficie en algunos aspectos es una célula presentadora de antigeno artificial cargada con un agente o agentes
capaces de potenciar una sefial a través de un complejo TCR, tal como anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28. Son
células presentadoras de antigeno ilustrativas las células genomodificadas, tales como células mieloides (p. ej., K562
o U937) genomodificadas para expresar receptores de Fc, tales como los receptores de Fc de afinidad intermedia por
CD32 o de alta afinidad por CD64. Dichas células pueden cargarse con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28
reconocidos por los receptores de Fc e incubarse con los linfocitos T para emitir la sefial en el cultivo. Se describen
APC artificiales ilustrativas y proporciones y métodos de uso de las mismas en condiciones de cultivo, en Suhoski et
al., Molecular Therapy (2007) 15 5, 981-988; Thomas et al., Clin Immunol (2002) 105(3): 259-72; Kim et al., Nature
Biotechnology 22, 403 - 410 (2004). En algunos casos, las condiciones de cultivo incluyen células presentadoras de
antigeno, tales como las CMSP, cargadas con antigeno, tal como el antigeno reconocido por el complejo TCR u otro
receptor en las células a transducir, tales como linfocitos T especificos para un antigeno tumoral en particular.

En algunos casos, la ampliacién o proliferacién preferente de linfocitos T de tipo indiferenciado frente a los de tipo no
indiferenciado se consigue utilizando condiciones estimuladoras disefiadas para inducir una intensidad de sefial
particular, tal como una intensidad de sefial estimuladora o activadora superior a un determinado nivel, p. ej., para
inducir la muerte celular de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos aspectos, una sefial mas fuerte induce la
muerte celular de los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada, mientras que una sefial méas
débil, no induce la muerte celular de los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada y/o conserva
la supervivencia de los linfocitos T de tipo no indiferenciado, en comparacién con una sefial méas fuerte. Por tanto, en
algunos casos, una sefial mas fuerte activa o causa preferentemente la muerte celular de los linfocitos T de tipo no
indiferenciado.

En algunos aspectos, la ampliacién o proliferacién preferente de linfocitos T de tipo indiferenciado frente a los de tipo
no indiferenciado, se consigue mediante una proporcién particular de perlas y células. En algunos casos, puede
emplearse cualquier condicién estimuladora que favorezca la ampliacidén o la supervivencia de los linfocitos T de tipo
indiferenciado sobre la de los linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos casos, las condiciones de estimulacion
incluyen la incubacién en presencia de un reactivo de perla que contenga una sefial primaria y/o secundaria para la
activacién de linfocitos T, p. €j., un reactivo de perla anti-CD3/anti-CD28, tal como se proporciona, en una cantidad
que favorezca la proliferacién y/o supervivencia de linfocitos de tipo indiferenciado y/o que induzca preferentemente
la muerte celular inducida por activacién (MCIA) de linfocitos de tipo no indiferenciado. En algunos casos, dichos
reactivos de perla se incuban con células a una proporcién de perlas y células de 1:1 o superior, que, en algunos
aspectos, pueden conducir hacia mas MCIA y aumentar el porcentaje de supervivencia de linfocitos de tipo
indiferenciado, Véase, p. ej., Kalamasz et al., J Immunother. (2004) 27(5):405-418 y la patentes de EE. UU. N.°
7.977.095 y 9.528.088. En un caso, la proporcidon es de aproximadamente 50:1 a aproximadamente 5:1. En
determinados casos, la proporcién es de aproximadamente 100:1 a aproximadamente 1:1. En un ejemplo, la
proporcién es de al menos aproximadamente 45:1. En determinados casos, la proporcién es de al menos
aproximadamente 40:1, 35:1, 30:1, 25:1, 20:1, 15:1, 14:1, 13:1, 12:1, 11:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1,6:1, 5:1, 41, 311,21 0
1:1. En algunos aspectos, se utiliza una proporcién entre perla y célula inferior a 5:1 o inferior a 3:1. En un caso
particular, la proporcién es de aproximadamente 3:1.
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En un caso de los métodos desvelados, las proporciones entre perla:célula pueden adaptarse para obtener un fenotipo
de linfocito T deseado. En un caso particular, las proporciones entre perla:célula pueden variar para ampliar o eliminar
selectivamente subconjuntos de linfocitos T. En un caso, la relacién particular entre perla:célula utilizada induce
selectivamente la muerte celular de linfocitos T de tipo no indiferenciado o de células procedentes de linfocitos T no
indiferenciado de la composicién de entrada. En un caso adicional, la relacién particular entre perla:célula utilizada
amplia selectivamente linfocitos T de tipo indiferenciado o células procedentes de linfocitos T de tipo indiferenciado.
En algunos casos, puede utilizarse una proporcidén determinada siempre que se produzca la ampliacién o eliminacién
deseada de subconjuntos de linfocitos T. Por lo tanto, las composiciones y métodos descritos en el presente
documento pueden usarse para ampliar poblaciones especificas de linfocitos T, o para eliminar poblaciones
especificas de linfocitos T, para su uso en cualquier diversidad de entornos inmunoterapicos descritos en el presente
documento.

También se desvelan condiciones estimulantes apropiadas para el método de incubacién (p. ej., estimulacién) de
linfocitos T. Las condiciones apropiadas para el cultivo de linfocitos T incluyen un medio apropiado (p. ej., OpTmizer™
(Gibco), medio esencial minimo o medio RPMI 1640 o, X-vivo 15, (BioWhittaker)) que puede contener factores
necesarios para la proliferacién y la viabilidad, incluyendo suero (por ejemplo, suero fetal bovino 0 humano), productos
de sustitucién de suero, o interleucina-2 (IL-2), insulina o cualquier otro aditivo para el crecimiento de las células. Los
medios pueden incluir RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, o-MEM, F-12, X-Vivo 15 y X-Vivo 20, con aminoécidos y
vitaminas afiadidos, sin suero o complementados con una cantidad apropiada de suero (o plasma) o sustitucién de
suero o un conjunto definido de hormonas, y/o una cantidad de citocina(s) suficiente para el crecimiento y la ampliacién
de linfocitos T. Los antibibticos, p. €j., penicilina y estreptomicina, se incluyen solo en cultivos experimentales, no en
cultivos de células que se infunden en un sujeto. Las células diana se mantienen en condiciones necesarias para
favorecer el crecimiento, por ejemplo, una temperatura (p. ej., de 37 °C) y atmoésfera (p. ej., aire y CO, al 5 %)
adecuadas.

En otro caso, el tiempo de exposicién a agentes estimuladores tales como perlas recubiertas con anti-CD3/anti-CD28
(es decir, 3 x28) puede modificarse o adaptarse de tal manera que se obtenga un fenotipo de linfocitos T deseado. Se
puede desear una mayor poblacién de linfocitos T auxiliares (TH, helper T), normalmente CD4+ en lugar de linfocitos
T citotdxicos o reguladores CD8+, porque una ampliacién de linfocitos TH podria mejorar o restaurar la capacidad de
respuesta inmunitaria general. Aunque muchas respuestas inmunitarias especificas estan mediadas por linfocitos T
especificos de antigeno CD8+, que pueden causar directamente la lisis de células diana o destruirlas, la mayoria de
las respuestas inmunitarias requieren la ayuda de linfocitos T CD4+, que expresan importantes moléculas
inmunorreguladoras, tales como GM-CSF, CD40L e IL-2, por ejemplo. Cuando se prefiere la ayuda mediada por CD4,
un método, tal como el que se describe en el presente documento, que preserve o mejore la proporcién CD4:CDS8,
podria ser muy beneficioso. El aumento del nimero de linfocitos T CD4+ puede aumentar la cantidad de CD40L
expresada por las células introducidas en los pacientes, mejorando posiblemente la visibilidad de las células diana
(mejora de la funcién de las APC). Pueden observarse efectos similares al aumentar el nimero de células infundidas
que expresan GM-CSF o IL-2, todas ellas expresadas predominantemente por linfocitos T CD4+. Asimismo, en
determinadas aplicaciones, puede ser deseable utilizar una poblacién de linfocitos T reguladores (p. ej., Autoimmun
Rev. Agosto de 2002; 1(4): 190-7; Curr Opin Immunol. Diciembre de 2002; 14(6):771-8) que pueda generarse y
ampliarse utilizando los métodos descritos en el presente documento. De manera alternativa, en situaciones en las
que la ayuda de los CD4 es menos necesaria y se desea aumentar el nimero de linfocitos T CD8+, también pueden
utilizarse los enfoques XCELLERATE™ descritos en el presente documento, mediante, por ejemplo, preseleccion de
linfocitos CD8+ antes de la estimulaciéon y/o cultivo. Pueden darse situaciones de este tipo en las que se prefiera
aumentar los niveles de IFN-y o aumentar la citélisis de una célula diana. También se puede modificar el tiempo y el
tipo de exposicién a los agentes estimuladores para ampliar linfocitos T con un repertorio de TCR deseado, p. €.,
expresar genes deseados de la familia V{.

Otras condiciones de las condiciones estimulantes, en algunos casos, incluyen también uno o mas medios particulares,
temperatura, contenido de oxigeno, contenido de diéxido de carbono, tiempo, agentes, p. ej., nutrientes, aminoécidos,
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 células o las composiciones se evallan y/o ajustan durante las etapas de incubacién. Por
ejemplo, la evaluacién y/o el ajuste podran realizarse en cualquier momento posterior al inicio de la incubacién o del
cultivo, tal como en un momento durante la incubacién. La evaluacién puede incluir la toma de una o mas mediciones
de una composicién o recipiente que contenga las células, tal como la evaluacidn de las células en cuanto a velocidad
de proliferacién, grado de supervivencia, fenotipo, p. ej., expresidén de uno o mas marcadores de superficie o
intracelulares, tales como proteinas o polinucleétidos, y/o evaluacién de la composicién o recipiente en cuanto a
temperatura, uno o mas componentes del medio, contenido de oxigeno o diéxido de carbono, y/o presencia o ausencia
o cantidad o cantidad relativa de uno o mas factores, agentes, componentes y/o tipos celulares, incluyendo subtipos.
La evaluacién también puede incluir la evaluacién de un indicador o factor prondstico de un resultado téxico, tal como
usando una evaluacidn in vitro o ex vivo como se describe en el presente documento.

En algunos aspectos, la evaluacién se realiza de forma automatizada, por ejemplo, usando un dispositivo como se
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describe en el presente documento y/o se programa de antemano para realizarse en determinados puntos temporales
durante la incubacion. En algunos aspectos, el resultado de la evaluacién indica que debe realizarse un ajuste.

El ajuste puede incluir el ajuste de cualquier factor o pardmetro del cultivo celular, tal como la temperatura, la duracién
(tiempo) en la que se realizara la incubacidn o una etapa de la misma (duracién de la incubacién), la reposicién, adicién
y/o eliminacién de uno o méas componentes de la composicién que se esta incubando, p. ej., medio o tampén o
componentes de los mismos, agentes, p. ej., nutrientes, aminoéacidos, antibidticos, iones y/o factores estimuladores,
tales como citocinas, quimiocinas, antigenos, compafieros de unién, proteinas de fusién, receptores solubles
recombinantes, o células o tipos celulares o poblaciones de células. En algunos aspectos, la eliminacién o adicién de
diversos componentes u otros ajustes se realiza de forma automatizada, por ejemplo, usando un dispositivo o sistema
como se describe en el presente documento. En algunos casos, el sistema se programa de manera que se inicia
automaticamente un ajuste basado en una determinada lectura de una evaluacién provisional. Por ejemplo, en algunos
casos, un sistema o dispositivo se programa para realizar una o mas evaluaciones en un momento particular; en dichos
casos, el sistema o dispositivo puede programarse ademas de manera que se obtenga un resultado particular de una
evaluacién de este tipo, tal como una relacién particular de un tipo de célula con respecto a otro, inicie un ajuste
particular, tal como la adicién de uno o mas de los tipos celulares.

En algunos aspectos, el ajuste se realiza mediante adicién o eliminacién de manera que no altere un entorno cerrado
que contiene las células y composiciones, tal como mediante valvulas de entrada y/o extraccion, disefiadas para afiadir
o extraer componentes manteniendo la esterilidad, tal como en uno 0 més dispositivos o sistemas como se han descrito
en el presente documento. Se desvelan diversos ajustes de las condiciones estimulantes para favorecer respuestas
y/o los resultados en tipos celulares particulares, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N.° 8.617.884, y en la solicitud
de patente de EE.UU. N.° de publicacién: US 20030235908 A1.

En algunos casos, las células se incuban durante o aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 0 14 dias,
o durante o aproximadamente 1, 2, 3, 4 0 mas semanas, ya sea en total o antes de la genomodificacién. En algunos
ejemplos, la incubacion se lleva a cabo durante mas de, o aproximadamente, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15 o 16 dias.

En algunos aspectos, la incubacidn se realiza de acuerdo con técnicas tales como las descritas en la Patente de los
EE. UU. N.°6.040.177 de Riddell et al., Klebanoff et a/.(2012) J Immunother. 35(9): 651-660, Terakura et al. (2012)
Blood.1:72-82, y/o Wang et al. (2012) J Immunother. 35(9):689-701.

En algunos casos, las condiciones estimuladoras incluyen la adicién de células alimentadoras, tales como células
mononucleares de sangre periférica (CMSP) que no se dividen, (p. ej.,, de manera que la poblacién de células
resultante contenga al menos aproximadamente 5, 10, 20 0 40 o mas células CMSP alimentadoras por cada linfocito
T en la poblacidn inicial que se va a ampliar); e incubar el cultivo (por ejemplo, durante un tiempo suficiente para
ampliar el ndmero de linfocitos T). En algunos aspectos, las células alimentadoras que no se dividen pueden
comprender células CMSP alimentadoras irradiadas con rayos gamma. En algunos casos, las CMSP se irradian con
rayos gamma en el intervalo de aproximadamente 3000 a 3600 rads para impedir 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, de al menos aproximadamente 25 grados centigrados, generalmente de al menos
aproximadamente 30 grados, y generalmente a, o aproximadamente a, 37 grados centigrados. Opcionalmente, la
incubacion puede comprender ademas, como células alimentadoras, la adicién de células linfoblastoides (LCL)
transformadas con EBV que no se dividen. Las LCL se pueden irradiar con rayos gamma en el intervalo de
aproximadamente 6000 a 10.000 rads. En algunos aspectos, las células LCL alimentadoras se proporcionan en
cualquier cantidad adecuada, tal como a una proporcién de células LCL alimentadoras y linfocitos T iniciales de al
menos aproximadamente 10:1.

En unos casos, los linfocitos T especificos de antigeno, tales como linfocitos T CD4+ y/o CD8+ especificos de antigeno,
se obtienen estimulando con antigeno linfocitos T indiferenciados o especificos de antigeno. Por ejemplo, se pueden
generar estirpes o clones de linfocitos T especificos de antigeno para antigenos de citomegalovirus aislando linfocitos
T de sujetos infectados y estimulando las células in vitro con el mismo antigeno.

La incubacién y/o genomodificacién se pueden llevar a cabo en un recipiente de cultivo, tal como una unidad, cdmara,
pocillo, columna, tubo, conjunto de tubos, valvula, vial, placa de cultivo, bolsa u otro contenedor para el cultivo o cultivar
células.

También se desvelan composiciones iniciadoras de cultivo utilizadas en el método, tales como las que contienen los
linfocitos T, p. ej., linfocitos T primarios humanos, condiciones estimulantes, p. ej., los distintos agentes a las
concentraciones/proporciones disefiadas para la activacién o ampliacién preferente de linfocitos T no indiferenciados.

En algunos casos, cuando las células se genomodifican, p. ej., para introducir un receptor de antigeno genomodificado,
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la incubacién en presencia de uno o mas agentes estimuladores continta durante la fase de genomodificacion.

Para estimular los linfocitos T u otras células diana, pueden utilizarse proporciones de perlas y células de 1:500 a
500:1 y cualquier valor entero intermedio. En algunos casos, la proporcién entre particulas y células puede depender
del tamafio de particula en relacién con la célula diana. Por ejemplo, perlas de pequefio tamafio s6lo podran unirse a
algunas células, mientras que perlas mas grandes podran unirse a muchas células. En determinados casos, la
proporcién entre células y particulas varia entre 1:100 y 100:1 y cualquier valor entero entre ambos y, en otros casos,
la proporcién comprende entre 1:50 y 50:1 y cualquier valor entero entre ambos. En otro caso, la proporcién entre
células y particulas que varia entre 1:9 y 9:1 y cualquier valor entero entre ambos, también puede utilizarse para
estimular los linfocitos T. La proporcién de particulas acopladas a anti-CD3 y anti-CD28 con respecto a los linfocitos T
que da lugar a la estimulacion de linfocitos T, puede variar como se describe en el presente documento, sin embargo,
determinados valores preferidos incluyen al menos 1:150, 1:125, 1:100, 1:75, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7,
1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2,5, 1:2, 111, 21, 31, 41, 51,61, 7:1, 81, 91, 10:1 y 15:1, prefiriéndose una proporcion de al
menos 1:1 perlas por linfocito T. En un caso particular, la proporcidén preferida entre perlas y células es de 3:1. En
algunos casos, la proporcion entre perlas y células es de 1:3.

En otros casos, la proporcién entre particulas y células puede variar en funcién del dia de estimulacion. Por ejemplo,
en un caso, la proporcién entre particulas y células es de 1:1 a 10:1 el primer dia y, a partir de entonces, se afiaden
particulas adicionales a las células cada dia o cada dos dias durante un maximo de 10 dias, en proporciones finales
de 1:1 a 1:10 (segln los recuentos celulares del dia de la adicién). En otro caso, la proporcién entre particulas y células
es de al menos aproximadamente 1:2,5 el primer dia y se afladen particulas adicionales a las células el dia 5 a una
proporcién de aproximadamente 1:10, 1:25, 1:50 o 1:100, el dia 7 a 1:10, 1:25, 1:50 0 1:100 y el dia 9 a 1:10, 1:25,
1:50 0 1:100. En un caso particular, la proporcién entre particulas y células es de 1:1 el primer dia de estimulacién y
se ajusta a 1:5 el tercer y quinto dia de estimulacidén. En otro caso, las particulas se afiaden diariamente o cada dos
dias hasta alcanzar una proporcion final de 1:1 el primer dia, y de 1:5 el tercer y quinto dias de estimulacién. En otro
caso, la proporcidn entre particulas y células es de 2:1 el primer dia de estimulacién y se ajusta a 1:10 el tercer y
quinto dia de estimulacién. En otro caso, las particulas se afiaden diariamente o cada dos dias hasta alcanzar una
proporcion final de 1:1 el primer dia, y de 1:10 el tercer y quinto dias de estimulacién. En algunos aspectos, para su
uso en la presente divulgacion, puede ser adecuada una variedad de distintas proporciones. En particular, las
proporciones variaran dependiendo del tamafio de las particulas y del tamafio y tipo de las células.

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a la observacién de que el uso de diferentes proporciones entre perla
(p. ej. reactivo de perla anti-CD3/anti-CD28) y célula, pueden conducir a diferentes resultados con respecto a la
ampliacién de linfocitos T especificos de antigeno. En particular, las proporciones entre perla y célula pueden variar
para ampliar o eliminar selectivamente los linfocitos T (tales como de memoria o efectores o activados) especificos de
antigeno o expuestos a antigeno, a diferencia de otros tipos celulares tales como los linfocitos T indiferenciados o de
tipo indiferenciado. En un caso, la proporcién particular entre perla y célula utilizada elimina selectivamente los
linfocitos T especificos de antigeno. Especificamente, proporciones entre perla y célula, tal como proporciones entre
perla y célula iguales o superiores a 1:1 y/o proporciones elevadas entre perla y célula, tales como de al menos o de
al menos aproximadamente 3:1, 5:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1, 35: 1, 40: 1, 45: 1, 50:1, y superiores, pueden inducir
la eliminaciéon de linfocitos T especificos de antigeno. Sin quedar ligados a teoria alguna, se cree que los linfocitos T
especificos de antigeno estan sensibilizados a una estimulacién adicional. Por tanto, en algunos casos, la intensidad
de la sefial de activacién enviada a un linfocito T a través del reactivo o la composicién puede influir en la ampliacién
y/o muerte de uno o mas subconjuntos especificos de linfocitos T. En algunos aspectos, la ampliacién selectiva de
linfocitos T de memoria (linfocitos T especificos de antigeno) puede producirse con sefiales a través del TCR y/o
correceptores que son débiles en comparacién con otras sefiales; mientras que en algunos casos, la eliminacién
selectiva de linfocitos T de memoria y/o de otros linfocitos T expuestos a antigeno, sin afectar a las células
indiferenciadas, puede producirse tras la incubacidén con reactivos que emiten sefiales relativamente mas fuertes. La
cantidad de los receptores CD3/TCR (y CD28) que estan unidos por ligandos, entre otros factores, puede, en algunos
aspectos, determinar o contribuir a determinar la intensidad de la sefial. Por tanto, la estimulacién con altas
proporciones entre perla y célula en algunos contextos puede proporcionar una alta concentracién de anticuerpo
estimulante (es decir, una sefial "fuerte"), lo que conduce a una sobreestimulacién de los linfocitos T especificos de
antigeno, causandoles la muerte, ya sea por apoptosis o por otros mecanismos. Por tanto, a este respecto, las
composiciones de perlas descritas en el presente documento pueden, en algunos contextos y/o con respecto a
determinadas composiciones, funcionar como una composicién pro-apoptética. En algunos aspectos, la sefial no debe
ser demasiado fuerte como para destruir también a los linfocitos T de tipo indiferenciado, tal como también por muerte
celular inducida por activacién. En algunos casos, la proporcién de un reactivo de perla estimulador, p. ej., un reactivo
de perla anti-CD3/anti-CD28, es inferior a 10:1.

Ademas, a este respecto, en determinados casos, dicho reactivo o composicién utilizado en condiciones pro-
apoptéticas, p. ej., con respecto a determinados tipos de células (p. ej., una superficie que tiene unida a la misma un
agente que estimula una parte de la superficie celular, tal como las composiciones de perlas descritas en el presente
documento) se usa para ampliar la poblacién restante de células para su uso en cualquier diversidad de entornos
inmunoterapicos descritos en el presente documento. En un caso adicional, la proporcién particular entre perla y célula
utilizada amplia selectivamente linfocitos T de tipo indiferenciado. La proporcidn particular puede ajustarse para
generar la ampliacién deseada de linfocitos T particulares o la eliminacién de linfocitos T particulares. Por lo tanto, las
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composiciones y métodos descritos en el presente documento pueden utilizarse para ampliar poblaciones especificas
de linfocitos T en la poblacién de la composicion de entrada, o para eliminar poblaciones especificas de linfocitos T en
la poblacién de la composicién de entrada, para su uso en cualquier diversidad de entornos inmunoterapicos descritos
en el presente documento.

Ademas, a este respecto, en determinados casos, el mismo reactivo o sustancia o composicién utilizado como
composicién pro-apoptética tal como con respecto a determinados tipos de células (p. ej., una superficie que tiene
unida a la misma un agente que estimula una parte de la superficie celular, tal como las composiciones de perlas
descritas en el presente documento) se usa para ampliar la poblacién restante de células para su uso en cualquier
diversidad de entornos inmunoterapicos descritos en el presente documento. El uso de proporciones mas bajas entre
perla y célula proporciona una sefial de estimulacién a los linfocitos T especificos de antigeno que no sobreestimula,
sino que induce una rapida proliferacién de estas células. En un caso adicional, la proporcién particular entre perla y
célula utilizada amplia selectivamente los linfocitos T especificos de antigeno. En algunos aspectos, puede utilizarse
cualquier proporcién siempre que se produzca la ampliacién o eliminaciéon deseada. Por lo tanto, las composiciones y
métodos descritos en el presente documento pueden usarse para ampliar poblaciones especificas de linfocitos T, o
para eliminar poblaciones especificas de linfocitos T, para su uso en cualquier diversidad de entornos inmunoterépicos
descritos en el presente documento.

El uso de determinadas metodologias puede ser ventajoso para mantener la estimulacién prolongada de una poblacién
de linfocitos T tras la activacidén y estimulacion iniciales, separando los linfocitos T del estimulo tras un periodo de
aproximadamente 2 a 14 dias. La tasa de proliferacién de linfocitos T se controla periédicamente (p. ej., a diario), por
ejemplo, examinando el tamafio o midiendo el volumen de los linfocitos T, tal como con un Contador Coulter. A este
respecto, un linfocito T en reposo tiene un diametro medio de aproximadamente 6,8 micrémetros, y tras la activacion
y estimulacién iniciales, en presencia del ligando estimulante, el diametro medio de los linfocitos T aumentara a mas
de 12 micrémetros el dia 4 y empezara a disminuir aproximadamente el dia 6. Cuando el didmetro medio de los
linfocitos T disminuye hasta aproximadamente 8 micrémetros, los linfocitos T pueden reactivarse y reestimularse para
inducir una mayor proliferacién de los linfocitos T. De manera alternativa, la tasa de proliferacién de linfocitos T y el
tiempo de reestimulacién de los mismos, pueden controlarse mediante ensayos para detectar la presencia de
moléculas de superficie celular, tales como, CD154, CD54, CD25, CD137, CD134, que se inducen en los linfocitos T
activados.

Para inducir la estimulacién prolongada de una poblacién de linfocitos T CD4+ y/o CD8+, puede ser necesario reactivar
y reestimular los linfocitos T con un agente estimulador, tal como un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28
(p. ej., B-T3, XR-CD28 (Diaclone, Besancgon, Francia)) varias veces para producir una poblacién de linfocitos CD4+ o
CD8+ cuyo numero se multiplicara desde aproximadamente 10 a aproximadamente 1.000 veces la poblacién original
de linfocitos T. Por ejemplo, en un caso de la presente divulgacién, los linfocitos T se estimulan como se describe
durante 2-3 veces. En otros casos, los linfocitos T se estimulan como se describe durante 4 o 5 veces. Utilizando la
presente metodologia, es posible conseguir un nimero de linfocitos T entre aproximadamente 100 y aproximadamente
100.000 veces mayor que haya aumentado la policlonalidad en comparacién con antes de la estimulacién. Por otra
parte, los linfocitos T ampliados por el método de la presente divulgacion secretan niveles sustanciales de citocinas
(p. ej., IL-2, IFN-y, IL-4, GM-CSF y TNF-a) en los sobrenadantes de cultivo. Por ejemplo, en comparacién con la
estimulacién con IL-2, los linfocitos T CD4+ ampliados mediante el uso de coestimulacién anti-CD3 y anti-CD28
secretan altos niveles de GM-CSF y TNF-a en el medio de cultivo. Estas citocinas pueden purificarse a partir de los
sobrenadantes de cultivo o los sobrenadantes pueden utilizarse directamente para mantener las células en cultivo. De
manera similar, los linfocitos T ampliados por el método de la presente divulgacion junto con el sobrenadante de cultivo
y las citocinas, pueden administrarse para favorecer el crecimiento de las células in vivo.

En un caso, se realiza la estimulacién de linfocitos T, por ejemplo, con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 co-
inmovilizados en perlas (perlas 3x28), durante un periodo de tiempo suficiente para que las células vuelvan a un
estado inactivo (baja o nula proliferacién) (aproximadamente 8-14 dias después de la estimulaciéon inicial). A
continuacién, se retira la sefial de estimulacién de las células y éstas se lavan y se infunden de nuevo al paciente. Al
final de la fase de estimulacion, las células se vuelven "superinducibles" mediante los métodos de la presente
divulgacién, como lo demuestra su capacidad para responder contra antigenos y la capacidad de estas células para
demostrar un fenotipo de tipo memoria, como lo demuestran los ejemplos. Por consiguiente, tras la reestimulacién
exdégena o por un antigeno in vivo después de la infusion, los linfocitos T activados muestran una respuesta sélida
caracterizada por propiedades fenotipicas Unicas, tal como expresién sostenida de CD 154, aumento de la produccién
de citocinas, etc.

En otros casos de la presente divulgacion, las células, tales como linfocitos T, se combinan con perlas recubiertas o
conjugadas con agente, las perlas y las células se separan posteriormente, y después, las células se cultivan. En un
caso alternativo, antes del cultivo, las células y las perlas recubiertas o conjugadas con agente no se separan sino que
se cultivan conjuntamente. En un caso adicional, primero se concentran las perlas y las células mediante la aplicacién
de una fuerza, dando lugar al ligamiento de una parte de la superficie celular, induciendo de este modo la estimulacién
celular y/o la polarizacién de la sefial de activacién.

Como ejemplo, cuando los linfocitos T son la poblacién celular diana, las partes de la superficie celular pueden ligarse
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permitiendo que las perlas paramagnéticas, a las que se unen anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (perlas 3x28), entren
en contacto con los linfocitos T preparados. En un caso, las células (por ejemplo, de 104 a 109 linfocitos T) y las perlas
(por ejemplo, perlas paramagnéticas DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T a una proporcién de 1:1) se combinan en un
tampén, preferentemente PBS (sin cationes divalentes, tales como calcio y magnesio). En algunos aspectos, puede
utilizarse cualquier concentracidon de células. Por ejemplo, la célula diana puede ser muy poco frecuente en la muestra
y comprender sélo el 0,01 % de la muestra o toda la muestra (es decir, el 100 %) puede comprender la célula diana
de interés. Por consiguiente, cualquier nimero de célula estd dentro del contexto de la presente divulgaciéon. En
determinados casos, puede ser deseable disminuir significativamente el volumen en el que las particulas y las células
se mezclan (es decir, aumentar la concentracién de células), para garantizar un maximo contacto de células y
particulas. Por ejemplo, en un caso, se utiliza una concentraciéon de aproximadamente 2 mil millones de células/ml. En
otro caso, se utilizan mas de 100 millones de células/ml. En un caso adicional, puede utilizarse una concentracién de
células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50 millones de células/ml. En otro caso mas, se utiliza una concentracién
de células de 75, 80, 85, 90, 95 o0 100 millones de células/ml. En otros casos, pueden utilizarse concentraciones de
125 0 150 millones de células/ml. El uso de altas concentraciones puede dar como resultado un mayor rendimiento
celular, activacion celular y ampliacién celular. Ademas, el uso de altas concentraciones celulares permite una captura
mas eficaz de células que pueden expresar débilmente antigenos diana de interés, tales como los linfocitos T CD28
negativos. Dichas poblaciones de células pueden tener valor terapéutico y seria deseable obtenerlas. Por ejemplo, el
uso de una alta concentracién de células permite una seleccién més eficaz de linfocitos T CD8+ que normalmente
tienen una expresién mas débil de CD28.

En un caso relacionado, puede ser deseable usar concentraciones mas bajas de células. Diluyendo significativamente
la mezcla de linfocitos T y particulas, se minimizan las interacciones entre particulas y células. De este modo, se
seleccionan las células que expresan cantidades elevadas de los antigenos deseados que se uniran a las particulas.
Por ejemplo, los linfocitos T CD4+ expresan niveles mas altos de CD28 y son capturados y estimulados con mayor
eficacia que los linfocitos T CD8+ en concentraciones diluidas. En un caso, la concentracién de células utilizada es de
aproximadamente 5x108/ml. En otros casos, la concentracidn utilizada puede ser de aproximadamente 1x10%ml a
aproximadamente 1x108/ml, y cualquier valor entero entre ambos.

El tampén en el que se suspenden las células puede ser cualquiera que sea apropiado para el tipo de célula en
particular. Cuando se utilizan determinados tipos de células, el tampén puede contener otros componentes, p. €],
suero al 1-5 %, necesario para mantener la integridad celular durante el proceso. En otro caso, las células y las perlas
pueden combinarse en medios de cultivo celular. Las células y las perlas pueden mezclarse, por ejemplo, por rotacién,
agitacién o cualquier medio para mezclar, durante un periodo de tiempo que varia desde un minuto a varias horas. A
continuacion, se concentra el contenedor de perlas y células mediante una fuerza, tal como colocandolo en un campo
magnético. Se eliminan los medios y las células no unidas y se lavan las células adheridas a las perlas u otra superficie,
por ejemplo, mediante bombeo a través de una bomba peristéltica, y a continuacién se resuspenden en medios
adecuados para el cultivo celular.

En un caso de la presente divulgacion, la mezcla puede cultivarse durante 30 minutos a varias horas
(aproximadamente 3 horas) a aproximadamente 14 dias o cualquier valor entero horario o minuto intermedio. En otro
caso, la mezcla puede cultivarse durante 21 dias. En un caso de la divulgacion, las perlas y los linfocitos T se cultivan
conjuntamente durante aproximadamente ocho dias. En otro caso, las perlas y los linfocitos T se cultivan
conjuntamente durante 2-3 dias. Como se ha descrito anteriormente, también pueden desearse varios ciclos de
estimulacién de tal manera que el tiempo de cultivo de los linfocitos T puede ser de 60 dias 0 mas. Las condiciones
apropiadas para el cultivo de linfocitos T incluyen un medio apropiado (por ejemplo, medio esencial minimo o medio
RPMI 1640 o, X-vivo 15, (BioWhittaker)) que puede contener factores necesarios para la proliferaciéon y la viabilidad,
incluyendo suero (p. ej., suero fetal bovino 0 humano) o interleucina-2 (IL-2), insulina o cualquier otro aditivo para el
crecimiento de las células. Los medios pueden incluir RPMI 1640, AIM-V, DMEM, MEM, o-MEM, F-12, X-Vivo 15y X-
Vivo 20, con aminoécidos y vitaminas afiadidos, sin suero o complementado con una cantidad apropiada de suero (o
plasma) o un conjunto definido de hormonas, y/o una cantidad de citocina(s) suficiente para el crecimiento y la
ampliacién de linfocitos T. Los antibidticos, p. ej., penicilina y estreptomicina, se incluyen solo en cultivos
experimentales, no en cultivos de células que se infunden en un sujeto. Las células diana se mantienen en condiciones
necesarias para favorecer el crecimiento, por ejemplo, una temperatura (p. ej., de 37 °C) y atmoésfera (p. ej., aire y CO2
al 5 %) adecuadas.

En un caso de la presente divulgacion, las proporciones entre perla:célula pueden adaptarse para obtener un fenotipo
de linfocito T deseado. En un caso particular, las proporciones entre perla:célula pueden variar para ampliar o eliminar
selectivamente linfocitos T (de memoria) especificos de antigeno. En un caso, la proporciéon particular entre
perla:célula utilizada elimina selectivamente linfocitos T especificos de antigeno. En un caso adicional, la proporcion
particular entre perla:célula utilizada amplia selectivamente linfocitos T especificos de antigeno. En algunos aspectos,
puede utilizarse cualquier proporcién siempre que se produzca la ampliaciéon o eliminacién deseada de linfocitos T
especificos de antigeno. Por lo tanto, las composiciones y métodos descritos en el presente documento pueden usarse
para ampliar poblaciones especificas de linfocitos T, o para eliminar poblaciones especificas de linfocitos T, para su
uso en cualquier diversidad de entornos inmunoterapicos descritos en el presente documento.

En otro caso, el tiempo de exposicidn a agentes estimuladores, tales como perlas recubiertas con anti-CD3/anti-CD28
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(es decir, 3x28), puede modificarse o adaptarse de tal manera que se obtenga un fenotipo de linfocitos T deseado. De
manera alternativa, una poblacién deseada de linfocitos T puede seleccionarse utilizando diversas técnicas de
seleccién, antes de la estimulaciéon. Se puede desear una mayor poblacién de linfocitos T auxiliares (TH, helper T),
normalmente CD4+ en lugar de linfocitos T citotéxicos o reguladores CD8+, porque una ampliacién de linfocitos TH
podria mejorar o restaurar la capacidad de respuesta inmunitaria general. Aunque muchas respuestas inmunitarias
especificas estdn mediadas por linfocitos T especificos de antigeno CD8+, que pueden causar directamente la lisis de
células diana o destruirlas, la mayoria de las respuestas inmunitarias requieren la ayuda de linfocitos T CD4+, que
expresan importantes moléculas inmunorreguladoras, tales como GM-CSF, CD40L e IL-2, por ejemplo. Cuando se
prefiere la ayuda mediada por CD4, un método, tal como el que se describe en el presente documento, que preserve
o mejore la proporcién CD4:CD8, podria ser muy beneficioso. El aumento del nimero de linfocitos T CD4+ puede
aumentar la cantidad de CD40L expresada por las células introducidas en los pacientes, mejorando posiblemente la
visibilidad de las células diana (mejora de la funcién de las APC). Pueden observarse efectos similares al aumentar el
namero de células infundidas que expresan GM-CSF o IL-2, todas ellas expresadas predominantemente por linfocitos
T CD4+. Asimismo, en determinadas aplicaciones, puede ser deseable utilizar una poblacién de linfocitos T
reguladores (p. ej., Autoimmun Rev. Agosto de 2002; 1(4): 190-7; Curr Opin Immunol. Diciembre de 2002; 14(6):771-
8) que pueda generarse y ampliarse utilizando los métodos descritos en el presente documento. De manera alternativa,
en situaciones en las que la ayuda de los CD4 es menos necesaria y se desea aumentar el nimero de linfocitos T
CD8+, también pueden utilizarse los enfoques XCELLERATE™ descritos en el presente documento, mediante, por
ejemplo, preseleccidn de linfocitos CD8+ antes de la estimulacién y/o cultivo. Pueden darse situaciones de este tipo
en las que se prefiera un aumento de los niveles de IFN-y o un aumento de la citdlisis de una célula diana. También
se puede modificar el tiempo y el tipo de exposiciéon a los agentes estimuladores para ampliar linfocitos T con un
repertorio de TCR deseado, p. €j., expresar genes deseados de la familia V.

Para efectuar el aislamiento de diferentes poblaciones de linfocitos T, los tiempos de exposicion a las particulas pueden
variar. Por ejemplo, en un caso preferido, los linfocitos T se aislan mediante incubacién con perlas 3x28, tal como
DYNABEADS® M-450, durante un periodo de tiempo suficiente para la seleccion positiva de los linfocitos T deseados.
En un caso, el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos. En un caso adicional, el periodo de tiempo es
de al menos 1, 2, 3, 4, 5 0 6 horas. Incluso en otro caso preferido, el periodo de tiempo es de 10 a 24 horas o més. En
un caso preferido, el periodo del tiempo de incubacién es o es de aproximadamente 24 horas. Para el aislamiento de
linfocitos T de pacientes con céncer, el uso de tiempos de incubacién més largos, tal como de al menos o de al menos
aproximadamente 24 horas, puede aumentar el rendimiento celular.

En determinados casos, los tiempos totales de estimulacién y/o ampliacién pueden ser de entre 2 y 15 dias, entre 2y
12 dias, entre 2y 12 dias, entre 2 y 8 dias, entre 2 y 6 dias, entre 2 y 4 dias, entre 4 y 12 dias, entre 4 y 10 dias, entre
4y 8 dias, entre 4 y 6 dias, entre 6 y 12 dias, entre 6 y 10 dias, entre 6 y 8 dias, entre 8 y 12 dias, entre 8 y 10 dias o
entre 10 y 12 dias, todos los intervalos inclusive. En algunos casos, las células se incuban y/o se incuban con un
reactivo estimulante (por ejemplo, una particula como se describe en el presente documento) durante al menos o al
menos aproximadamente 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias, 7 dias, 8 dias, 9 dias, 10 dias, 11 dias, 12 dias, 13
dias, 14 dias o mas de 14 dias. Cuando la estimulacién de los linfocitos T se lleva a cabo durante periodos de tiempo
més cortos, la poblacién de linfocitos T puede no aumentar en nimero, puede que su nimero no aumente tan
drasticamente, puede disminuir en nimero, o puede permanecer igual en nimero, pero la poblacién proporcionara
linfocitos T activados més fuertes y sanos que pueden seguir proliferando in vivo y/o parecerse mas al conjunto de
linfocitos T efectores naturales. Por ejemplo, cuando la estimulacién de los linfocitos T se lleva a cabo durante periodos
de tiempo més cortos, la poblacién de linfocitos T puede comprender un mayor porcentaje y/o proporcién de linfocitos
T indiferenciados o de tipo no indiferenciado, o de linfocitos T genomodificados, en comparacién con un proceso
paralelo en donde la estimulaciéon de los linfocitos T se lleva a cabo durante un periodo de tiempo mas largo. En
algunos casos, un periodo de tiempo més corto puede caracterizarse por un tiempo de incubacién total, en algunos
casos, un tiempo de incubacién total con un agente estimulador, de menos de o de menos de aproximadamente 6
dias, menos de o de menos de aproximadamente 5 dias, menos de o de menos de aproximadamente 4 dias, menos
de 0 menos de aproximadamente 3 dias, 0 menos de o menos de aproximadamente 2 dias. Dado que la disponibilidad
de los linfocitos T auxiliares suele ser el factor limitante en las respuestas de los anticuerpos a los antigenos proteicos,
la capacidad de ampliar selectivamente o infundir selectivamente una poblacién de linfocitos T rica en CD4+ en un
sujeto, es extremadamente beneficiosa. Otras ventajas de estas poblaciones enriquecidas se aprecian facilmente, ya
que los linfocitos T auxiliares activados que reconocen los antigenos presentados por los linfocitos B, proporcionan
dos tipos de estimulos, contacto fisicamente y produccién de citocinas, que dan lugar a la proliferacién y diferenciacién
de linfocitos B.

En algunos casos, las condiciones estimulantes no comprenden componentes o agentes de cultivo que se
complementan para preservar subconjuntos particulares de linfocitos T, por ejemplo, linfocitos T de tipo no
indiferenciado. Por lo tanto, en algunos casos, la eliminacién de componentes o agentes del cultivo de las condiciones
estimulantes puede contribuir a la eliminacién de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos casos, las
condiciones estimulantes no incluyen agentes, tales como N-acetil cisteina, que pueden utilizarse para modular y/o
ajustar la intensidad de la sefalizacién de TCR/CD3. En algunos aspectos, dichos agentes se eliminan o reducen en
cantidades/proporciones para aumentar la fuerza de la sefial activadora. En algunos aspectos, la condicién
estimuladora se lleva a cabo, o se lleva a cabo adicionalmente, excluyendo o reduciendo la concentracién de reactivos
de cultivo que se sabe o que es probable que reduzcan la MCIA y/o que promuevan la supervivencia de células mas
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maduras, tal como de células no indiferenciadas. En algunos casos, la condicién estimulante no incluye N-acetil
cisteina o incluye N-acetil cisteina en una cantidad o concentraciéon reducida. En algunos casos, la condicién
estimulante no incluye una IL-7 y/o IL-15 recombinante o incluye una cantidad o concentracién reducida de IL-7 o IL-
15 recombinante. En algunos casos, podrian incluirse aditivos de cultivo que ayuden o promuevan adicionalmente la
eliminacién de células no indiferenciadas (p. ej., toxina unida a CD45RO).

C. Composicién estimulada

También se desvela una composiciéon estimulada producida por los métodos de incubacion (p. ej., estimulacién)
descritos. En algunos casos, las células de la composicién estimulada también se genomodifican, p. ej., para introducir
un receptor de antigeno genomodificado, después de la incubacién de la composicién de entrada. En algunos casos,
el método incluye ademas la incubacién en presencia de uno o mas agentes estimulantes durante la fase de
genomodificacion.

Las células de la composicion estimulada que no han sufrido apoptosis utilizando los métodos de incubaciéon (p. ej.,
estimulacion) descritos en el presente documento, pueden aumentar la policlonalidad de dicha poblacién restante de
linfocitos T, medida a través de la amplitud de la respuesta de la poblacién a un antigeno dado. El restablecimiento o
aumento de la policlonalidad puede medirse determinando la amplitud de la respuesta a un antigeno de interés
particular, por ejemplo, midiendo el nimero de epitopos diferentes reconocidos por las células especificas de antigeno.
Esto puede llevarse a cabo utilizando técnicas estandar para generar y clonar linfocitos T especificos de antigeno in
vitro.

En algunos casos de los métodos desvelados en el presente documento, las condiciones de cultivo inducen
preferentemente la ampliacién, proliferacién y/o supervivencia de linfocitos T de tipo no indiferenciado en comparacion
con los linfocitos T de tipo indiferenciado. La ampliacién, proliferacidén y/o supervivencia preferente de un primer tipo o
poblacién celular en comparacién con un segundo tipo o poblacién celular significa que la ampliacién, proliferacién y/o
supervivencia relativa es mayor para el primer tipo o poblacién que para el segundo. Esto puede incluir un escenario
en el que el porcentaje del primer tipo o poblacién celular ampliada, proliferada y/o que haya sobrevivido es mayor,
y/o que el grado (p. €j., grado global o promedio entre las células de la poblacién o tipo) al que se expanden, proliferan
y/o sobreviven las células es mayor para la primera poblacién o tipo que para la segunda.

En algunos casos, la expansién, proliferacion y/o supervivencia preferente se expresa comparando el porcentaje de
células de tipo indiferenciado en la composicién de entrada con el porcentaje de células genomodificadas en la
composicién estimulada que proceden de células de tipo indiferenciado en la composicién de entrada original. En
algunos ejemplos, el porcentaje de células genomodificadas de la composicién estimulada, de la que se obtienen
células de tipo indiferenciado de la composicién de entrada original, es generalmente mayor que el de las primeras en
las condiciones estimulantes descritas en el presente documento. Por ejemplo, en un caso, el porcentaje de células
de la composiciéon estimulada de la que se obtienen células de tipo indiferenciado de la composicién de entrada
original, es mayor que el porcentaje de células indiferenciadas de la composicién iniciadora de cultivo. En un aspecto,
la composicién de entrada (o los linfocitos T que contiene) incluye o incluye aproximadamente un 70 % de linfocitos T
de tipo indiferenciado y un 30 % de linfocitos T de tipo no indiferenciado, mientras que es superior al 50 %, p. €j., al
menos un 70 %, de las células genomodificadas en la composicién estimulada resultante que proceden de células de
tipo indiferenciado en la composicién de entrada. En algunos casos, usando otras condiciones, tal como una
estimulacién con agente(s) que induce(n) una sefial fuerte a través del complejo TCR, daria como resultado menos
del 50 %, p. €j., en o aproximadamente del 5-10 % de las células de la composicién estimulada sean de origen de tipo
no indiferenciado. En algunos casos, las condiciones estimulantes inducen una sefial fuerte que induce la muerte
celular inducida por activacién en linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada.

En algunos casos, el porcentaje de linfocitos T de tipo indiferenciado o de células procedentes de los linfocitos T de
tipo indiferenciado de la composicién de entrada en la composicién estimulada se multiplica por mas de, o mas de
aproximadamente, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 10 veces, 50
veces, 100 veces en comparacién con la composicién de entrada. En algunos casos, la proporcién de células
procedentes de los linfocitos T de tipo indiferenciado de la composicién de entrada en comparacién con las células
procedentes de los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién de entrada o la proporcién de linfocitos T
de tipo indiferenciado en comparacién con los linfocitos T de tipo no indiferenciado en la composicién estimulada se
multiplica por mas de, o0 mas de aproximadamente, 1,5 veces, 2 veces, 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 7 veces,
8 veces, 9 veces, 10 veces, 50 veces, 100 veces en comparacion con la proporcién de linfocitos T de tipo indiferenciado
frente a linfocitos T de tipo no indiferenciado en la composicién de entrada. En algunos casos, la composicién
estimulada comprende mas del 75 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % de células
que proceden de linfocitos T de tipo indiferenciado de la composicién de entrada.

En algunos casos de uso del método de estimulacién de linfocitos T descrito en el presente documento, de la células
de la composicién de entrada, un mayor porcentaje de los linfocitos T de tipo indiferenciado, en comparacién con los
linfocitos T de tipo no indiferenciado, se inducen a proliferar y/o se activan. En algunos aspectos, la composicioén
estimulada resultante de los métodos de estimulacién descritos en el presente documento contiene menos del 10 %
de células procedentes de linfocitos T de tipo no indiferenciado. En algunos casos, la composicion estimulada contiene
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menos del 9 %, 8 %, 7 %, 6 %, 5%, 4 %, 3%, 2%, 1%, 0,5 % o 0,1 % de células procedentes de linfocitos T no
indiferenciados. En algunos casos, un mayor porcentaje de los linfocitos T que eran de tipo indiferenciado en la
composicién de entrada, en comparacidén con el porcentaje de los linfocitos T que eran de tipo no indiferenciado en la
composicién de entrada, se divide los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 después de iniciar dicha incubacién. En algunos
casos, las condiciones estimulantes inducen la muerte celular. En ejemplos particulares, las condiciones estimulantes
del método inducen la activacién de linfocitos T de tipo no indiferenciado, induciendo de este modo la muerte celular
inducida por activacién (MCIA).

En algunos casos, el método incluye condiciones estimulantes capaces de inducir la proliferacién de un mayor
porcentaje de células de la poblacién de linfocitos T de tipo indiferenciado, en comparacién con los linfocitos T de tipo
no indiferenciado, los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 después de iniciar la incubacién en las condiciones.

En algunos casos, las condiciones estimulantes producen una composicion estimulada, en donde las condiciones
estimulantes inducen preferentemente la ampliacién de linfocitos T de tipo indiferenciado de tal manera que se produce
una cantidad diana de linfocitos T de la composicidén estimulada procedente de linfocitos T de tipo indiferenciado de la
composicién de entrada. En algunos casos, la composicién estimulada también se ajusta para lograr una proporcién
preferida de linfocitos T CD4:CD8. En algunos casos, se pueden eliminar poblaciones celulares particulares de la
composicién estimulada para conseguir una proporcién CD4:CD8 preferida.

En algunos casos, las condiciones estimulantes, p. ], en las que se incuban las composiciones de entrada, inducen
preferentemente la ampliacién, proliferacién y/o supervivencia de linfocitos T de tipo indiferenciado o un subconjunto
de los mismos en comparacién con linfocitos T de tipo no indiferenciado o un subconjunto de los mismos. En algunos
aspectos, las condiciones estimulantes activan fuertemente los linfocitos T de tipo no indiferenciado de la composicién
de entrada, activando de este modo la muerte celular particularmente en los linfocitos T de tipo no indiferenciado de
la composicién de entrada. En algunos aspectos, de este modo se favorece preferentemente la supervivencia de los
linfocitos T de tipo indiferenciado. En algunos aspectos, dichas condiciones estimulantes conducen a un nivel reducido
de toxicidad y/o a resultado(s) o sintoma(s) asociado(s) a la toxicidad después de la administracién a los sujetos de
las células y composiciones producidas por los métodos.

La induccidén de una respuesta determinada o su induccién preferente en una poblacién con respecto a otra puede
medirse mediante diversos métodos. Por ejemplo, la induccién de una célula a entrar en el ciclo celular puede medirse
mediante métodos basados en citometria de flujo, incluidos los que implican el uso de colorantes y otros agentes, tales
como CFSE vy otros agentes intercalantes para evaluar la divisién celular, seguida de una evaluacién por citometria de
flujo, evaluacién de la incorporacién de timidina marcada con tritio (H3) y agentes similares, y/o recuento de células.
Las comparaciones pueden hacerse evaluando varias poblaciones de pruebas puras, tal como mediante la
comparacién de poblaciones de linfocitos T indiferenciados y no indiferenciados en condiciones particulares, por
separado. La activacion puede medirse, por ejemplo, a través de la secrecién de diversas citocinas y/o la regulacién
en aumento o la expresién de diversos marcadores de activacién, entre los que se incluyen, CD25, CD869, y/o el
tamafio celular (p. ej., dispersiéon directa medida por citometria de flujo). La supervivencia y/o la apoptosis pueden
evaluarse mediante diversos métodos, incluidos los métodos de citometria de flujo, la incorporaciéon de diversos
colorantes, incluido el yoduro de propidio, y la tincién con agentes tales como la tincién con anexina V y agentes
similares.

En algunos casos, el porcentaje de linfocitos T de tipo indiferenciado en la composicién de entrada es menor que el
porcentaje de linfocitos T en la composicién estimulada procedente de linfocitos T de tipo indiferenciado en la
composicién de entrada. En algunos casos, los métodos desvelados en el presente documento que producen un mayor
porcentaje de las células introducidas con el acido nucleico son, o se obtienen de la proliferacién de, linfocitos T de
tipo indiferenciado en la composicién de entrada, en comparacion con los linfocitos T de tipo no indiferenciado en la
composicién de entrada. Se desvelan diversos ajustes de las condiciones estimulantes para favorecer respuestas y/o
los resultados en tipos celulares particulares, por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N.° 8.617.884, y en la solicitud de
patente de EE.UU. N.° de publicacién: US 20030235908 A1.

En algunos casos, la composicién estimulada contiene células que expresan o se obtienen de células que expresan
marcadores particulares de linfocitos T de tipo indiferenciado. Por ejemplo, la composicién estimulada producida por
los métodos desvelados se obtiene de poblaciones de células que son positivas en superficie para un marcador de
activacién de linfocitos T seleccionado del grupo que consiste en CD27, CD28, CD45RA y CCR7. En algunos casos,
la composicién estimulada producida por los métodos desvelados se obtiene de poblaciones de células que son
negativas en superficie para un marcador de activacién de linfocitos T tal como CD62L. En algunos aspectos, las
células de la composicién estimulada son, o proceden de, células cuya superficie es negativa para CD56 y/o CD45RO.
En algunos casos particulares, la composicién estimulada producida por los métodos desvelados se obtiene de
poblaciones de células que son CD27+, CD45RA+, CD45RO- y CCR7+. En algunos casos, las células de la
composicion estimulada son, o proceden de, células que son negativas para la expresion intracelular de una citocina
tal como IL-2, IFN-y, IL-4 y/o IL-10. En otros ejemplos, las células de la composicién estimulada son, o proceden de,
células que son negativas para la expresion de los marcadores CD25 y/o perforina. En algunos casos, las células de
la composicion estimulada son, o proceden de, células que son CD95v.
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En algunos casos, la composicién estimulada contiene células que proceden de al menos un 40 %, al menos un 50 %,
al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, o al menos un 90 % de linfocitos T que son positivos en
superficie para un marcador de activacién de linfocitos T tal como CD27, CD28, CD45RA y CCR7 y negativos en
superficie para CD62L. En algunos casos, la composicién estimulada contiene células que proceden de al menos un
40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, o al menos un 90 % de los linfocitos
T que son negativos en superficie para CD56 y/o CD45RO. En algunos aspectos, la composiciéon estimulada contiene
células que proceden de al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un
80 %, o al menos un 90 % de los linfocitos T que son negativos en superficie para CD45RO y positivos en superficie
celular para CD27, CD45RA y CCRY7. En algunos ejemplos, la composicién estimulada contiene células que proceden
de al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, o al menos un
90 % de los linfocitos T que son negativos para la expresion intracelular de una citocina tal como la IL-2, IFN-y, IL-4,
IL-10. En algunos aspectos, la composicién estimulada contiene células que proceden de al menos un 40 %, al menos
un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, o al menos un 90 % de los linfocitos T que son
negativos para la expresion de los marcadores CD25 y/o perforina. En algunos casos, la composicién estimulada
contiene células que proceden de al menos un 40 %, al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al
menos un 80 %, o al menos un 90 % de los linfocitos T que son CD95P,

En determinados casos, la composicién estimulada es més policlonal o multiclonal en comparacién con la composicioén
de entrada. En algunos casos, la composicién estimulada es méas diversa en comparacién con la composicién de
entrada. En algunos casos, este aumento de la policlonalidad comprende un desplazamiento de la mono a la
oligoclonalidad o a la policlonalidad de la poblacién de linfocitos T medido a través de un perfil de espectratipos de VB,
Va, Vy o Vd de al menos un gen de la familia de VB, Va, Vy o V8. La estimulacién y activacién de las células restantes
que han sobrevivido, que se han ampliado y proliferado, utilizando los métodos desvelados, puede aumentar la
policlonalidad de dichos linfocitos T restantes de la composiciéon estimulada, medida a través de la amplitud de la
respuesta de la poblacién a un antigeno dado. La restauraciéon o el aumento de la policlonalidad de la composicidén
estimulada puede medirse determinando la amplitud de la respuesta a un antigeno de interés particular, por ejemplo,
midiendo el nimero de epitopos diferentes reconocidos por las células especificas de antigeno. Esto puede llevarse
a cabo utilizando técnicas estandar para generar y clonar linfocitos T especificos de antigeno in vitro.

Il. METODOS DE GENOMODIFICACION DE CELULAS

En algunos casos, el método incluye ademas la introduccién de un receptor recombinante genomodificado, p. €j., un
receptor quimérico, tal como el receptor quimérico para el antigeno (CAR), en la composicién estimulada de linfocitos
T, generando una composicién de salida que comprenda linfocitos T que expresen el receptor recombinante
genomodificado. En algunos casos, la incubacién de la composicién de entrada en condiciones estimulantes se realiza
antes, durante y/o después de la introduccidén de un é&cido nucleico que codifica un receptor recombinante
genomodificado. En algunos ejemplos, la introduccién es por transduccién. En algunos casos, los métodos desvelados
producen una composicién estimulada que puede transducirse uniformemente. En algunos aspectos, el acido nucleico
contiene un vector virico. En algunos casos, el vector virico es un vector retrovirico. En algunos ejemplos, el vector
virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico. El método, en algunos casos, incluida la introduccién, se
realiza in vitro o ex vivo.

Por tanto, los métodos desvelados en el presente documento incluyen una o més etapas para preparar células para
su genomodificacién. En determinados casos, la una o mas etapas incluyen el aislamiento de células de una muestra
biolégica, la estimulaciéon de una composicién de células de entrada, y la preparacién de una composicién de células
que van a genomodificarse. También se desvelan poblaciones de dichas células, composiciones que contienen dichas
células y/o que estan enriquecidas de dichas células, tales como en el que las células que expresan el receptor
recombinante, p. ej., un receptor quimérico, constituyen al menos el 50, 60, 70, 80, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98,
99 por ciento 0 més del total de células en la composicién o células de un determinado tipo, tal como linfocitos T o
linfocitos CD8+ o CD4+. Entre las composiciones se encuentran composiciones farmacéuticas y formulaciones para
administracién, tal como para la terapia celular adoptiva. También se desvelan métodos para genomodificar, producir
o generar dichas células, métodos para administrar las células y composiciones a sujetos, p. €j., pacientes y métodos
para detectar, seleccionar, aislar o separar dichas células. Por tanto, se desvelan células genomodificadas que
expresan los receptores recombinantes, p. ej., los CAR.

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 heterélogos, es decir, que normalmente no estdn presentes en una célula o0 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 genomodificando 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 acidos nucleicos que codifican diversos dominios de mdultiples tipos de
células diferentes.

A. Genomodificacion

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 992909 T3

1. Receptores de antigenos recombinantes

En algunos casos, se desvelan células genomodificadas, tales como linfocitos T, que expresan un CAR con
especificidad por un antigeno (o marcador o ligando) particular, 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, p. ej., en 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 genomodificadas.

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 citoplasméatica (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) (p. €j., un dominio de sefializacién citoplasmatica de una cadena zeta de una cadena CD3-zeta
(CD3C) o una variante funcional o porcién de sefializacién de la misma) y/o que comprende un motivo de activacién
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 antigeno ligando (p. ej. 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).

Como receptores de antigenos ilustrativos, incluidos los CAR, y los métodos para genomodificar e introducir dichos
receptores en las células, se incluyen los descritos, por ejemplo, en las publicaciones de solicitud de patente
internacional numero WO2000/14257, WQ02013/126726, WO02012/129514, W02014031687, WO2013/166321,
WO2013/071154, WO2013/123061, en las publicaciones de solicitud de patente de Estados Unidos nimero
US2002131960, US2013287748, US20130149337, en la patentes de Estados Unidos N.°: 6.451.995, 7.446.190,
8.252.592, 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 en la solicitud de patente europea niumero EP2537416, y/o en las descritas por Sadelain ef 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 publicacidn de solicitud de patente internacional N.°: W0O/2014055668 A1. Como ejemplos de los CAR
incluyen los CAR que se desvelan en cualquiera de las publicaciones mencionadas anteriormente, tal como
W0O2014031687, US 8339645, US 7446179, US 2013/0149337, patente de Estados Unidos N.°: 7.446.190, patente
de Estados Unidos N.°: 8389282, Kochenderfer et al., 2013, Nature Reviews Clinical Oncology, 10, 267-276 (2013);
Wang et al. (2012) J. Immunother. 35(9): 689-701; y Brentjens et al., Sci Transl Med. 2013 5(177). Véanse también
los documentos W02014031687, US 8339645, US 7446179, US 2013/0149337, patente de Estados Unidos N.°:
7.446.190 y patente de Estados Unidos N.°: 8.389.282.

En algunos casos, el CAR se construye con una especificidad por un antigeno (o marcador o ligando) particular, tal
como un antigeno expresado en un tipo de célula particular al que se dirigira la terapia adoptiva, p. ej., 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 tanto, el CAR incluye normalmente en su porcién extracelular una o més
moléculas de unién a antigeno, tales como uno o mas fragmentos de unién a antigeno, dominio, o porcién, o uno o
més dominios variables de anticuerpo, y/o moléculas de anticuerpo. En algunos casos, el CAR incluye una porcién de
unidén 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 la porcidén de unién a antigeno del mismo se expresa en células como parte de un
receptor recombinante, tal como un receptor de antigeno. Entre los receptores de antigenos se encuentran los
receptores funcionales de antigenos que no son TCR, tal como los receptores de antigenos quiméricos (CAR). En
general, 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, esta unido a uno 0 mas componentes de sefializacion 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 (p. ej. CAR), incluye un dominio de unién
a ligando que se une, tal como se une especificamente, a un antigeno (o a un ligando). Entre los antigenos dirigidos
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por los receptores quiméricos se encuentran los expresados en el contexto de una enfermedad, afeccién o tipo de
célula a la que se dirigira a través de la terapia celular adoptiva. Entre las enfermedades y afecciones se encuentran
las enfermedades y trastornos proliferativos, neoplasicos y malignos, incluidos canceres y tumores, incluidos canceres
heméticos, canceres del sistema inmunitario, tales como linfomas, leucemias y/o mielomas, tales como leucemias B,
T y mieloides, linfomas y mielomas multiples.

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 afeccion, p. ej., en células tumorales o patdégenas, 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 genomodificadas.

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 inalterado, expresado en la superficie de una célula.

En determinados casos, el antigeno es integrina avpé (integrina avb6), antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA),
B7-H3, B7-H6, anhidrasa carbénica 9 (CA9, también conocida como CAIX o G250), un antigeno del cancer de
testiculo, antigeno 1B de cancerftesticulo (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, CD44v6, CD44v7/8, CD123, CD133, CD138, CD171, condroitin
sulfato proteoglucano 4 (CSPG4), proteina del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), 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 (FCRLS5; también
conocido como receptor Fc homéblogo 5 o FCRHS), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal), una proteina de unién a
folato (FBP), receptor alfa de folato, gangliésido GD2, GD2 O-acetilado (OGD2), gangliésido GD3, glucoproteina 100
(gp100), glipicano-3 (GPC3), Receptor 5D acoplado a proteina G (GPRC5D), 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 alfa 2 de IL-13 (IL-13Ra2), receptor del
dominio de insercién de cinasa (kdr), cadena ligera kappa, molécula L1 de adhesién celular (L1-CAM), epitopo CE7
de L1-CAM, miembro A de la familia 8 que contiene repeticiones ricas en leucina (LRRC8A), Lewis Y, antigeno
asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-A3, MAGE-A8, MAGE-A10, mesotelina (MSLN), c-Met, citomegalovirus
(CMV) murino, mucina 1 (MUC1), MUC186, ligandos citoliticos naturales del miembro D de grupo 2 (NKG2D), melan A
(MART-1), molécula de adhesién celular neural (NCAM), antigeno oncofetal, antigeno preferentemente expresado del
melanoma (PRAME), receptor de progesterona, un antigeno especifico de préstata, antigeno prostético de células
madre (PSCA), antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA), receptor 1 huérfano similar a tirosina cinasa
receptora (ROR1), survivina, glucoproteina trofoblastica (TPBG también conocida como 5T4), glucoproteina 72
asociada a tumores (TAG72), proteina 1 relacionada con tirosinasa (TRP1, también conocida como TYRP1 o gp75),
proteina 2 relacionada con tirosinasa (TRP2, también conocida como dopacromo tautomerasa, dopacromo delta-
isomerasa o DCT), receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento
endotelial vascular ((VEGFR2), Tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégeno o expresado por
patégeno, o un antigeno asociado con una etiqueta universal, y/o moléculas biotiniladas, y/o moléculas expresadas
por el VIH, el VHC, el VHB u otros patégenos. Los antigenos a los que se dirigen los receptores incluyen, en algunos
casos, antigenos asociados a una neoplasia malignha de linfocitos B, tal como cualquiera de una serie de marcadores
de linfocitos B conocidos. En algunos casos, el antigeno es o incluye CD20, CD19, CD22, ROR1, CD45, CD21, CD5,
CD33, Igkappa, Iglambda, CD79a, CD79b o CD30.

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

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

En algunos casos, el scFv procede de FMC63. FMCB3 se refiere generalmente a un anticuerpo de 1IgG1 monoclonal
de raton generado contra células Nalm-1 y -16 que expresan CD19 de origen humano (Ling, N. R., et al. (1987).
Leucocyte typing Ill. 302). El anticuerpo FMC63 comprende la CDR (regién determinante de la complementariedad)
H1 y H2 expuestas en las SEQ ID NO: 38, 39 respectivamente, la CDRH3 expuesta en las SEQ ID NO: 40 o 54. la
CDRL1 expuesta en las SEQ ID NO: 35y la CDR L2 36 0 55 y secuencias CDR L3 37 o 34. El anticuerpo FMC63
comprende la regién variable de cadena pesada (Vu) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 41
y la regién variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 42. En algunos
casos, el scFv comprende una cadena ligera variable que contiene la secuencia CDRL1 de SEQ ID NO:35, una
secuencia CDRL2 de SEQ ID NO:36, y una secuencia CDRL3 de SEQ ID NO:37 y/o una cadena pesada variable que
contiene una secuencia CDRH1 de SEQ ID NO:38, una secuencia CDRH2 de SEQ ID NO:39, y una secuencia CDRH3
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de SEQ ID NO:40. En algunos casos, el scFv comprende una regidn variable de cadena pesada de FMCG63 expuesta
en SEQ ID NO:41 y una regién variable de cadena ligera de FMC63 expuesta en SEQ ID NO:42. En algunos casos,
la cadena pesada variable y la cadena ligera variable estdn conectadas por un enlazador. En algunos casos, el
enlazador es como se expone en la SEQ ID NO: 56. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una Vy, un
enlazador y una V. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una V(, un enlazador y una Vy. En algunos
casos, el scFv esta codificado por una secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO:57 o una secuencia que
presenta al menos un 85%, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 57. En algunos casos, el scFv comprende la secuencia de aminoacidos
expuesta en la SEQ ID NO:43 o una secuencia que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 43.

En algunos casos, el scFv procede de SJ25C1. SJ25C1 es un anticuerpo de IgG1 monoclonal de ratén generado
contra células Nalm-1 y -16 que expresan CD19 de origen humano (Ling, N. R., et al. (1987). Leucocyte typing Ill.
302). El anticuerpo SJ25C1 comprende las secuencias de CDRH1, H2 y H3 expuestas en las SEQ ID NO: 47-49,
respectivamente, y las secuencias de CDRL1, L2 y L3 expuestas en las SEQ ID NO: 44-46, respectivamente. El
anticuerpo SJ25C1 comprende la regién variable de cadena pesada (Vu) que comprende la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 50 y la region variable de cadena ligera (VL) que comprende la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 51. En algunos casos, el scFv comprende una cadena ligera variable que contiene la secuencia CDRL1 de SEQ
ID NO:44, una secuencia CDRL2 de SEQ ID NO: 45, y una secuencia CDRL3 de SEQ ID NO:46 y/o una cadena
pesada variable que contiene una secuencia CDRH1 de SEQ ID NO:47, una secuencia CDRH2 de SEQ ID NO:48, y
una secuencia CDRH3 de SEQ ID NO:49. En algunos casos, el scFv comprende una regién variable de cadena pesada
de SJ25C1 expuesta en SEQ ID NO:50 y una regidn variable de cadena ligera de SJ25C1 expuesta en SEQ ID NO:51.
En algunos casos, la cadena pesada variable y la cadena ligera variable estdn conectadas por un enlazador. En
algunos casos, el enlazador es como se expone en la SEQ ID NO: 52. En algunos casos, el scFv comprende, en
orden, una Vy, un enlazador y una V.. En algunos casos, el scFv comprende, en orden, una V|, un enlazador y una
Vu. En algunos casos, el scFv comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:53 o una secuencia
que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o
99 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 53.

En algunos casos, el antigeno o dominio de unién a antigeno es BCMA. En algunos casos, el scFv contiene una VH
y una VL procedentes de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo especifico contra BCMA. En algunos casos,
el anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a BCMA es o contiene una VH y una VL de un anticuerpo o de un
fragmento de anticuerpo expuesto en las publicaciones de solicitud de patente internacional nimero WO 2016/090327
y WO 2016/090320.

En algunos casos, el antigeno o dominio de unién a antigeno es GPRCS5D. En algunos casos, el scFv contiene una
VH y una VL procedentes de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo especifico contra GPRC5D. En algunos
casos, el anticuerpo o fragmento de anticuerpo que se une a GPRC5D es o contiene una VH y una VL de un anticuerpo
o de un fragmento de anticuerpo expuesto en las publicaciones de solicitud de patente internacional nimero WO
2016/090329 y WO 2016/090312.

En algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo similar al TCR, tal como un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno (por ejemplo, scFv) que reconoce especificamente un antigeno intracelular, tal como un antigeno asociado
a un tumor, presentado en la superficie celular como un complejo MHC-péptido. En algunos casos, un anticuerpo o
una porcién de unién a antigeno del mismo que reconoce un complejo MHC-péptido puede expresarse en células
como parte de un receptor recombinante, tal como un receptor de antigeno. Entre los receptores de antigenos se
encuentran los receptores funcionales de antigenos que no son TCR, tal como los receptores de antigenos quiméricos
(CAR). En general, 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.

La referencia al "complejo principal de histocompatibilidad" (CMH) se refiere a una proteina, generalmente una
glucoproteina, que contiene un sitio de unién o surco de unién peptidico polimorfo que puede, en algunos casos,
formar un complejo con antigenos peptidicos de polipéptidos, incluidos los antigenos peptidicos procesados por la
magquinaria celular. En algunos casos, las moléculas del MHC pueden mostrarse o expresarse en la superficie celular,
incluido como complejo con péptido, es decir, complejo MHC-péptido, para la presentacién de un antigeno en una
conformacién reconocible por un receptor de antigeno en los linfocitos T, tal como un TCR o un anticuerpo similar al
TCR. En general, las moléculas del MHC de clase | son heterodimeros que tienen una cadena a que atraviesa la
membrana, en algunos casos con tres dominios @, y una microglobulina B2 asociada de manera no covalente. En
general, las moléculas del MHC de clase Il estdn compuestas por dos glucoproteinas transmembrana, ay B, ambas
de las cuales normalmente atraviesan la membrana. Una molécula del MHC puede incluir una porcidén efectiva de un
MHC que contenga un sitio o sitios de unién a antigeno para unir un péptido y las secuencias necesarias para el
reconocimiento por el receptor de antigeno apropiado. En algunos casos, las moléculas del MHC de clase | suministran
péptidos, que se originan en el citosol, a la superficie celular, donde un complejo MHC-péptido es reconocido por los
linfocitos T, tal como generalmente linfocitos T CD8*, aunque, en algunos casos, linfocitos T CD4+. En algunos casos,
las moléculas del MHC de clase |l suministran péptidos, que se originan en el sistema vesicular, a la superficie celular,
donde son reconocidos normalmente por linfocitos T CD4*. En general, un grupo de locus relacionados codifica las
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moléculas del MHC, que en conjunto recibe el nombre de H-2 en el ratén y antigeno leucocitario humano (HLA, human
leukocyte antigen) en el ser humano. Por consiguiente, normalmente el MHC humano también puede denominarse
antigeno leucocitario humano (HLA).

La expresion "complejo MHC-péptido" o "complejo péptido-MHC" o variaciones de la misma, se refiere a un complejo
0 asociaciéon de un antigeno peptidico y una molécula del MHC, tal como, generalmente, mediante interacciones no
covalentes del péptido en el surco o hendidura de unién de la molécula del MHC. En algunos casos, el complejo MHC-
péptido esté presente o se muestra en la superficie de las células. En algunos casos, el complejo MHC-péptido puede
ser reconocido especificamente por un receptor de antigeno, tal como un TCR, un CAR similar al TCR o porciones de
unién a antigeno de los mismos.

En algunos casos, un péptido, tal como un antigeno o epitopo peptidico, de un polipéptido puede asociarse a una
molécula del MHC, tal como para el reconocimiento por un receptor de antigeno. En general, el péptido procede de, o
se basa en, un fragmento de una molécula biolégica mas larga, tal como un polipéptido o una proteina. En algunos
casos, normalmente el péptido tiene una longitud de aproximadamente 8 a aproximadamente 24 aminoacidos. En
algunos casos, un péptido tiene una longitud de, o de aproximadamente, 9 a 22 aminoacidos para el reconocimiento
en el complejo del MHC de Clase Il. En algunos casos, un péptido tiene una longitud de, o de aproximadamente, 8 a
13 aminoécidos para el reconocimiento en el complejo del MHC de Clase |. En algunos casos, después del
reconocimiento del péptido en el contexto de una molécula del MHC, tal como el complejo MHC-péptido, el receptor
de antigeno, tal como el TCR o el CAR similar al TCR, produce o desencadena una sefial de activacioén del linfocito T
que induce una respuesta de linfocitos T, tal como la proliferaciéon de linfocitos T, la produccién de citocinas, una
respuesta de linfocitos T citotéxicos u otra respuesta.

En algunos casos, puede producirse un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno similar al TCR (véanse, p. €],
las solicitudes publicadas de EE.UU. n.° US 2002/0150914; US 2003/0223994; US 2004/0191260; US 2006/0034850;
US 2007/00992530; US20090226474; US20090304679; y la publicacién PCT internacional n.° WO 03/068201).

En algunos casos, un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a un
complejo MHC-péptido, puede producirse inmunizando a un hospedador con una cantidad eficaz de un inmunégeno
que contenga un complejo MHC-péptido especifico. En algunos casos, el péptido del complejo MHC-péptido es un
epitopo de antigeno capaz de unirse al MHC, tal como un antigeno tumoral, por ejemplo, un antigeno tumoral universal,
un antigeno de mieloma u otro antigeno, como se describe mas adelante. En algunos casos, después se administra
una cantidad eficaz del inmunégeno a un hospedador para suscitar una respuesta inmunitaria, en donde el
inmunégeno conserva una forma tridimensional del mismo durante un periodo de tiempo suficiente para suscitar una
respuesta inmunitaria contra la presentacion tridimensional del péptido en el surco de unién de la molécula del MHC.
A continuacién, se analiza el suero recogido del hospedador para determinar si se estan produciendo los anticuerpos
deseados que reconocen una presentacion tridimensional del péptido en el surco de unién de la molécula del MHC.
En algunos casos, los anticuerpos producidos pueden analizarse para confirmar que el anticuerpo puede diferenciar
el complejo MHC-péptido de la molécula del MHC en solitario, el péptido de interés en solitario y un complejo de MHC
y péptido irrelevante. A continuacién, los anticuerpos deseados pueden aislarse.

En algunos casos, puede producirse un anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo, que se una
especificamente a un complejo MHC-péptido empleando métodos de presentacidn de bibliotecas de anticuerpos, tales
como bibliotecas fagotecas de anticuerpos. En algunos casos, pueden generarse fagotecas de presentacion de Fab,
scFv u otras formas de anticuerpos mutantes, por ejemplo, en la que los miembros de la biblioteca estdn mutados en
uno o mas restos de una o varias CDR. Véanse, p. €]., las solicitudes de EE. UU. publicadas con N.° US20020150914,
US2014/0294841; y Cohen CJ. et al. (2003) J Mol. Recogn. 16:324-332.

En el presente documento, el término "anticuerpo" se usa en el sentido mas amplio e incluye anticuerpos policlonales
y monoclonales, incluyendo anticuerpos y fragmentos funcionales de anticuerpos (de unién a antigeno) inalterados,
incluyendo fragmentos de unién a antigeno (Fab), fragmentos F(ab'),, fragmentos Fab', fragmentos Fv, fragmentos de
IgG recombinante (rlgG), regiones de cadena pesada variable (V) capaces de unirse especificamente al antigeno,
fragmentos de anticuerpos monocatenarios, incluyendo fragmentos variables monocatenarios (scFv) y fragmentos de
anticuerpos de un solo dominio (p. ej., sdAb, sdFv, nanocuerpo). El término abarca formas de inmunoglobulinas
genomodificadas y/o modificadas de otro modo, tales como intracuerpos, pepticuerpos, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos completamente humanos, anticuerpos humanizados y anticuerpos heteroconjugados, anticuerpos
multiespecificos, p. ej., biespecificos, diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos, di-scFv en tAndem, tri-scFv en tAndem.
A menos que se indique lo contrario, 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 |gG y sus subclases, IgM, IgE, IgA e IgD.

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 unidén a
antigeno (un Fab, F(ab')2, Fv o un Fv monocatenario (scFv)). En otros casos, la regién constante de cadena pesada
del anticuerpo se elige, p. ej., entre 19G1, 19gG2, 1gG3, 1gG4, IgM, I1gA1, IgA2, IgD e IgE, particularmente se elige, p.
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ej., entre IgG1, 1gG2, 19G3 e IgG4, mas particularmente, 1gG1 (p. €j., IgG1 humana). En otro caso, la regién constante
de cadena ligera del anticuerpo se elige, p. €j., entre 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')s; diacuerpos; anticuerpos lineales; regiones de cadena pesada variable (V4),
moléculas de anticuerpos monocatenarios tales como scFv y anticuerpos sencillos de un solo dominio Vy; 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 los scFv.

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 natural tienen generalmente estructuras similares, comprendiendo
cada dominio cuatro regiones estructurales (FR) conservadas y tres CDR. (Véase, p. €]., Kindt ef al. Kuby Immunology,
62 ed., W. H. Freeman y Co., pagina 91 (2007). Un solo dominio Vy 0 V| puede ser suficiente para conferir especificidad
de unién a antigeno. Adicionalmente, para explorar una biblioteca de dominios V| 0 V4 complementarios, pueden
aislarse anticuerpos que se unan a un antigeno particular usando un dominio Vy o V| de un anticuerpo que se una al
antigeno, respectivamente. Véase, p. ¢j., Portolano et al., J. Immunol. 150:880-887 (1993); Clarkson et al., Nature
352:624-628 (1991).

Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpo que comprenden la totalidad o una porcién 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, p. ej., enlazadores peptidicos y/o que pueden no producirse
por digestion 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
precursor. 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 CDR), p.
ej., para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Por tanto, en algunos casos, el receptor quimérico para el antigeno, incluyendo los CAR de tipo TCR, incluye una
porcién extracelular que contiene un anticuerpo o fragmento de anticuerpo. En algunos casos, el anticuerpo o
fragmento incluye un scFv. En algunos aspectos, el receptor quimérico para el antigeno incluye una porcién
extracelular que contiene el anticuerpo o fragmento y una regién de sefializacién intracelular. En algunos casos, la
regién de sefializacion intracelular comprende un dominio de sefializacién intracelular. En algunos casos, el dominio
de sefalizacion intracelular es o comprende un dominio de sefializacidén primario, un dominio de sefializacién que es
capaz de inducir una sefial de activacién primaria en un linfocito T, un dominio de sefializacién de un componente del
receptor de linfocitos T (TCR), y/o un dominio de sefializacién que comprende un motivo de activacién inmunorreceptor
basado en tirosina (ITAM).

En algunos casos, el receptor recombinante tal como el CAR, tal como la porciéon de anticuerpo del mismo, ademas
incluye un espaciador, que puede ser o incluir al menos una porcién de una regiéon constante de inmunoglobulina o
una variante o versién modificada de la misma, tal como una regién de bisagra, p. €j., una regién de bisagra de 1gG4
y/o una regién Cy1/Cy y/o Fc. En algunos casos, el receptor recombinante comprende ademés un espaciador y/o una
regiéon bisagra. En algunos casos, la regién o porcién constante es de una IgG humana, tal como 1gG4 o IgG1. En
algunos aspectos, la porcién de la regién constante sirve como una regién espaciadora entre el componente de
reconocimiento de antigeno, p. ej., scFv y dominio transmembrana. El espaciador puede tener una longitud que
proporcione una mayor capacidad de respuesta de la célula después de la unién del antigeno, en comparacién con
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en ausencia del espaciador. En algunos ejemplos, el espaciador tiene o tiene aproximadamente una longitud de 12
aminoécidos o tiene una longitud inferior a 12 aminoéacidos. Los espaciadores ilustrativos incluyen los que tienen al
menos aproximadamente de 10 a 229 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 200 aminoacidos, aproximadamente
de 10 a 175 aminoécidos, aproximadamente de 10 a 150 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 125 aminoécidos,
aproximadamente de 10 a 100 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 75 aminoacidos, aproximadamente de 10 a
50 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 40 aminoacidos, aproximadamente de 10 a 30 aminoécidos,
aproximadamente de 10 a 20 aminoé&cidos o aproximadamente de 10 a 15 aminoacidos e incluyen cualquier nimero
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 0 menos, o aproximadamente
229 aminoéacidos 0 menos. Los espaciadores ilustrativos incluyen solo la bisagra de IgG4, la bisagra de IgG4 unida a
los dominios CH2 y CH3 o la bisagra de 1gG4 unida al dominio CH3. Los espaciadores ilustrativos incluyen, pero sin
limitacién, los descritos en Hudecek et al. (2013) Clin. Cancer Res., 19:3153 o en la publicacién de solicitud de patente
internacional numero WO02014031687. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO:
1, y esta codificado por la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 2. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia
expuesta en la SEQ ID NO: 3. En algunos casos, el espaciador tiene la secuencia expuesta en la SEQ ID NO: 4.

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: 5. En algunos casos, el espaciador tiene una secuencia de aminoacidos que presenta al
menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de
identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 3, 4 y 5. En algunos casos, el espaciador tiene la
secuencia expuesta en las SEQ ID NO: 23-31. En algunos casos, el espaciador tiene una secuencia de aminoacidos
que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % o més de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID NO: 27-31, 58, 59.

El dominio de reconocimiento de antigeno generalmente estd unido a uno o mas componentes de sefializacioén
intracelular, tales como componentes de sefializacién que imitan la activacidn a través de un complejo de receptor de
antigeno, tal como un complejo TCR, en el caso de un CAR, y/o sefial a través de otro receptor de superficie celular.
Por tanto, en algunos casos, el componente de unién a antigeno (p. ej., anticuerpo) esta unido a una o mas regiones
de sefalizacién transmembrana e intracelular. En algunos casos, el dominio transmembrana se fusiona con el dominio
extracelular. En un caso, se utiliza un dominio transmembrana que se asocia de manera natural a uno de los dominios
en el receptor, p. ej., CAR. En algunos casos, el dominio transmembrana se selecciona o se modifica mediante
sustitucion de aminoacidos para evitar la unién de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas o
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 procedentes de (es decir, comprenden al menos la(s)
regién(es) 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.

Entre las regiones de sefializacién intracelular se encuentran las que imitan o se aproximan a una sefial a través de
un receptor de antigeno natural, una sefial a través de dicho receptor junto con un receptor coestimulador, y/o una
sefial a través de solo un receptor coestimulador. En algunos casos, un enlazador de oligopéptido o polipeptidico corto,
por ejemplo, un enlazador de entre 2 y 10 aminoacidos de longitud, tal como uno que contiene glicinas y serinas, p.
ej., doblete de glicina-serina, estd presente y forma un enlace entre el dominio transmembrana y el dominio de
sefializacién citoplasmica del CAR.

El receptor, p. ej., el CAR, generalmente incluye al menos un componente o componentes de sefializacién intracelular.
En algunos casos, el receptor incluye un componente intracelular de un complejo TCR, tal como una cadena de CD3
del TCR que actlia como mediadora en la activacidn y citotoxicidad de los linfocitos T, p. ej., la cadena zeta de CD3.
Por tanto, en algunos aspectos, el anticuerpo de unién a ROR1 est4 unido a uno o méas médulos de sefalizacion
celular. En algunos casos, los mbdulos de sefializacién 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,
p. €j., 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 incluye una molécula quimérica entre CD3-zeta (CD3-
C) o el receptor y de Fcy CD8, CD4, CD25 o CD16.

En algunos casos, tras el ligamiento del CAR, el dominio citoplasmico o la regién de sefializacién intracelular del CAR
activa al menos una de las funciones o respuestas efectoras normales de la célula inmunitaria, p. €j., un linfocito T
genomodificado para expresar el CAR. Por ejemplo, en algunos contextos, el CAR induce una funcién de un linfocito
T, tal como actividad citolitica o actividad auxiliar de linfocitos T, tal como la secrecién de citocinas u otros factores. En
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algunos casos, se usa una porcion truncada de una region de sefializacidn intracelular de un componente receptor de
antigeno o molécula coestimuladora en lugar de una cadena inmunoestimuladora inalterada, por ejemplo, sitransduce
la sefial de funcidn efectora. En algunos casos, las regiones de sefializacién intracelular, p. ej., que comprenden un
dominio o dominios intracelulares, incluyen las secuencias citoplasmicas del receptor de linfocitos T (TCR) y, en
algunos aspectos, también las de los correceptores que, en el contexto natural, actian en sintonia con dicho receptor
para iniciar la transduccién de sefiales después de la interaccién del receptor del antigeno, 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 activacidén completa generalmente requiere no solo la sefializacioén a través del
TCR, sino también una sefial coestimuladora. Por 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 aspectos, el CAR incluye una secuencia de sefializacion citoplasmica primaria que regula la activacion
primaria del complejo TCR. Las secuencias de sefializacion citoplasmicas primarias que actlan 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 sefializacién citoplasmicas primarias incluyen las
procedentes de TCR o CD3 zeta, FcR gamma o FcR beta. En algunos casos, la(s) molécula(s) de sefalizacion
citoplasmatica en el CAR contiene(n) un dominio de sefializacién citoplasmica, una porcién del mismo, 0 una secuencia
procedente de CD3 zeta.

En algunos casos, el CAR incluye una regién 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 la
regiéon de sefializacién como los componentes coestimuladores.

En algunos casos, la regién de sefializacién esta incluida 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 y CAR coestimuladores, ambos expresados en la misma célula (véase el documento
W0O2014/055668).

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

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

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 uno 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, en algunos aspectos, 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 porcion 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 sefializacion intracelular
incluye un dominio de sefializacién de una cadena zeta de una cadena CD3-zeta (CD3C). 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 estan unidos por un espaciador, tal como cualquiera de los descritos en el presente documento. En
algunos casos, el receptor quimérico para el antigeno contiene un dominio intracelular de una molécula coestimuladora
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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.

En algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo, p. ej., 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 porcién de sefializacién de CD28 o una variante funcional del mismo y una porcién de
sefializaciéon de CD3 zeta o una variante funcional del mismo. En algunos casos, el CAR contiene un anticuerpo, p.
ej., fragmento de anticuerpo, 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 sefializacioén
de 4-1BB o una variante funcional del mismo y una porcién de sefializacién de CD3 zeta o una variante funcional del
mismo. En algunos de dichos casos, el receptor incluye 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 1gG4,
tal como un espaciador solo de bisagra.

En algunos casos, el dominio transmembrana del receptor, p. ej., el CAR es un dominio transmembrana de CD28
humano o una variante del mismo, p. ej., un dominio transmembrana de 27 aminoacidos de un CD28 humano (n.° de
registro: P10747.1), o es un dominio transmembrana que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la
SEQ ID NO: 8 o0 una secuencia de aminoécidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o més de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:8; en algunos
casos, la porcidn que contiene el dominio transmembrana del receptor recombinante comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO:9 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos o aproximadamente
un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 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 regién 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 sefializacion intracelular puede comprender la secuencia de aminoacidos expuesta en
la SEQ ID NO: 10 u 11 o una secuencia de aminoécidos 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 la SEQ ID NO:
10 u 11. 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 aminoécidos 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 expuesta en la SEQ ID NO: 12 o una secuencia de aminoécidos 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 la SEQ ID NO: 12.

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
de CD3 zeta tal como se describe en la patente de EE. UU. N.%0 7.446.190 o en la patente de Estados Unidos
N.©8.911.993. En algunos casos, la regién de sefializacién intracelular comprende la secuencia de aminoéacidos
expuesta en las SEQ ID NO: 13, 14 0 15 0 una secuencia de aminogcidos 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: 13, 14 0 15.

En algunos aspectos, el espaciador contiene solo una regién de bisagra de una IgG, tal como solo una bisagra de
IgG4 o IgG1, tal como solo el espaciador de bisagra expuesto en la SEQ ID NO:1. En otros casos, el espaciador es
una bisagra de Ig, p. €j., y una bisagra de 19G4, unido a los dominios Cn2 y/o Cn3. En algunos casos, el espaciador
es una bisagra de Ig, p. €j., una bisagra de 1gG4, unida a los dominios C42 y Cn3, tal como se expone en la SEQ ID
NO:3. En algunos casos, el espaciador es una bisagra de Ig, p. €j., una bisagra de IgG4, unido Unicamente a un
dominio Cy3, tal como se expone en la SEQ ID NO:4. En algunos casos, el espaciador es 0 comprende una secuencia
rica en glicina-serina u otro enlazador flexible tal como los enlazadores flexibles conocidos.

2. Receptores quiméricos de autoanticuerpos (CAAR)

En algunos casos, entre el receptor recombinante expresado por las células genomodificadas utilizadas en relacién
con los métodos, usos, articulos de fabricacion y composiciones desvelados, se encuentra un receptor quimérico de
autoanticuerpos (CAAR, chimeric autoantibody receptor). En algunos casos, el CAAR es especifico para un
autoanticuerpo. En algunos casos, una célula que exprese el CAAR, tal como un linfocito T genomodificado para
expresar un CAAR, puede utilizarse para unirse especificamente a células que expresan autoanticuerpos y destruirlas,
pero no a células normales que expresan anticuerpos. En algunos casos, las células que expresan CAAR pueden
utilizarse para tratar una enfermedad autoinmunitaria asociada a la expresién de autoantigenos, tales como
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enfermedades autoinmunitarias. En algunos casos, las células que expresan CAAR pueden dirigirse a los linfocitos B
que, en Ultima instancia, producen los autoanticuerpos y los presentan en su superficie celular, marcando estos
linfocitos B como dianas especificas de la enfermedad para una intervencién terapéutica. En algunos casos, las células
que expresan CAAR pueden utilizarse para dirigirse a, y eliminar eficazmente, los linfocitos B patégenos en
enfermedades autoinmunitarias, dirigiéndose a los linfocitos B causantes de la enfermedad usando un receptor
quimérico de autoanticuerpos especifico de antigeno. En algunos casos, el receptor recombinante es un CAAR, tal
como se describe en la pub. de solicitud de patente de EE.UU. N.° US 2017/0051035.

En algunos casos, el CAAR comprende un dominio de unidén a autoanticuerpos, un dominio transmembrana y una
regiéon de sefializacion intracelular. En algunos casos, la regién de sefializacién intracelular comprende un dominio de
sefializacién intracelular. En algunos casos, el dominio de sefializacion intracelular es 0 comprende un dominio de
sefializaciéon primario, un dominio de sefializacién que es capaz de inducir una sefial de activacién primaria en un
linfocito T, un dominio de sefializacién de un componente del receptor de linfocitos T (TCR), y/o un dominio de
sefializacién que comprende un motivo de activaciéon inmunorreceptor basado en tirosina (ITAM). En algunos casos,
la regién de sefalizacién intracelular comprende una regién de sefializacién secundaria o coestimuladora (regiones
de sefalizacién intracelular secundaria).

En algunos casos, el dominio de unién a autoanticuerpos comprende un autoantigeno o un fragmento del mismo. La
eleccion del autoantigeno puede depender del tipo de autoanticuerpo al que se dirige. Por ejemplo, el autoantigeno
puede elegirse porque reconoce un autoanticuerpo en una célula diana, tal como un linfocito B, asociado a un cuadro
clinico particular, p. ej. una enfermedad autoinmunitaria, tal como una enfermedad autoinmunitaria mediada por
autoanticuerpos. En algunos casos, la enfermedad autoinmunitaria incluye pénfigo vulgar (PV). Como autoantigenos
ilustrativos se incluyen desmogleina 1 (Dsg1) y Dsg3.

3. Direccionamiento mdltiple

En algunos casos, las células utilizadas en relacién con los métodos, usos, articulos de fabricacién y composiciones
desvelados incluyen células que emplean estrategias de direccionamiento multiple. En algunos casos, las células
expresan receptores quiméricos para el antigeno (CAR) multicadena o expresan dos o més receptores
genomodificados en la célula, reconociendo cada uno de ellos un antigeno diferente y normalmente incluyendo cada
uno de ellos un componente de sefializacién intracelular diferente. Dichas estrategias de direccionamiento mdltiple se
describen, por ejemplo, en la Solicitud de Patente Internacional, N.° de publicacion: WO 2014055668 A1 (que describe
combinaciones de CAR activadores y coestimuladores, p. ej., que se dirigen a dos antigenos diferentes presentes
individualmente en células distintas de la diana, p. ej., células normales, pero presentes conjuntamente solo en las
células de la enfermedad o afeccién a tratar) y en Fedorov et al., Sci. Transl. Medicine, 5(215) (diciembre de 2013)
(que describen células que expresan un CAR activador e inhibidor, tales como aquellas en las que el CAR activador
se une a un antigeno expresado tanto en células normales como no enfermas y en células de la enfermedad o afeccién
a tratar, y el CAR inhibidor se une a otro antigeno expresado solo en las células normales o células que no se desea
tratar).

Por ejemplo, en algunos casos, las células incluyen un receptor que expresa un primer receptor de antigeno
genomodificado (p. ej., CAR o TCR) que es capaz de inducir una sefial activadora o estimuladora en la célula,
generalmente tras la unién especifica al antigeno reconocido por el primer receptor, p. €j., el primer antigeno. En
algunos casos, la célula incluye ademas un segundo receptor de antigeno genomodificado (p. ej., CAR o TCR), p. €],
un receptor coestimulador quimérico, que es capaz de inducir una sefial coestimuladora en la célula inmunitaria,
generalmente tras la unién especifica a un segundo antigeno reconocido por el segundo receptor. En algunos casos,
el primer antigeno y el segundo antigeno son el mismo. En algunos casos, el primer antigeno y el segundo antigeno
son diferentes.

En algunos casos, el primer y/o segundo receptor de antigeno genomodificado (p. ej. CAR o TCR) es capaz de inducir
una sefial activadora en la célula. En algunos casos, el receptor incluye un componente de sefializacién intracelular
que contiene ITAM o motivos similares a ITAM. En algunos casos, la activacién inducida por el primer receptor implica
una transduccién de sefiales o un cambio en la expresién de proteinas en la célula, dando como resultado al inicio de
una respuesta inmunitaria, tal como la fosforilacion de ITAM y/o al inicio de la cascada de transduccién de sefales
mediada por ITAM, a la formacidén de una sinapsis inmunoldgica y/o al agrupamiento de moléculas cerca del receptor
unido (p. ej. CD4 o CD8, etc.), a la activacién de uno o mas factores de transcripcién, tales como NF-«kB y/o AP-1, y/o
a la induccién de la expresién génica de factores tales como citocinas, a la proliferacién y/o supervivencia.

En algunos casos, el primer y/o segundo receptor incluye dominios de sefializacién intracelular o regiones de
receptores coestimuladores tales como CD28, CD137(4-1BB), OX40 y/o ICOS. En algunos casos, el primer y el
segundo receptor incluyen un dominio de sefializacién intracelular de un receptor coestimulador que son diferentes.
En un caso, el primer receptor contiene una regién de sefializacién coestimuladora CD28 y el segundo receptor
contiene una regién de sefializacién coestimuladora 4-1BB o viceversa.

En algunos casos, el primer y/o segundo receptor incluye tanto un dominio de sefializacién intracelular que contiene
motivos ITAM o similares a ITAM como un dominio de sefializacién intracelular de un receptor coestimulador.

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 992909 T3

En algunos casos, el primer receptor contiene un dominio de sefalizacién intracelular que contiene motivos ITAM o
similares a ITAM y el segundo receptor contiene un dominio de sefializacidn intracelular de un receptor coestimulador.
La sefial coestimuladora junto con la sefial activadora inducida en la misma célula es una que da lugar a una respuesta
inmunitaria, tal como una respuesta inmunitaria sélida y sostenida, tal como el aumento de la expresién génica,
secrecién de citoquinas y otros factores, y funciones efectoras mediadas por linfocitos T, tales como la destruccién
celular.

En algunos casos, ni el ligamiento del primer receptor solo ni el ligamiento del segundo receptor solo inducen una
respuesta inmunitaria sélida. En algunos aspectos, si sélo se liga un receptor, la célula se toleriza o no responde al
antigeno, o se inhibe, y/o no es inducida a proliferar o a secretar factores o a llevar a cabo funciones efectoras. Sin
embargo, en algunos de estos casos, cuando se liga la pluralidad de receptores, tal como al encontrarse con una
célula que exprese el primer y segundo antigeno, se consigue la respuesta deseada, tal como la activacién o
estimulacién inmunitaria completa, p. ej., como indica la secrecién de una o mas citocinas, la proliferacién, persistencia,
y/o llevar a cabo una funcion efectora inmunitaria tal como la destruccién citotéxica de una célula diana.

En algunos casos, los dos receptores inducen, respectivamente, una sefial activadora y otra inhibidora en la célula,
de tal manera que la unién de uno de los receptores a su antigeno active la célula o induzca una respuesta, pero la
unién del segundo receptor inhibidor a su antigeno induce una sefial que suprime o amortigua esa respuesta. Algunos
ejemplos son las combinaciones de CAR activadores y CAR inhibidores o iCAR. Dicha estrategia puede utilizarse, por
ejemplo, cuando el CAR activador se une a un antigeno expresado en una célula de la enfermedad o afeccién pero
que también se expresa en células normales, y el receptor inhibidor se une a un antigeno distinto que se expresa en
las células normales pero no en las células de la enfermedad o afeccién.

En algunos casos, la estrategia de direccionamiento multiple se emplea en un caso donde un antigeno asociado a una
enfermedad o afeccién particular se expresa en una célula no enferma y/o se expresa en la propia célula
genomodificada, ya sea de forma transitoria (p. ej., en caso de estimulacién asociada a genomodificacién) o
permanente. En dichos casos, al requerir el ligamiento de dos receptores de antigenos distintos e individualmente
especificos, la especificidad, selectividad y/o eficacia, pueden mejorarse.

En algunos casos, la pluralidad de antigenos, p. €j., el primer y segundo antigenos, se expresan en la célula, en el
tejido o en enfermedad o afeccién que se pretende combatir, tal como en la célula cancerosa. En algunos aspectos,
la célula, el tejido, la enfermedad o afeccién es mieloma multiple o una célula de mieloma multiple. En algunos casos,
uno o mas de la pluralidad de antigenos generalmente también se expresa en una célula a la que no se desea dirigir
la terapia celular, tal como una célula o tejido normal o0 no enfermo, y/o las propias células genomodificadas. En dichos
casos, al requerir el ligamiento de multiples receptores para lograr una respuesta de la célula, se consigue
especificidad y/o eficacia.

4. Receptores de linfocitos T

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

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

A menos que se indique lo contrario, debe entenderse que el término "TCR" abarca tanto los TCR completos como
las porciones de unién a antigeno o los fragmentos de unidén a antigeno de los mismos. En algunos casos, el TCR es
un TCR inalterado o de longitud completa, incluyendo los TCR en la forma a3 o yd. En algunos casos, el TCR es una
porcién de unién a antigeno que es menor que un TCR de longitud completa pero que se une a un péptido especifico
unido en una molécula del MHC, tal como se une a un complejo MHC-péptido. En algunos casos, una porcién o
fragmento de unién a antigeno de un TCR puede contener sélo una porcién de los dominios estructurales de un TCR
de longitud completa o inalterado, pero capaz de unirse al epitopo peptidico, tal como el complejo MHC-péptido, al
que se une el TCR completo. En algunos casos, una porcién de unién a antigeno contiene los dominios variables de
un TCR, tal como la cadena a variable y la cadena B variable de un TCR, suficiente para formar un sitio de unién para
unirse a un complejo MHC-péptido especifico. En general, las cadenas variables de un TCR contienen regiones
determinantes de la complementariedad que intervienen en el reconocimiento del péptido, MHC y/o complejo MHC-
péptido.
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En algunos casos, los dominios variables del TCR contienen bucles hipervariables, o regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), que, por lo general, son los principales contribuyentes al reconocimiento del antigenoy a
las capacidades de unién y especificidad. En algunos casos, una CDR de un TCR o una combinacién de estos forma
todo o sustancialmente todo el sitio de unién al antigeno de una molécula de TCR determinada. Las distintas CDR
dentro de una regién variable de una cadena del TCR generalmente estan separadas por regiones estructurales (FR,
framework regions), que generalmente presentan menos variabilidad entre las moléculas de TCR en comparacién con
las CDR (véase, p. €j.,, Jores et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. U.S.A. 87:9138, 1990; Chothia et a/., EMBO J. 7:3745, 1988;
véase también Lefranc et al.,, Dev. Comp. Immunol. 27:55, 2003). En algunos casos, la CDR3 es la principal CDR
responsable de la unién al antigeno o de la especificidad por el antigeno, o es la mas importante entre las tres CDR
de una determinada regién variable del TCR para el reconocimiento del antigeno, y/o para la interaccién con la porcién
peptidica procesada del complejo péptido-MHC. En algunos contextos, la CDR1 de la cadena alfa puede interactuar
con la parte N-terminal de ciertos péptidos antigénicos. En algunos contextos, la CDR1 de la cadena beta interactiua
con la parte C-terminal del péptido. En algunos contextos, la CDR2 contribuye en mayor medida o es la principal CDR
responsable de la interaccién o el reconocimiento de la porcion MHC del complejo MHC-péptido. En algunos casos,
la regién variable de la cadena B puede contener una regién hipervariable (CDR4 o HVR4) adicional, que generalmente
interviene en la unidén del superantigeno y no en el reconocimiento del antigeno (Kotb (1995) Clinical Microbiology
Reviews, 8:411-426).

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

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

En algunos casos, las cadenas de TCR contienen un dominio transmembrana. En algunos casos, el dominio
transmembrana esta cargado positivamente. En algunos casos, las cadenas de TCR contienen una cola
citoplasméatica. En algunos casos, la estructura permite que el TCR se asocie a otras moléculas como CD3 y
subunidades de la misma. Por ejemplo, un TCR que contiene dominios constantes con una regién transmembrana
puede anclar la proteina en la membrana celular y asociarse a subunidades invariantes del aparato o complejo de
sefializaciéon de CD3. Las colas intracelulares de las subunidades de sefializacion de CD3 (p. ej., cadenas CD3y,
CD30, CD3e y CD3C) contienen uno o mas motivos de activacién inmunorreceptores basados en tirosina o ITAM que
intervienen en la capacidad de sefializacién del complejo TCR.

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

En algunos casos, el TCR puede generarse a partir de una o mas secuencias de TCR conocidas, tal como secuencias
de cadenas Va,B, para las que se dispone de una secuencia codificante de longitud sustancialmente completa. Pueden
utilizarse métodos para obtener secuencias de TCR de longitud completa, incluidas las secuencias de la cadena V, de
fuentes celulares. En algunos casos, los &cidos nucleicos que codifican el TCR pueden obtenerse de diversas fuentes,
tal como mediante amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los acidos nucleicos que codifican
el TCR dentro de una célula o células determinadas o aislados de ellas, o |la sintesis de secuencias de ADN del TCR
disponibles publicamente.

En algunos casos, el TCR se obtiene de una fuente biolégica, tal como de células tales como de un linfocito T (p. €.,
linfocito T citotdxico), hibridomas de linfocitos T u otra fuente publica disponible. En algunos casos, los linfocitos T
pueden obtenerse de células aisladas in vivo. En algunos casos, el TCR es un TCR seleccionado timicamente. En
algunos casos, el TCR es un TCR neoepitorestingido. En algunos casos, los linfocitos T pueden ser un hibridoma o
clon de linfocitos T cultivados. En algunos casos, el TCR o la porcién de unién a antigeno del mismo o el fragmento
de unién a antigeno del mismo pueden generarse sintéticamente desde el conocimiento de la secuencia del TCR.
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En algunos casos, el TCR se genera a partir de un TCR identificado o seleccionado a partir de la exploracidén de una
biblioteca de TCR candidatos contra un antigeno polipéptido diana, o un epitopo de linfocitos T diana del mismo. Las
bibliotecas de TCR pueden generarse mediante la amplificacién del repertorio de Vay VB de linfocitos T aislados de
un sujeto, incluidas las células presentes en las CMSP, bazo u otro érgano linfoide. En algunos casos, los linfocitos T
pueden amplificarse a partir de linfocitos infiltrantes de tumores (TIL, tumor-infiltrating lymphocytes). En algunos casos,
las bibliotecas de TCR pueden generarse a partir de células CD4+ o CD8+. En algunos casos, los TCR pueden
amplificarse a partir de una fuente de linfocitos T de un sujeto normal o sano, es decir, bibliotecas de TCR normales.
En algunos casos, los TCR pueden amplificarse a partir de una fuente de linfocitos T de un sujeto enfermo, es decir,
bibliotecas de TCR enfermas. En algunos casos, se utilizan cebadores degenerados para amplificar el repertorio de
genes de Va y VB, tal como mediante RT-PCR en muestras, tales como linfocitos T, obtenidas de seres humanos. En
algunos casos, las bibliotecas scTv pueden ensamblarse a partir de bibliotecas Va y V@ indiferenciadas en las que los
productos amplificados se clonan o ensamblan para ser separados por un enlazador. Dependiendo de la fuente del
sujeto y de las células, las bibliotecas pueden ser especificas para el alelo del HLA (antigeno leucocitario humano).
De manera alternativa, en algunos casos, pueden generarse bibliotecas de TCR mediante mutagénesis o
diversificacion de una molécula de TCR precursora o estructural. En algunos aspectos, los TCR se someten a
evolucién dirigida, tal como mediante mutagénesis, p. €j., de la cadena a o B. En algunos aspectos, se alteran restos
particulares dentro de las CDR del TCR. En algunos casos, los TCR seleccionados pueden modificarse mediante
maduracién por afinidad. En algunos casos, pueden seleccionarse linfocitos T especificos de antigeno, tal como
mediante exploracidén para evaluar la actividad de los CTL (Cytotoxic T lymphocytes, linfocitos T citotéxicos) contra el
péptido. En algunos aspectos, los TCR, p. ej., presentes en los linfocitos T especificos de antigeno, pueden
seleccionarse, tal como mediante actividad de unién, p. ej., afinidad o avidez particular por el antigeno.

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

En algunos casos, se conocen o pueden identificarse facilmente péptidos de un polipéptido diana para su uso en la
produccién o generacién de un TCR de interés. En algunos casos, los péptidos adecuados para su uso en la
generacion de los TCR o porciones de unién a antigeno pueden determinarse basandose en la presencia de un motivo
restringido al HLA en un polipéptido diana de interés, tal como un polipéptido diana descrito mas adelante. En algunos
casos, los péptidos se identifican utilizando los modelos informaticos de prediccién disponibles. En algunos casos,
para predecir los sitios de unién del MHC de clase |, dichos modelos incluyen, pero sin limitacién, ProPred1 (Singh
and Raghava (2001) Bioinformatics 17(12): 1236-1237 y SYFPEITHI (véase Schuler et a/. (2007) Immunoinformatics
Methods in Molecular Biology, 409(1): 75-93 2007). En algunos casos, el epitopo restringido al MHC es HLA-A0201,
que se expresa en aproximadamente un 39-46 % de todos los caucasicos y, por tanto, representa una eleccién
adecuada de antigeno del MHC para su uso en la preparacién de un TCR u otra molécula de unién al péptido MHC.

pueden utilizarse motivos de unién a HLA-A0201 y los sitios de escisién de proteasomas e inmunoproteasomas
utilizando modelos de prediccién informéticos. Para predecir los sitios de unién del MHC de clase |, dichos modelos
incluyen, pero sin limitacién, ProPred1 (descrito con més detalle en Singh y Raghava, ProPred: prediccién de sitios de
unién HLA-DR. BIOINFORMATICS 17(12):1236-1237 2001) y SYFPEITHI (véase Schuler et al. SYFPEITHI, Database
for Searching and T-Cell Epitope Prediction. en Immunoinformatics Methods in Molecular Biology, vol 409(1): 75-93
2007)

En algunos casos, el TCR o la porcién de unién a antigeno del mismo puede ser una proteina natural producida de
manera recombinante o una forma mutada de la misma en la que una o més propiedades, tal como una caracteristica
de unién, se ha alterado. En algunos casos, un TCR puede proceder de una de varias especies animales, tal como un
ser humano, ratdn, rata u otro mamifero. Un TCR puede estar unido a células o en forma soluble. En algunos casos,
para los propésitos de los métodos desvelados, el TCR estad unido a una célula y se expresa en la superficie de la
misma.

En algunos casos, el TCR es un TCR de longitud completa. En algunos casos, el TCR es una porcién de unién a
antigeno. En algunos casos, el TCR es un TCR dimérico (dTCR, dimeric TCR). En algunos casos, el TCR es un TCR
monocatenario (sc-TCR, single-chain TCR). En algunos casos, un dTCR o un scTCR tiene las estructuras descritas
en los documentos WO 03/020763, WO 04/033685, WO 2011/044186.

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

En algunos casos, un dTCR contiene un primer polipéptido, en donde una secuencia correspondiente a una secuencia
de la regidn variable de la cadena a de TCR esta fusionada al extremo N de una secuencia correspondiente a una
secuencia extracelular de la regién constante de la cadena a de TCR, y un segundo polipéptido en donde una
secuencia correspondiente a una secuencia de la regidn variable de la cadena B de TCR esta fusionada al extremo N
de una secuencia correspondiente a una secuencia extracelular de la regidén constante de la cadena 3 de TCR, estando
el primer y segundo polipéptidos ligados por un enlace disulfuro. En algunos casos, el enlace puede corresponder al
enlace disulfuro intercatenario natural presente en los TCR af diméricos naturales. En algunos casos, en un TCR
natural no hay enlaces disulfuro intercatenarios. Por ejemplo, en algunos casos, en las secuencias extracelulares de
la regién constante del par de polipéptidos dTCR pueden incorporarse una o més cisteinas. En algunos casos, puede
ser deseable tanto un enlace disulfuro natural como uno no natural. En algunos casos, el TCR contiene una secuencia
transmembrana para anclarse a la membrana.

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

En algunos casos, el TCR es un scTCR. Normalmente, un scTCR puede generarse utilizando métodos conocidos por
los expertos en la materia, Véanse, p. ej., Soo Hoo, W. F. et al. PNAS (USA) 89, 4759 (1992); Willfing, C. y Pluckthun,
A., J. Mol. Biol. 242, 655 (1994); Kurucz, |. et al. PNAS (USA) 90 3830 (1993); las PCT internacionales publicadas
n.° WO 96/13593, WO 96/18105, W099/60120, W0O99/18129, WO 03/020763, WO2011/044186; y Schlueter, C. J. et
al. J. Mol. Biol. 256, 859 (1996). En algunos casos, un scTCR contiene un enlace disulfuro intercatenario no natural
introducido para facilitar la asociacién de las cadenas del TCR (véase, p. €], la publicacién internacional PCT n.® WO
03/020763). En algunos casos, un scTCR es un TCR truncado no unido por disulfuro en el que cremalleras de leucina
heterélogas fusionadas a los extremos C de las mismas facilitan la asociacién de cadenas (véase, p. €j., la publicacién
internacional PCT n.° W0O99/60120). En algunos casos, un scTCR contiene un dominio variable TCRa unido de
manera covalente a un dominio variable TCRP mediante un enlazador peptidico (véase, p. ej., la publicacién
internacional PCT n.® W099/18129).

En algunos casos, un scTCR comprende un primer segmento constituido por una secuencia de aminoéacidos
correspondiente a una regién variable de la cadena a de TCR, un segundo segmento constituido por una secuencia
de aminoécidos correspondiente a una secuencia de la regién variable de la cadena B de TCR fusionada al extremo
N de una secuencia de aminoacidos correspondiente a una secuencia extracelular del dominio constante de la cadena
B de TCR, y una secuencia enlazadora que une el extremo C del primer segmento al extremo N del segundo segmento.

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

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

En algunos casos, el enlazador de un scTCR que une el primer y segundo segmentos del TCR puede ser cualquier
enlazador capaz de formar una Unica cadena polipeptidica, conservando al mismo tiempo la especificidad de unién al
TCR. En algunos casos, la secuencia enlazadora puede, por ejemplo, tener la férmula - P-AA-P- en donde P es prolina
y AA representa una secuencia de aminoacidos en donde los aminoécidos son glicina y serina. En algunos casos, el
primer y segundo segmentos estan emparejados de tal manera que las secuencias de regién variable de la misma
estan orientadas para dicha unién. Por consiguiente, en algunos casos, el enlazador tiene una longitud que es
suficiente para abarcar la distancia entre el extremo C del primer segmento y el extremo N del segundo segmento, o
viceversa, pero que no es tan larga como para bloquear o reducir la unién del scTCR al ligando diana. En algunos
casos, el enlazador puede contener de, o de aproximadamente, 10 a 45 aminoacidos, tal como de 10 a 30 aminoécidos
o de 26 a 41 restos de aminoacidos, por ejemplo, 29, 30, 31 0 32 aminoacidos. En algunos casos, el enlazador tiene
la férmula -PGGG-(SGGGG)S-P- en donde P es prolina, G es glicina y S es serina (SEQ ID NO: 23). En algunos casos,
el enlazador tiene la secuencia GSADDAKKDAAKKDGKS (SEQ ID NO: 24).
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En algunos casos, el scTCR contiene un enlace disulfuro covalente que une un resto de la regién de inmunoglobulina
del dominio constante de la cadena a con un resto de la regién de inmunoglobulina del dominio constante de la cadena
B. En algunos casos, en un TCR natural no hay enlaces disulfuro intercatenarios. Por ejemplo, en algunos casos, una
0 més cisteinas pueden incorporarse a las secuencias extracelulares de la regién constante del primer y segundo
segmentos del polipéptido scTCR. En algunos casos, puede ser deseable tanto un enlace disulfuro natural como uno
no natural.

En algunos casos de un dTCR o scTCR que contiene enlaces disulfuro intercatenarios introducidos, no hay enlaces
disulfuro naturales. En algunos casos, la una o mas de las cisteinas naturales que forman un enlace disulfuro
intercatenario natural se sustituye(n) por otro resto, tal como a una serina o alanina. En algunos casos, mutando restos
que no son cisteina en el primer y segundo segmentos por cisteina, puede formarse un enlace disulfuro introducido.
En la publicacién internacional PCT n.° W0O2006/000830 se describen enlaces disulfuro no naturales ilustrativos de un
TCR.

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

En algunos casos, el acido nucleico o los &cidos nucleicos que codifica(n) un TCR, tal como las cadenas ay B, pueden
amplificarse mediante PCR, clonacién u otros medios adecuados y clonarse en un vector o vectores de expresion
adecuado(s). El vector de expresién puede ser cualquier vector de expresiéon recombinante adecuado, y puede
utilizarse para transformar o transfectar cualquier hospedador adecuado. Como vectores adecuados se incluyen los
que estan disefiados para la propagacidén y ampliaciéon o para la expresion o ambas cosas, tales como plasmidos y
virus.

En algunos casos, el vector puede ser un vector de la serie pUC (Fermentas Life Sciences), la serie pBluescript
(Stratagene, LaJolla, Calif.), la serie pET (Novagen, Madison, Wis.), la serie pGEX (Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suecia) o la serie pEX (Clontech, Palo Alto, Calif.). En algunos casos, también pueden utilizarse vectores
bacteriéfagos, tal como AG10, AGT11, AZapll (Stratagene), AEMBL4 y ANM1149. En algunos casos, pueden utilizarse
vectores de expresion de plantas y se incluye pBIl01, pBI101.2, pBI101.3, pBl121 y pBIN19 (Clontech). En algunos
casos, como vectores de expresiéon de animales se incluyen pEUK-CI, pMAM y pMAMneo (Clontech). En algunos
casos, se utiliza un vector virico, tal como un vector retrovirico.

En algunos casos, los vectores de expresién recombinante pueden prepararse utilizando técnicas estandar de ADN
recombinante. En algunos casos, los vectores pueden contener secuencias reguladoras, tales como codones de inicio
y de terminacién de la transcripcién y la traduccién, que son especificos del tipo de hospedador (p. €j., bacteria, hongo,
planta o animal) en el que se va a introducir el vector, segln corresponda y teniendo en cuenta si el vector esta basado
en ADN o ARN. En algunos casos, el vector puede contener un promotor no natural unido operativamente a la
secuencia de nucledtidos que codifica el TCR o la porcidn de unién a antigeno (u otra molécula de unién al péptido
MHC). En algunos casos, el promotor puede ser un promotor no virico o un promotor virico, tal como el promotor de
citomegalovirus (CMV), un promotor de SV40, un promotor del VRS, y un promotor que se encuentra en las
repeticiones terminales largas del virus de las células madre murinas. También se contemplan otros promotores
conocidos.

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

B. Acidos nucleicos y vectores

También se desvelan uno o mas polinucleétidos (p. ej.,, moléculas de é&cido nucleico) que codifican receptores
recombinantes, vectores para genomodificar células que expresen los receptores y métodos para producir las células
genomodificadas. En algunos aspectos, el receptor recombinante es, o contiene, un receptor quimérico para el
antigeno (CAR). En algunos aspectos, el receptor recombinante es o contiene un receptor de linfocitos T (TCR), p. €],
un TCR transgénico.

En algunos casos, la secuencia de acido nucleico que codifica el receptor recombinante, p. ej., el receptor quimérico
para el antigeno (CAR) contiene una secuencia sefial que codifica un péptido sefial. Como ejemplos no limitativos de
péptidos sefial se incluyen, por ejemplo, el péptido sefial de la cadena alfa de GMCSFR expuesto en la SEQ ID NO:
26 y codificado por la secuencia de nucleétidos expuesta en la SEQ ID NO: 25, o el péptido sefial alfa de CD8 expuesto
enla SEQ ID NO: 18.

En determinados casos en los que las moléculas de acido nucleico codifican dos 0 méas cadenas polipeptidicas
diferentes, cada una de las cadenas polipeptidicas puede estar codificada por una molécula de acido nucleico distinta.
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Por ejemplo, se desvelan dos é&cidos nucleicos distintos, y cada uno de ellos puede transferirse o introducirse
individualmente en la célula para su expresién en la misma.

En algunos casos, tales como aquellos en los que el polinucleétido contiene una primera y segunda secuencia de
acido nucleico, las secuencias codificantes que codifican cada una de las diferentes cadenas polipeptidicas pueden
estar unidas operativamente a un promotor, que puede ser el mismo o diferente. En algunos casos, la molécula de
acido nucleico puede contener un promotor que dirija la expresion de dos 0 mas cadenas polipeptidicas diferentes. En
algunos casos, dichas moléculas de acido nucleico pueden ser multicistrénicas (bicistrénicas o tricistronicas, véase p.
ej., la patente de EE. UU. N.° 6.060.273). En algunos casos, pueden genomodificarse unidades de transcripcion como
una unidad bicistrénica que contenga un IRES (internal ribosome entry site, sitio interno de entrada al ribosoma), que
permite la coexpresién de productos génicos a través de un mensaje desde un solo promotor. De manera alternativa,
en algunos casos, un solo promotor puede dirigir la expresién de un ARN que contenga, en un solo marco abierto de
lectura (ORF, open reading frame), dos o tres genes separados entre si por secuencias que codifican un péptido de
autoescisién (p. ej., secuencias 2A) o un sitio de reconocimiento de proteasa (p. €j., furina). Por tanto, el ORF codifica
un solo 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 un T2A, puede hacer que el ribosoma se salte (salto ribosémico)
la sintesis de un enlace peptidico en el extremo C de un elemento 2A, lo que conduce a la separacién 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 varios elementos 2A. Son ejemplos de secuencias 2A
que pueden utilizarse en los métodos y el sistema desvelado en el presente documento, sin limitacién, las secuencias
2A del virus de la fiebre aftosa (F2A, p. ej.,, SEQ ID NO: 22), del virus de la rinitis equina A (E2A, p. ej., SEQ ID NO:
21), del virus de la especie Thosea asigna (T2A, p. €j., SEQ ID NO: 6 o 17) y del teschovirus-1 porcino (P2A, p. €j,,
SEQ ID NO: 19 0 20) como se describe en la publicacién de patente de EE. UU. N.° 20070116690.

En algunos casos, pueden utilizarse genes marcadores extrinsecos en algunos casos en relaciéon con terapias de
genomodificacién celular para permitir la deteccién o seleccién de células y, en algunos casos, también para promover
el suicidio celular. Como ejemplos de marcadores indirectos pueden incluirse formas truncadas de polipéptidos de la
superficie celular, tales como formas truncadas que no son funcionales y no transducen o no son capaces de transducir
una sefial o una sefial transducida normalmente por la forma de longitud completa del polipéptido de superficie celular,
y/o no se internalizan o no son capaces de internalizarse. Como ejemplos de polipéptidos truncados de la superficie
celular se incluyen formas truncadas de factores de crecimiento o de otros receptores, tal como de un receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano truncado (tHER2), un receptor del factor de crecimiento epidérmico truncado
(tEGFR, la secuencia ilustrativa de tEGFR se expone en la SEQ ID NO: 7 0 16) o un antigeno de membrana especifico
de la prostata (PSMA) o una forma modificada del mismo. El tEGFR puede contener un epitopo que reconoce el
anticuerpo cetuximab (Erbitux®) u otro anticuerpo terapéutico ant-EGFR o molécula de unién, que puede utilizarse
para identificar o seleccionar células que se han genomodificado con la construccién tEGFR y una proteina exégena
codificada, y/o para eliminar o separar células que expresan la proteina exdégena codificada. Véase la patente de
Estados Unidos. N.° 8802374 y Liu et al., Nature Biotech. Abril de 2016; 34(4): 430-434). En algunos aspectos, el
marcador, p. ej.,, marcador indirecto, incluye todo o parte (p. €j., la forma truncada) de CD34, un NGFR, un CD19 o un
CD19 truncado, p. €j., un CD19 no humano truncado, o receptor del factor de crecimiento epidérmico (p. ej., tEGFR).

En algunos casos, el marcador es o comprende una proteina fluorescente, tal como la proteina verde fluorescente
(GFP, green fluorescent protein), la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP, enhanced green fluorescent protein),
tal como la GFP superplegada (sfGFP, super-fold GFP), la proteina roja fluorescente (RFP, red fluorescent protein),
tal como tdTomato, mCherry, mStrawberry, AsRed2, DsRed o DsRed2, la proteina fluorescente cian (CFP, cyan
fluorescent protein), la proteina fluorescente verde azulada (BFP, blue green fluorescent protein), la proteina
fluorescente azul mejorada (EBFP, enhanced blue fluorescent protein) y la proteina fluorescente amarilla (YFP, yellow
fluorescent protein) asi como sus variantes, incluidas las variantes de especies, las variantes monoméricas y la
variantes optimizadas y/o mejoradas por codones de las proteinas fluorescentes. En algunos casos, el marcador es o
comprende una enzima, tal como una luciferasa, el gen lacZ de E. coli, fosfatasa alcalina, fosfatasa alcalina
embrionaria secretada (SEAP, secreted embryonic alkaline phosphatase), cloranfenicol acetil transferasa (CAT).
Algunos ejemplos de genes indicadores luminosos incluyen luciferasa (luc), P-galactosidasa, cloranfenicol
acetiltransferasa (CAT), B-glucuronidasa (GUS) o sus variantes.

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

En algunos casos, el 4cido nucleico que codifica el marcador estd unido operativamente a un polinucleétido que
codifica una secuencia enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible, p. ej., una T2A. Por ejemplo, un
marcador, y opcionalmente, una secuencia enlazadora, puede ser cualquiera de los desvelados en la pub. PCT
n.° W02014031687. Por ejemplo, el marcador puede ser un EGFR truncado (tEGFR), es decir, opcionalmente, unido
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a una secuencia enlazadora, tal como una secuencia enlazadora escindible T2A. Un polipéptido ilustrativo de un EGFR
truncado (p. €j., tEGFR) comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 7 0 16 0 una secuencia
de aminoacidos que presenta al menos un 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 7 0 16. En algunos ejemplos, un receptor del
factor de crecimiento epidérmico truncado (EGFRt), tal como se expone en las SEQ ID NO: 7 0 16, en algunos casos,
puede coexpresarse con un transgén de interés (un CAR o un TCR) en células transducidas (véase, p. €j., la patente
de EE. UU. N.° 8.802.374). El EGFRt puede contener un epitopo que reconozca el anticuerpo cetuximab (Erbitux®) u
otro anticuerpo terapéutico anti-EGFR o molécula de unién, que puede utilizarse para identificar o seleccionar células
que se han genomodificado con la construccién EGFRty otro receptor recombinante, tal como un receptor de antigeno
quimérico (CAR), y/o para eliminar o separar las células que expresan el receptor. Véase la patente de Estados Unidos.
N.° 8802374 y Liu et al., Nature Biotech. Abril de 2016; 34(4): 430-434).

También se desvelan vectores o construcciones que contienen dichos acidos nucleicos y/o polinucleétidos. En algunos
casos, los vectores o las construcciones contienen uno o mas promotores unidos operativamente al acido nucleico
que codifica el receptor recombinante para dirigir su expresiéon. En algunos casos, el promotor esta unido
operativamente a una o a mas de una molécula de acido nucleico o polinucleétido. Por tanto, también se desvelan
vectores, tales como los que contienen cualquiera de los polinucleétidos desvelados en el presente documento.

En algunos casos, el vector es un vector virico, tal como un vector retrovirico, p. ej., un vector lentivirico o un vector
gammaretrovirico. También se desvelan composiciones que contienen dichos vectores o combinacién de vectores. En
algunos casos, el conjunto o combinacién de vectores, se utiliza conjuntamente para la genomodificacién de las
células. En algunos casos, para la genomodificacion, el primer y segundo vector del conjunto se introducen simultanea
o secuencialmente, en cualquier orden, en una célula.

En algunos casos, los vectores incluyen vectores viricos, p. ej., vectores retroviricos o lentiviricos, no viricos o
transposones, p. €j., el sistema de transposén Bella durmiente (S/eeping Beauty), vectores procedentes del virus del
simio 40 (SV40), adenovirus, dependoparvovirus (AAV, adeno-associated virus), vectores lentiviricos o retroviricos,
tales como vectores gammaretroviricos, un vector retrovirico procedente del virus de la leucemia murina de Moloney
(MoMLV, Moloney murine leukemia virus), virus del sarcoma mieloproliferativo (MPSV, myeloproliferative sarcoma
virus), virus de células madre embrionarias murinas (MESV, murine embryonic stem cell virus), virus de células madre
murinas (MSCV, murine stem cell virus), virus formador de focos en el bazo (SFFV, spleen focus forming virus) o
dependoparvovirus (AAV).

C. Vectores y métodos para la genomodificacion

Se conocen bien diversos métodos para la introduccién de componentes genomodificados, p. ej., receptores
recombinantes, p. ej., los CAR o los TCR. Como métodos ilustrativos se incluyen los de la transferencia de &cidos
nucleicos que codifican los receptores, incluyendo la via virica, p. ej., retrovirica o lentivirica, transduccién,
transposones y electroporacién. En algunos casos, la expresién de glucanos de superficie se evalla en una
composicién de células recogidas antes, durante o inmediatamente después del proceso de genomodificacién. En
algunos casos, la expresion de glucanos de superficie se evalla y compara entre composiciones de células en fases
correspondientes del proceso para introducir componentes genomodificados. En algunos casos, las composiciones se
genomodifican, o se han genomodificado, para expresar el mismo receptor recombinante, pero mediante diferentes
métodos de introduccién de material genético.

En algunos casos, la transferencia de genes se realiza estimulando primero la célula, tal como combinandolo con un
estimulo que induzca una respuesta tal como proliferacién, supervivencia y/o activacion, p. ej., medida a través de la
expresién de una citocina o de un marcador de activacién, seguido de la transduccién de las células activadas y la
ampliacién en cultivo hasta cantidades suficientes para aplicaciones clinicas.

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

En algunos casos, el vector retrovirico tiene una secuencia de repeticion terminal larga (LTR, long terminal repeat
sequence), p. ej., un vector retrovirico procedente del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLV), virus del
sarcoma mieloproliferativo (MPSV), virus de células madre embrionarias murinas (MESV), virus de células madre
murinas (MSCV), virus formador de focos en el bazo (SFFV). La mayoria de los vectores retroviricos proceden 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 (p. ej., en las
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patentes de EE. UU. N.° 5.219.740; 6.207.453; 5.219.740; Miller y Rosman, BioTechniques, 7:980-990 (1989); Miller,
A. D. Human Gene Therapy, 1:5-14 (1990); Scarpa et al. Virology, 180:849-852 (1991); Burns et al. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 90:8033-8037 (1993); y Boris-Lawrie y Temin, Cur. Opin. Genet. Develop., 3:102-109 (1993).

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

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

Otros enfoques y vectores para la transferencia de los &cidos nucleicos que codifican los productos recombinantes
son los descritos, p. €j., en la solicitud de patente internacional, N.° de publicacion: WO2014055668 y en la patente de
Estados Unidos N.° 7.446.190.

En algunos casos, las células, p. €], linfocitos T, pueden transfectarse durante o después de la ampliacién, p. ej, con
un receptor de linfocitos T (TCR) o un receptor quimérico para el antigeno (CAR). Esta transfeccién para la introduccién
del gen del receptor deseado puede realizarse con cualquier vector retrovirico adecuado, por ejemplo. La poblacién
de células genomodificadas puede entonces liberarse del estimulo inicial (el estimulo CD3/CD28, por ejemplo) y
posteriormente estimularse con un segundo tipo de estimulo, p. ej., a través de un receptor introducido de nuevo).
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 (p. €j., el ligando natural de un CAR) o cualquier ligando
(tal como un anticuerpo) que se una directamente dentro del marco del nuevo receptor (p. ej.,, mediante el
reconocimiento de regiones constantes dentro del receptor). Véase, por ejemplo, Cheadle et al, Methods Mol Biol.
907:645-66 (2012);0 Barrett et al., Chimeric Antigen Receptor Therapy for Cancer Annual Review of Medicine, Vol. 65:
333-347 (2014).

En algunos casos, puede utilizarse un vector que no requiera que las células, p. ej., linfocitos T, se activen. En algunos
de dichos casos, las células pueden seleccionarse y/o transducirse antes de la activacién. Por 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.

En algunos aspectos, las células también se genomodifican para promover la expresién de citocinas u otros factores.
Entre los &cidos nucleicos adicionales, p. €j., los genes de introduccién son los 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 seleccién 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 describen 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 de 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, p. ej., Riddell et al., patente de EE. UU.
N.©6.040.177, en las columnas 14-17.

D. Caracteristicas de la composicién de salida

En casos particulares, los métodos desvelados en el presente documento producen o generan una composicién de
células que contienen células genomodificadas, p. ej., una composicién de salida. En determinados casos, una
composicién de salida es una composicién celular resultante de todas o algunas de las etapas de genomodificacién
celular. En determinados casos, la composicién de salida es el resultado de un proceso de genomodificacién celular
de una composicién celular de entrada. En determinados casos, el proceso contiene una o mas etapas de activacién,
transduccién o transfeccién, ampliacién y/o recogida de células, tales como células que se obtuvieron de una
composicién celular de entrada. En determinados casos, la composicion celular de salida contiene células que se han
genomodificado. En casos particulares, las células de la composicién de salida se han sometido a todas las etapas de
un proceso de genomodificacién.

En algunos casos, la composicion de salida contiene células que incluyen uno o més acidos nucleicos introducidos
mediante genomodificacién, y de ese modo expresan productos recombinantes o genomodificados de dichos acidos
nucleicos. En algunos casos, los acidos nucleicos son heterdlogos, es decir, que normalmente no estén presentes en
una célula o muestra obtenida de la célula, tal como una obtenida de otro organismo o célula, que, por ejemplo,
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normalmente no se encuentra en la célula que se estd genomodificando 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 4cidos nucleicos que codifican diversos
dominios de multiples tipos de células diferentes.

En algunos casos, la composicién de salida contiene células que se han genomodificado. En casos particulares, la
composiciébn celular de salida contiene linfocitos T genomodificados. En algunos casos, los linfocitos T
genomodificados incluyen linfocitos T CD4+ genomodificados y linfocitos T CD8+ genomodificados. En casos
particulares, la composiciéon de salida contiene o incluye al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al
menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al
menos un 90 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al
menos un 99,5 %, al menos un 99,9 %, o el 100 % o aproximadamente el 100 %, de linfocitos T genomodificados. En
determinados casos, las células genomodificadas expresan un receptor recombinante. En casos particulares, la
composicién de salida contiene o incluye al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos un 40 %, al menos un 50 %,
al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al
menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, al menos un 99,5 %, al
menos un 99,9 %, o el 100 % o aproximadamente el 100 %, de los linfocitos T que expresan un receptor recombinante.
En algunos casos, el receptor recombinante es un TCR o un CAR. En casos particulares, el receptor recombinante es
un CAR.

lI.COMPOSICIONES Y FORMULACIONES

En el presente documento se desvelan composiciones o formulaciones que contienen células preparadas segun los
métodos de incubacién (p. ej., estimulacién) descritos en la presente memoria. En algunos casos, las composiciones
y métodos descritos en el presente documento pueden utilizarse para eliminar al menos una parte de poblaciones de
células, tales como linfocitos T de tipo no indiferenciado de una poblacién de células. También se desvelan
composiciones que comprenden poblaciones de células que ya no contienen células no deseables, o que tienen un
namero significativamente reducido de células no deseables, en la composicién estimulada, tales como células
procedentes de linfocitos T de tipo no indiferenciado y usos de las mismas. Las composiciones y métodos desvelados
en el presente documento también se utilizan para ampliar selectivamente una poblacién de células que se han
eliminado con respecto a subpoblaciones no deseadas para su uso en el tratamiento. En el presente documento
también se desvela una composicién estimulada de salida o enriquecida producida por cualquiera de los métodos de
estimulacién de linfocitos T descritos en la presente memoria.

En algunos casos, las células producidas utilizando cualquiera de los métodos de incubacion (p. ej., estimulacién)
descritos en el presente documento, tales como células genomodificadas con un receptor recombinante (p. ej.,
linfocitos T CAR), se proporcionan como composiciones, incluyendo composiciones y formulaciones farmacéuticas,
tales como composiciones en forma de monodosis que incluyen la cantidad de células para su administracién a una
dosis o fraccién determinada de la misma. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas generalmente incluyen
uno o mas vehiculos o excipientes opcionales farmacéuticamente aceptables. En algunos casos, la composicién
incluye al menos un agente terapéutico adicional.

En algunos casos, se genera o fabrica una composicién de células con fines de terapia celular. En algunos casos, la
composicién celular es una composicién o formulacién farmacéutica. Dichas composiciones pueden utilizarse de
acuerdo con los métodos desvelados, por ejemplo, para evaluar su liberacién para su uso en la prevenciéon o el
tratamiento de enfermedades, afecciones y trastornos, o en métodos de deteccién, diagnéstico y pronédstico.

La expresién "formulacién farmacéutica”" se refiere a una preparacién que se encuentra en una forma tal que permite
que la actividad biol6égica de un principio activo contenido en la misma sea eficaz y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente téxicos para un sujeto al que se le administraria la formulaciéon. En algunos
casos, los métodos desvelados en el presente documento pueden utilizarse para comparar la expresién de glucanos
de superficie de composiciones celulares compuestas por las mismas células genomodificadas, pero con
formulaciones farmacéuticas diferentes.

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 casos particulares, los métodos desvelados en el
presente documento pueden utilizarse para comparar la expresiéon de glucanos de superficie de composiciones
celulares compuestas por las mismas células genomodificadas, pero con diferentes vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

En algunos casos, la terapia con linfocitos T, tales como linfocitos T genomodificados (p. €j., linfocitos T CAR), se
formula con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunos aspectos, la elecciéon del vehiculo viene
determinada en parte por la célula en particular y/o por el método de administracién. Por consiguiente, 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
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benzalconio. En algunos aspectos, se utiliza una mezcla de dos 0 méas 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 composicidn total. Se describen vehiculos, p. ej.,, en Remington's Pharmaceutical Sciences 162
edicién, Osol, A. Ed. (1980). Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son, en general, no tdxicos para los
destinatarios a las posologias y concentraciones empleadas, e incluyen, pero sin limitacién: tampones, tales como
fosfato, citrato y otros &cidos organicos; antioxidantes, incluyendo &cido ascérbico y metionina; conservantes (tales
como cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio;
fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos, tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 restos);
proteinas, tales como seroalbimina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoécidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacéaridos y otros
hidratos de carbono incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales, tales como sodio; complejos metélicos
(p. €j., complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos, tales como polietilenglicol (PEG).

Los agentes tamponadores en algunos aspectos se incluyen en las composiciones. Como agentes tamponadores
adecuados se incluyen, por ejemplo, acido citrico, citrato de sodio, &cido fosférico, fosfato de potasio y diversos otros
acidos y sales. En algunos aspectos, se usa una mezcla de dos o0 mas agentes tamponadores. El agente tamponador
o mezclas del mismo estdn normalmente presentes en una cantidad de aproximadamente el 0,001 % a
aproximadamente el 4 % en peso de la composiciéon total. Se conocen métodos para preparar composiciones
farmacéuticas administrables. Se describen métodos ilustrativos con mas detalle en, por ejemplo, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy, Lippincott Williams & Wilkins; 212 ed. (1 de mayo de 2005).

Las formulaciones pueden incluir soluciones acuosas. La formulacién o composicion también puede contener mas de
un principio activo Util para la indicacién, enfermedad o afeccién particular que se va a prevenir o a tratar con las
células, que incluya uno o mas principios activos cuyas actividades sean complementarias a las de las células y/o las
respectivas actividades no se afecten negativamente entre si. Dichos principios activos estdn convenientemente
presentes en combinacién en cantidades que son eficaces para el fin previsto. Por tanto, en algunos casos, la
composicion farmacéutica incluye ademés otros agentes o farmacos farmacéuticamente activos, tales como agentes
quimioterapicos, p. ej., asparaginasa, busulfan, carboplatino, cisplatino, daunorrubicina, doxorrubicina, fluorouracilo,
gemcitabina, hidroxiurea, metotrexato, paclitaxel, rituximab, vinblastina, vincristina, etc.

En algunos casos, la composiciéon farmacéutica contiene células en cantidades eficaces para tratar o prevenir la
enfermedad o afeccién, tal como una cantidad terapéuticamente eficaz o profilacticamente eficaz. En algunos casos,
la eficacia terapéutica o profilactica se controla mediante la evaluacién periédica de los sujetos tratados. Para
administraciones repetidas durante varios dias o0 mas, dependiendo de la afeccién, se repite el tratamiento hasta que
se produzca una supresidn deseada de los sintomas de enfermedad. Sin embargo, pueden ser Utiles y pueden
determinarse otras pautas posoldgicas. La dosificacion deseada puede suministrarse mediante una Unica
administracién en embolada de la composicién, mediante multiples administraciones en embolada de la composicién
o mediante administracién por infusién continua de la composicién.

Las células pueden formularse para su administracién utilizando técnicas de administracién, formulaciones y/o
dispositivos estandar. Se desvelan formulaciones y dispositivos, tales como jeringuillas y viales, para la conservacion
y la administracién de las composiciones. Con respecto a las células, la administracién puede ser autdloga o
heterdloga. Por ejemplo, se pueden obtener células o progenitores inmunosensibles de un sujeto y administrarlas al
mismo sujeto o a un sujeto diferente, compatible. Células inmunosensibles obtenidas de sangre periférica o de su
descendencia (p. ej, obtenidas in vivo, ex vivo o in vitro) puede administrarse mediante inyeccién localizada, incluida
la administracién por catéter, inyeccién sistémica, inyeccién localizada, inyeccién intravenosa o administracion
parenteral. Cuando se administra una composicién terapéutica (p. ej., una composicién farmacéutica que contiene una
célula inmunosensible genomodificada), generalmente ésta se formulard en forma de dosis unitaria inyectable
(solucién, suspension, emulsién).

Las formulaciones incluyen las que son para administracién oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea, pulmonar,
transdérmica, intramuscular, intranasal, bucal, sublingual o mediante supositorios. En algunos casos, el agente o las
poblaciones celulares se administran por via parenteral. El término "parenteral", como se utiliza en el presente
documento, incluye la administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea, rectal, vaginal e intraperitoneal. En
algunos casos, el agente o las poblaciones celulares se administran a un sujeto usando suministro sistémico periférico
por inyeccion intravenosa, intraperitoneal o subcutanea.

En algunos casos, las composiciones se proporcionan como preparaciones liquidas asépticas, p. ej., soluciones;
suspensiones, emulsiones, dispersiones acuosas isotdénicas 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, que otras composiciones viscosas y que las composiciones sélidas. Adicionalmente, las composiciones
liquidas son algo mas cémodas de administrar, especialmente por inyeccién. Las composiciones viscosas, por otro
lado, se pueden formular dentro del intervalo de viscosidad apropiado para proporcionar periodos de contacto méas
largos con tejidos especificos. Las composiciones liquidas o viscosas pueden comprender vehiculos, que pueden ser
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un disolvente o medio de dispersiéon 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 asépticas incorporando las células en un disolvente, tal como en mezcla
con un vehiculo, diluyente o excipiente adecuado, tal como agua esterilizada, solucién salina fisioldgica, 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 tamponadores del pH, aditivos gelificantes o potenciadores de la viscosidad, conservantes, agentes
aromatizantes, colorantes y similares, en funcién de la via de administracién y de la preparacién deseada. En algunos
aspectos, se pueden consultar los textos convencionales para preparar preparaciones adecuadas.

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

Las formulaciones que han de usarse para la administracion in vivo estan generalmente esterilizadas. La esterilizacion
puede realizarse facilmente, p. ej., mediante filtracién a través de membranas de filtracién asépticas.

Para la prevencién o el tratamiento de una enfermedad, la dosis apropiada puede depender del tipo de enfermedad
que se vaya a tratar, del tipo de agente o agentes, del tipo de células o receptores recombinantes, de la gravedad y
de la evolucidn de la enfermedad, de si el agente o las células se administran con fines preventivos o terapéuticos, de
la terapia previa, de los antecedentes del sujeto y de la respuesta al agente o a las células, y del criterio del médico
tratante. En algunos casos, las composiciones se administran adecuadamente al sujeto de una sola vez o a lo largo
de una serie de tratamientos.

En el presente documento también se desvelan métodos de uso y usos de las células y composiciones, tales como
las presentes en una composicién de salida descrita en el presente documento, en el tratamiento de enfermedades,
afecciones y trastornos en los que se expresa el antigeno reconocido por el receptor recombinante (p. ej. CAR). En el
presente documento también se desvelan métodos de tratamiento que incluyen la administraciéon a un sujeto de una
composicién de salida o de salida enriquecida producida por cualquiera de los métodos de incubacién (p. ej.,
estimulacién) descritos. En algunos casos, el método incluye generar linfocitos T genomodificados usando cualquiera
de los métodos descritos en el presente documento y administrar los linfocitos T genomodificados producidas por los
métodos descritos en el presente documento.

Se desvelan métodos de administracidn de las células y composiciones genomodificadas, y usos de dichas células y
composiciones genomodificadas para tratar o prevenir enfermedades, afecciones y trastornos, incluyendo canceres.
En algunos casos, la terapia celular es o comprende la administracién de células, tales como células inmunitarias, por
ejemplo, linfocitos T, que se dirigen a una molécula expresada en la superficie de una lesién, tal como un tumor o un
cancer. Los métodos y usos desvelados incluyen métodos y usos de terapia celular adoptiva. En algunos casos, los
métodos incluyen la administracidén de las células genomodificadas o de una composiciéon que contenga las células,
tal como células de una composicién de salida como se describe, a un sujeto, tejido o célula, tal como uno que padece,
corre el riesgo de padecer o se sospecha que padece, la enfermedad, afeccién o trastorno. En algunos casos, las
células, poblaciones y composiciones, se administran a un sujeto que padece la enfermedad o afeccién particular que
se va a tratar, p. ej., mediante terapia celular adoptiva, tal como la terapia adoptiva con linfocitos T. En algunos casos,
las células o composiciones que se administran al sujeto, tal como a un sujeto que padece o que corre el riesgo de
padecer la enfermedad o afeccion, reducen uno o mas sintomas de la enfermedad o afeccion, tal como disminuyendo
la carga tumoral en un cancer que expresa un antigeno reconocido por un linfocito T genomodificado.

La enfermedad o afeccidén que se trata en algunos aspectos puede ser cualquiera en la que la expresiéon de un antigeno
esté asociada a, sea especifica de y/o se exprese en, una célula o tejido de una enfermedad, trastorno o afeccién y/o
esté implicada en la etiologia de una enfermedad, afeccién o trastorno, p. €j., cause, agrave o intervenga de otro modo
en dicha enfermedad, afeccién o trastorno. Como enfermedades y afecciones ilustrativas pueden incluirse
enfermedades o afecciones asociadas a neoplasia maligna o a la transformaciéon de las células (p. ej. céncer),
enfermedades autoinmunitarias o inflamatorias, o una enfermedad infecciosa, p. ej., causada por una bacteria, un
virus u otro patégeno. Anteriormente se han descrito ejemplos de antigenos, que incluyen antigenos asociados a
diversas enfermedades y afecciones que pueden tratarse. En casos particulares, el polipéptido inmunomodulador y/o
el receptor recombinante, p. ej., el receptor quimérico para el antigeno o TCR, se une especificamente a un antigeno
asociado a la enfermedad o afeccién. En algunos casos, el sujeto tiene una enfermedad, un trastorno o una afeccién,
opcionalmente un cancer, un tumor, una enfermedad, una afeccién o un trastorno autoinmunitario, o una enfermedad
infecciosa.

En algunos casos, la enfermedad, el trastorno o la afeccién, incluye tumores asociados a diversos canceres. El cancer

puede ser, en algunos casos, cualquier cancer localizado en el organismo de un sujeto, tal como, pero sin limitacion,
canceres localizados en la cabeza y el cuello, mama, higado, colon, ovario, préstata, pancreas, cerebro, cuello uterino,
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hueso, piel, ojo, vejiga, estébmago, eséfago, peritoneo o pulmén. Por ejemplo, el agente anticanceroso se puede utilizar
para el tratamiento del cancer de colon, cancer cervicouterino, cancer del sistema nervioso central, cancer de mama,
cancer de vejiga, carcinoma anal, cancer de cabeza y cuello, cancer de ovario, cancer de endometrio, cancer de
pulmén microcitico, carcinoma pulmonar no microcitico, cancer neuroendocrino, carcinoma de tejidos blandos, cancer
de pene, cancer de préstata, cancer de pancreas, cancer géstrico, cancer de vesicula biliar o cancer de eséfago. En
algunos casos, el cancer puede ser un cancer hemético. En algunos casos, la enfermedad, el trastorno o la afeccién,
es un tumor, tal como un tumor sélido, linfoma, leucemia, neoplasia hematica, tumor metastasico, u otro tipo de cancer
o tumor. En algunos casos, la enfermedad, el trastorno o la afeccién, se selecciona entre los canceres de colon,
pulmén, higado, mama, préstata, ovario, piel, melanoma, hueso, cancer de cerebro, cancer de ovario, canceres
epiteliales, carcinoma de células renales, adenocarcinoma pancreético, carcinoma cervicouterino, cancer colorrectal,
glioblastoma, neuroblastoma, sarcoma de Ewing, meduloblastoma, osteosarcoma, sarcoma sinovial y mesotelioma.

Entre las enfermedades, las afecciones y los trastornos, se encuentran los tumores, incluyendo tumores sélidos,
neoplasias heméticas y melanomas, y se incluyen tumores localizados y metastésicos, enfermedades infecciosas,
tales como una infeccién por un virus u otro patégeno, p. €j., VIH, VHC, VHB, CMV, VPH, y enfermedades parasitarias,
autoinmunitarias e inflamatorias. En algunos casos, la enfermedad, el trastorno o la afeccidén, es un tumor, cancer,
neoplasia malignha, neoplasia u otra enfermedad o trastorno proliferativo. Dichas enfermedades incluyen, pero sin
limitacion, leucemia, linfoma, p. ej., leucemia mieloide (o0 mielégena) aguda (LMA), leucemia mieloide (o mielégena)
crbnica (LMC), leucemia linfocitica (o linfoblastica) aguda (LLA), leucemia linfocitica crénica (LLC), tricoleucemia
(TCL), linfoma linfocitico de células pequefias (LLCP), linfoma de células del manto (LCM), linfoma de la zona marginal,
linfoma de Burkitt, linfoma hodgkiniano (LH), linfoma no hodgkiniano (LNH), linfoma de células grandes anaplasicas
(LCGA), linfoma folicular, linfoma folicular refractario, linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) y mieloma
multiple (MM), una neoplasia maligna de linfocitos B seleccionada entre leucemia linfoblastica aguda (LLA), LLA del
adulto, leucemia linfoblastica crdnica (LLC), linfoma no hodgkiniano (LNH) y linfoma difuso de linfocitos B grandes
(LDLBG).

En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una enfermedad o afeccién infecciosa, tal como, pero sin limitacién,
una infeccién virica, retrovirica, bacteriana y protozoaria, inmunodeficiencia, citomegalovirus (CMV), virus Epstein Barr
(VEB), adenovirus, poliomavirus BK. En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una enfermedad o afeccién
autoinmunitaria o inflamatoria, tales como artritis, p. ej., artritis reumatoide (AR), diabetes de tipo |, lupus eritematoso
sistémico (LES), enfermedad inflamatoria intestinal, psoriasis, esclerodermia, enfermedad tiroidea autoinmunitaria,
enfermedad de Grave, enfermedad de Crohn, esclerosis multiple, asma y/o una enfermedad o afeccién asociada al
trasplante.

En algunos casos, el antigeno asociado a la enfermedad o al trastorno se selecciona del grupo que consiste en
receptor huérfano de tirosina cinasa ROR1, antigeno de maduracién de linfocitos B (BCMA), anhidrasa carbénica 9
(CA-CAIX), tEGFR, Her2/neu (tirosina cinasa receptora erbB2), L1-CAM, CD19, CD20, CD22, mesotelina, CEA,
antigeno de superficie de la hepatitis B, receptor anti-folato, CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, EGFR,
glucoproteina epitelial 2 (EPG-2), glucoproteina epitelial 40 (EPG-40), receptor de efrina A2 (EPHa2), Her2/neu
(tirosina cinasa receptora erb-B2), Her3 (erb-B3), Her4 (erb-B4), dimeros erbB, mutacién del receptor del factor de
crecimiento epidérmico de tipo lll (EGFR vlliI), proteina de unién a folato (FBP), FCRLS, receptor Fc de tipo 5 (FCRLS5;
también conocido como receptor Fc homologo 5 o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal, gangliésido GD2, ganglidsido
GD3, Receptor 5D acoplado a proteina G (GPCR5D), HMW-MAA, IL-22R-alfa, IL-13R-alfa2, receptor del dominio de
insercion de cinasa (kdr), cadena ligera kappa, miembro A de la familia 8 que contiene repeticiones ricas en leucina
(LRRCB8A), Lewis Y, molécula L1 de adhesién celular, (L1-CAM), antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-
A3, MAGE-AB, antigeno preferentemente expresado del melanoma (PRAME), survivina, TAG72, B7-H6, receptor IL-
13 alfa 2 (IL-13Ra2), CA9, GD3, HMW-MAA, CD171, G250/CAIX, antigeno leucocitario humano A1 (HLA-A1), MAGE
A1, HLA-A2, NY-ESO-1, PSCA, receptor alfa de folato, CD44v6, CD44v7/8, integrina avp6 (integrina avb6), 8H9,
NCAM, receptores de VEGF, 5T4, AchR fetal, ligandos citoliticos naturales del miembro D de grupo 2 (NKG2D),
CD44v8, antigeno dual, un antigeno del cancer de testiculo, mesotelina, CMV murino, mucina 1 (MUC1), MUC186,
antigeno prostéatico de células madre (PSCA), NKG2D, un antigeno del cancer de testiculo, antigeno 1B de
cancer/testiculo (CTAG, también conocido como NY-ESO-1 y LAGE-2), MART-1, glucoproteina 100 (gp100), antigeno
oncofetal, ROR1, glucoproteina trofoblastica (TPBG también conocida como 5T4), TAG72, VEGF-R2, antigeno
carcinoembrionario (CEA), Her2/neu, receptor de estrégenos, receptor de progesterona, efrina B2, CD123, c-Met, GD-
2, GD2 O-acetilado (OGD2), CE7, tumor de Wilms 1 (WT-1), una ciclina, ciclina A2, ligando 1 de quimiocinas con
motivo C-C (CCL-1), CD138, un antigeno especifico de patdégeno y un antigeno asociado a una etiqueta universal, y/o
moléculas biotiniladas, y/o moléculas expresadas por el VIH, VHC, VHB u otros patégenos.

En algunos casos, el antigeno o ligando es un antigeno tumoral o marcador de cancer. En algunos casos, el antigeno
o ligando es o incluye avp6 integrina (avb6 integrina), antigeno de maduraciéon de linfocitos B (BCMA), B7-H3, 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, CD133, CD138, CD171, condroitin sulfato proteoglucano 4 (CSPG4),
proteina del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), mutacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico de
tipo Il (EGFR vlIl), glucoproteina 2 epitelial (EPG-2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), efrina B2, receptor de efrina
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A2 (EPHa2), receptor de estrégenos, receptor Fc de tipo 5 (FCRLS5; también conocido como receptor Fc homélogo 5
o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal), una proteina de unién a folato (FBP), receptor alfa de folato,
gangliésido GD2, GD2 O-acetilado (OGD2), gangliésido GD3, glucoproteina 100 (gp100), glipicano-3 (GPC3),
Receptor 5D acoplado a proteina G (GPCR5D), Her2/neu (tirosina cinasa receptora erb-B2), 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 alfa 2 de IL-13 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién de cinasa (kdr),
cadena ligera kappa, molécula L1 de adhesién celular (L1-CAM), epitopo CE7 de L1-CAM, miembro A de la familia 8
que contiene repeticiones ricas en leucina (LRRC8A), Lewis Y, antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-
A3, MAGE-A6, MAGE-A10, mesotelina (MSLN), c-Met, citomegalovirus (CMV) murino, mucina 1 (MUC1), MUC186,
ligandos citoliticos naturales del miembro D de grupo 2 (NKG2D), melan A (MART-1), molécula de adhesién celular
neural (NCAM), antigeno oncofetal, antigeno preferentemente expresado del melanoma (PRAME), receptor de
progesterona, un antigeno especifico de préstata, antigeno prostético de células madre (PSCA), antigeno prostatico
especifico de membrana (PSMA), receptor 1 huérfano similar a tirosina cinasa receptora (ROR1), survivina,
glucoproteina trofoblastica (TPBG también conocida como 5T4), glucoproteina 72 asociada a tumores (TAG72),
proteina 1 relacionada con tirosinasa (TRP1, también conocida como TYRP1 o gp75), proteina 2 relacionada con
tirosinasa (TRP2, también conocida como dopacromo tautomerasa, dopacromo delta-isomerasa o DCT), receptor del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular ((VEGFR?2),
Tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégeno o expresado por patégeno, o un antigeno asociado
con una etiqueta universal, y/o moléculas biotiniladas, y/o moléculas expresadas por el VIH, VHC, VHB u otros
patégenos.

En algunos casos, la enfermedad o afeccién es una neoplasia maligna de linfocitos B. En algunos casos, la neoplasia
maligna de linfocitos B es una leucemia o un linfoma. En algunos aspectos, la enfermedad o afeccidén es leucemia
linfoblastica aguda (LLA), LLA del adulto, leucemia linfobléstica crénica (LLC), linfoma no hodgkiniano (LNH) o linfoma
difuso de linfocitos B grandes (LDLBG). En algunos casos, la enfermedad o afeccidén es un LNH, tal como o incluyendo
un LNH que sea un LNH agresivo, linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG), NOS (de novo y transformado
desde indolente), linfoma mediastinico primario de linfocitos B grandes (LMPLBG), linfoma de linfocitos B grandes rico
en linfocitos T/histiocitos (LLBGRLH), linfoma de Burkitt, linfoma de células del manto (LCM) o linfoma folicular (LF),
opcionalmente, linfoma folicular de grado 3B (LF3B). En algunos aspectos, el receptor recombinante, tal como un
CAR, se une especificamente a un antigeno asociado a la enfermedad o afeccién o expresado en células del entorno
de una lesién asociada a la neoplasia maligna de linfocitos B. Los antigenos a los que se dirigen los receptores
incluyen, en algunos casos, antigenos asociados a una neoplasia maligna 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, la enfermedad o afeccién es un mieloma, tal como mieloma mdultiple. En algunos aspectos, el
receptor recombinante, tal como un CAR, se une especificamente a un antigeno asociado a la enfermedad o afeccién
0 expresado en células del entorno de una lesién asociada al mieloma mdltiple. Los antigenos a los que se dirigen los
receptores incluyen en algunos casos, antigenos asociados a mieloma multiple, tal como GPRC5d o BCMA.

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

En algunos casos, las células inmunitarias expresan un receptor de linfocitos T (TCR) u otro receptor de unién a
antigeno. En algunos casos, las células inmunitarias expresan un receptor recombinante, tal como un TCR transgénico
0 un receptor quimérico para el antigeno (CAR). En algunos casos, las células son autdlogas para el sujeto. En algunos
casos, las células son alégenas al sujeto.

Se conocen métodos de administracién de células para terapia celular adoptiva y pueden utilizarse junto con los
métodos y composiciones desvelados. Por ejemplo, se describen métodos de terapia adoptiva con linfocitos T, p. €],
en la publicacién de solicitud de patente de Estados Unidos N.° 2003/0170238 de Gruenberg et al; en la patente de
Estados Unidos N.° 4.690.915 de Rosenberg; Rosenberg (2011) Nat Rev Clin Oncol. 8(10):577-85). Véase, p. €j,
Themeli et al., (2013) Nat Biotechnol. 31(10): 928-933; Tsukahara et al., (2013) Biochem Biophys Res Commun 438(1):
84-9; Davila et al., (2013) PLoS ONE 8(4): e61338.

En algunos casos, la terapia celular, p. ej., la terapia adoptiva con linfocitos T, se realiza mediante transferencia
autéloga, en la que las células se aislan del sujeto que va a recibir la terapia celular, 0 de una muestra obtenida del
sujeto, y/o se preparan de otro modo. Por tanto, en algunos aspectos, las células se obtienen de un sujeto, p. ¢j., de
un paciente que necesita un tratamiento y las células, después del aislamiento y el procesamiento, se administran al
mismo sujeto.

En algunos casos, la terapia celular, p. ej., la terapia adoptiva con linfocitos T, se realiza mediante transferencia

alégena, en la que las células se aislan de un sujeto distinto del que va a recibir la terapia, o del que finalmente recibira
la terapia celular, y/o se preparan de otro modo, p. €j., de un primer sujeto. En dichos casos, las células se administran
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entonces a un sujeto diferente, p. ej., a un segundo sujeto, de la misma especie. En algunos casos, el primer y segundo
sujetos son genéticamente idénticos. En algunos casos, el primer y segundo sujetos son genéticamente similares. En
algunos casos, el segundo sujeto expresa la misma clase o supertipo de HLA que el primer sujeto.

En determinados casos, las células, o poblaciones individuales de subtipos de células, se administran al sujeto a un
intervalo de aproximadamente un millén a aproximadamente 100.000 millones de células y/o esa cantidad de células
por kilogramo de peso corporal, tal como, p. ej., de 1 millébn a aproximadamente 50 mil millones de células (p. €j,,
aproximadamente 5 millones de células, aproximadamente 25 millones de células, aproximadamente 500 millones de
células, aproximadamente 1 000 millones de células, aproximadamente 5 000 millones de células, aproximadamente
20 000 millones de células, aproximadamente 30 000 millones de células, aproximadamente 40 000 millones de
células o un intervalo definido por dos valores cualesquiera de los anteriores), tal como de aproximadamente 10
millones a aproximadamente 100 mil millones de células (p. ej., aproximadamente 20 millones de células,
aproximadamente 30 millones de células, aproximadamente 40 millones de células, aproximadamente 60 millones de
células, aproximadamente 70 millones de células, aproximadamente 80 millones de células, aproximadamente 90
millones de células, aproximadamente 10 000 millones de células, aproximadamente 25 000 millones de células,
aproximadamente 50 000 millones de células, aproximadamente 75 000 millones de células, aproximadamente 90 000
millones de células, o un intervalo definido por dos valores cualesquiera de los anteriores) y, en algunos casos, de
aproximadamente 100 millones de células a aproximadamente 50 000 millones de células (p. ej., aproximadamente
120 millones de células, aproximadamente 250 millones de células, aproximadamente 350 millones de células,
aproximadamente 450 millones de células, aproximadamente 650 millones de células, aproximadamente 800 millones
de células, aproximadamente 900 millones de células, aproximadamente 3 000 millones de células, aproximadamente
30 000 millones de células, aproximadamente 45 mil millones de células) o cualquier valor entre estos intervalos y/o
por kilogramo de peso corporal. La posologia pueden variar dependiendo de los atributos particulares de la
enfermedad o del trastorno y/o del paciente y/o de otros tratamientos.

En algunos casos, por ejemplo, cuando el sujeto es un ser humano, la dosis incluye menos de aproximadamente 5 x
108 células totales que expresan receptores recombinantes (p. ej., CAR), linfocitos T o células mononucleares de
sangre periférica (CMSP). En algunos casos, por ejemplo, cuando el sujeto es un ser humano, la dosis incluye menos
de aproximadamente 1 x 108 células totales que expresan receptores recombinantes (p. ej., CAR), linfocitos T o células
mononucleares de sangre periférica (CMSP), p. €j., en el intervalo de aproximadamente 1 x 10° a 1 x 10® de dichas
células, tal como 2 x 108 5 x 108, 1 x 107, 5 x 107 0 1 x 108 o el total de dichas células, o el intervalo entre dos valores
cualesquiera de los anteriores.

En algunos casos, la dosis de células genomodificadas comprende de, o de aproximadamente, 1 x 10°a 5 x 103
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 105a 1 x 108
total de linfocitos T que expresan CAR, 1 x 10% a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10°a 2,5 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10° a 1 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 2,5 x 10° linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 105a 1 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 108a 25 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 108 a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 5 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 2,5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 108 a 1 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 10% a 5 x 10° linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 108 a 25 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 10% a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 105a 2,5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 10° a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 10°a 5 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 10% a 2,5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 10°a 1 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 10% a 5 x 10° linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 106 a 5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 10% a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 106 a 1 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 10% a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 108 a 25 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 108 a 1 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 107 a 5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 107 a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 107 a1 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 107 a 5 x 107 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 107 a 2,5 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 107 a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 107 a 2,5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 107 a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 2,5 x 107 a 5 x 107
linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 107 a 5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 107 a 2,5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 5 x 107 a 1 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 103 a 5 x 108
linfocitos T totales que expresan CAR, 1 x 108 a 2,5 x 108 linfocitos T totales que expresan CAR o de 2,5 x 108 a 5 x
108 linfocitos T totales que expresan CAR.

En algunos casos, la dosis de células genomodificadas comprende al menos o al menos aproximadamente 1 x 10°
células que expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 2,5 x 10° células que expresan CAR, al menos o
al menos aproximadamente 5 x 10° células que expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 1 x 108 células
que expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 2,5 x 10° células que expresan CAR, al menos o al menos
aproximadamente 5 x 10° células que expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 1 x 107 células que
expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 2,5 x 107 células que expresan CAR, al menos o al menos
aproximadamente 5 x 107 células que expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 1 x 102 células que
expresan CAR, al menos o al menos aproximadamente 2,5 x 108 células que expresan CAR o al menos o al menos
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aproximadamente 5 x 108 células que expresan CAR.

En algunos casos, la terapia celular comprende la administracién de una dosis que comprende un numero de células
de, o de aproximadamente, 1 x 10% a 5 x 102 células totales que expresan receptores recombinantes, linfocitos T
totales o células mononucleares de sangre periférica (CMSP) totales, de, o de aproximadamente, 5 x 10%a 1 x 107
células totales que expresan receptores recombinantes, linfocitos T totales o células mononucleares de sangre
periférica (CMSP) totales o de aproximadamente 1 x 10%° a 1 x 107 células totales que expresan receptores
recombinantes, linfocitos T totales o células mononucleares de sangre periférica (CMSP) totales, cada uno inclusive.
En algunos casos, la terapia celular comprende la administracién de una dosis de células que comprende un nimero
de células de al menos o al menos aproximadamente 1 x 105 células totales que expresan receptores recombinantes,
linfocitos T totales o células mononucleares de sangre periférica (CMSP) totales, tal como al menos 0 como minimo 1
x 10° al menos o al menos aproximadamente 1 x 107, al menos o al menos aproximadamente 1 x 108 de dichas
células. En algunos casos, el nUmero es con referencia al nimero total de CD3+ o CD8+, en algunos casos también
a células que expresan receptores recombinantes (p. ej. CAR+). En algunos casos, la terapia celular comprende la
administracion de una dosis que comprende un nlmero de células de, o de aproximadamente, 1 x 10%a 5 x 108
linfocitos T CD3+ o CD8+ o células CD3+ o CD8+ totales que expresan receptores recombinantes, de, o de
aproximadamente, 5 x 10%a 1 x 107 linfocitos T CD3+ o CD8+ o células CD3+ o CD8+ totales que expresan receptores
recombinantes o de, o de aproximadamente, 1 x 10% a 1 x 107 linfocitos T CD3+ o CD8+ o células CD3+ o CD8+
totales que expresan receptores recombinantes, cada uno inclusive. En algunos casos, la terapia celular comprende
la administracién de una dosis que comprende un nimero de células de, o de aproximadamente, 1 x 10° a5 x 103
células CD3+/CAR+ o CD8+/CAR+ totales, de, o de aproximadamente, 5 x 10° a 1 x 107 células CD3+/CAR+ o
CD8+/CAR+ totales o de, o de aproximadamente, 1 x 10°a 1 x 107 células CD3+/CAR+ o CD8+/CAR+ totales, cada
uno inclusive.

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

En algunos casos, por ejemplo, cuando el sujeto es un ser humano, los linfocitos T CD8+ de la dosis, se incluyen en
una dosis que incluye linfocitos T CD4+ y CD8+, incluido entre aproximadamente 1 x 10% y 5 x 108 células CD8+
totales que expresan receptores recombinantes (p. ej., CAR), p. €j., en el intervalo de aproximadamente 5 x 10% a 1 x
108 de dichas células, tal como 1 x 107, 2,5 x 107, 5 x 107, 7,5 x 107, 1 x 108 0 5 x 108 total de dichas células, o el
intervalo entre dos valores cualquiera de los anteriores. En algunos casos, al paciente se le administran multiples
dosis, y cada una de las dosis o la dosis total puede estar dentro de cualquiera de los valores anteriores. En algunos
casos, la dosis de células comprende la administracién de, o de aproximadamente, 1 x 107 a 0,75 x 108 linfocitos T
CD8+ totales que expresan receptores recombinantes, de 1 x 107 a 2,5 x 107 linfocitos T CD8+ totales que expresan
receptores recombinantes, de, o de aproximadamente, 1 x 107 a 0,75 x 108 linfocitos T CD8+ totales que expresan
receptores recombinantes, cada uno inclusive. En algunos casos, la dosis de células comprende la administracién de,
o de aproximadamente, 1 x 107, 2,5 x 107, 5 x 107, 7,5 x 107, 1 x 108 0 5 x 108 linfocitos T CD8+ totales que expresan
receptores recombinantes.

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

En algunos aspectos, las composiciones y formulaciones farmacéuticas se proporcionan como composiciones en
forma de monodosis que incluyen la cantidad de células para su administracién a una dosis o fraccién determinada de
la misma. En algunos casos, los métodos desvelados producen células en un plazo predecible a la dosificacién en
comparacién con otros métodos de incubacién (p. ej., estimulacién) de células. En algunos casos, la dosis de células
para la administracién se determina en funcién del nimero de células de tipo indiferenciado en la composicién de
entrada. En algunos casos, una dosis que comprende células fabricadas utilizando un proceso que comprende un
periodo de estimulacién mas corto (por ejemplo, en algunos casos, un tiempo de incubacién de, o de
aproximadamente, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 5 dias o 6 dias, de células con un agente estimulador) puede ser inferior a
una dosis que comprenda células fabricadas en un proceso que comprenda un periodo de estimulacién mas largo. En
algunos casos, una dosis que comprende células fabricadas utilizando un proceso que comprende un periodo de
estimulacién mas corto puede comprender un mayor porcentaje o proporcidn de células de tipo indiferenciado, y puede
comprender menos células totales en comparacién con una dosis que comprenda células fabricadas utilizando un
proceso que comprenda un periodo de estimulacién mas largo.

En algunos casos, las células de la dosis pueden administrarse a través de la administracién de una pluralidad de
composiciones o soluciones, tal como una primera y una segunda, opcionalmente més, cada una de las cuales
contiene algunas células de la dosis. En algunos aspectos, la pluralidad de composiciones, cada una de las cuales
contiene una poblacién y/o subtipos de células diferentes, se administra por separado o de forma independiente,
opcionalmente en un periodo de tiempo determinado. Por ejemplo, las poblaciones o subtipos de células pueden incluir
linfocitos T CD8" y CD4", respectivamente, y/o poblaciones enriquecidas en CD8+ y CD4+, respectivamente, p. €j.,
linfocitos T CD4+ y/o CD8+, cada una de las cuales incluye células genomodificadas para expresar el receptor
recombinante. En algunos casos, la administracién de la dosis comprende la administracion de una primera
composicién que comprende una dosis de linfocitos T CD8+ o una dosis de linfocitos T CD4+ y la administracién de
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una segunda composicién que comprende la otra de la dosis de linfocitos T CD4+ y los linfocitos T CD8+.

En algunos casos, la administracién de la composicién o de la dosis, p. ej., la administracién de la pluralidad de
composiciones celulares, implica la administracién de las composiciones celulares por separado. En algunos aspectos,
las distintas administraciones se llevan a cabo simultdnea o secuencialmente, en cualquier orden. En algunos casos,
la dosis comprende una primera composiciéon y una segunda composicidn, y la primera composicién y la segunda
composicién se administran con un intervalo de diferencia de 0 a 12 horas, de 0 a 6 horas o de 0 a 2 horas. En algunos
casos, el inicio de la administracién de la primera composicién y el inicio de la administracion de la segunda
composicién se llevan a cabo en un intervalo de diferencia no superior a 2 horas, no superior a 1 hora 0 no superior a
30 minutos, no superior a 15 minutos, no superior a 10 minutos o no superior a 5 minutos. En algunos casos, el inicio
y/o la finalizacién de la administracién de la primera composicidn y la finalizacién y/o inicio de la administracion de la
segunda composicién se llevan a cabo en un intervalo de diferencia no superior a 2 horas, no superior a 1 hora o0 no
superior a 30 minutos, no superior a 15 minutos, no superior a 10 minutos o no superior a 5 minutos.

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

En algunos casos, la dosis o composicién de células incluye una proporciéon definida o diana de células CD4+ que
expresan un receptor recombinante con respecto a células CD8+ que expresan un receptor recombinante y/o de
células CD4+ con respecto a células CD8+, cuya proporcién opcionalmente es de aproximadamente 1:1 o esta entre
aproximadamente 1:3 y aproximadamente 3:1, tal como aproximadamente 1:1. En algunos aspectos, la administracién
de una composicién o dosis con la proporcién diana o deseada de diferentes poblaciones celulares (tal como la
proporcién CD4+:CD8+ o la proporcibn CAR+CD4+:CAR+CD8+, p. ej., 1:1) implica la administracién de una
composicidén celular que contiene una de las poblaciones y después la administracién de una composicién celular
distinta que comprende la otra de las poblaciones, donde la administraciéon alcanza o alcanza aproximadamente la
proporcidén diana o deseada. En algunos aspectos, la administracién de una dosis 0 composicién de células a una
proporcién definida conduce a una mejora de la ampliacién, persistencia y/o actividad antitumoral de la terapia con
linfocitos T.

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

En algunos aspectos, el tamafio de la primera dosis y/o dosis consecutiva se determina en funcién de uno o més
criterios tales como la respuesta del sujeto al tratamiento anterior, p. €j., a la quimioterapia, a la carga de enfermedad
en el sujeto, tal como la carga tumoral, volumen, tamafio o grado, extensiéon o tipo de metastasis, estadio, y/o
probabilidad o incidencia de que el sujeto desarrolle resultados téxicos, p. ej., CRS (cytokine release syndrome,
sindrome de liberacion de citocinas), sindrome de activacién de macréfagos, sindrome de lisis tumoral, neurotoxicidad,
y/o una respuesta inmunitaria del hospedador contra las células y/o los receptores recombinantes que se administran.

En algunos aspectos, el tiempo entre la administracién de la primera dosis y la administraciéon de la dosis consecutiva
es de aproximadamente 9 a aproximadamente 35 dias, de aproximadamente 14 a aproximadamente 28 dias o de 15
a 27 dias. En algunos casos, la administracién de la dosis consecutiva se produce en un momento posterior a
aproximadamente 14 dias e inferior a aproximadamente 28 dias después de la administracidén de la primera dosis. En
algunos aspectos, el tiempo entre la primera dosis y la dosis consecutiva es de aproximadamente 21 dias. En algunos
casos, después de la administracion de la dosis consecutiva, se administran una o varias dosis adicionales, p. €j.,
dosis consecutivas. En algunos aspectos, la dosis o dosis consecutivas adicionales se administran al menos
aproximadamente 14 dias y menos de aproximadamente 28 dias después de la administracién de una dosis anterior.
En algunos casos, la dosis adicional se administra en menos de aproximadamente 14 dias después de la dosis
anterior, por ejemplo, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12 0 13 semanas después de la dosis anterior. En algunos casos, no se
administra ninguna dosis en menos de aproximadamente 14 dias después de la dosis anterior y/o no se administra
ninguna dosis en mas de aproximadamente 28 dias después de la dosis anterior.

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

En algunos casos, las células se administran como parte de otro tratamiento combinado adicional, tal como de manera
simultdnea o de manera secuencial con, en cualquier orden, otra intervencién terapéutica, tal como un anticuerpo o
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célula o receptor o agente genomodificado, tal como un agente citotéxico o terapéutico. Por ejemplo, en algunos casos,
un agente anticanceroso o inmunomodulador puede utilizarse en combiterapia con terapia celular adoptiva con células
genomodificadas que expresan un receptor recombinante, p. ej.,, un CAR. En algunos contextos, las células se
coadministran con otra terapia lo suficientemente cercana en el tiempo como para que las poblaciones de células
mejoren el efecto del uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales, o viceversa. En algunos casos, las células se
administran antes que el uno o mas agentes terapéuticos adicionales. En algunos casos, las células se administran
después del uno o méas agentes terapéuticos adicionales.

En algunos casos, el uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluyen una citocina, tal como IL-2, por ejemplo,
para mejorar la persistencia. En algunos casos, los métodos comprenden la administracién de un agente
quimioterapico. En algunos casos, el uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales incluyen una o mas terapias de
linfocitorreduccién, tal como antes o simultdneamente al inicio de la administracién de las células genomodificadas.
En algunos casos, la terapia de linfocitorreduccién comprende la administracion de una fosfamida, tal como
ciclofosfamida. En algunos casos, la terapia de linfocitorreduccién puede incluir la administracién de fludarabina. En
algunos casos, en la terapia de linfocitorreducciéon se excluye la fludarabina. En algunos casos, no se administra
terapia de linfocitorreduccion.

En algunos casos, los métodos incluyen la administracién de un agente preacondicionador, tal como un agente
linfocitorreductor o quimioterapico, tal como ciclofosfamida, fludarabina, o combinaciones de las mismas, a un sujeto,
antes del inicio de la terapia celular. Por ejemplo, al sujeto se le puede administrar un agente preacondicionador al
menos 2 dias antes, tal como al menos 3, 4, 5, 6 o 7 dias antes, al inicio de la terapia celular. En algunos casos, al
sujeto se le administra un agente preacondicionador no mas de 7 dias antes, tal como no més de 6, 5, 4, 3 0 2 dias
antes, al inicio de la terapia celular.

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

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

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

Las células pueden administrarse mediante cualquier medio adecuado. Las células se administran a una pauta
posolégica para lograr un efecto terapéutico, tal como una reduccién de la carga tumoral. La posologia y la
administracién pueden depender en parte de la pauta de administracién del compuesto inmunomodulador, que puede
administrarse antes, después y/o simultdneamente al inicio de la administracién de la terapia con linfocitos T. Las
diversas pautas posolégicas incluyen, pero sin limitacién, administraciones Unicas o multiples en diversos puntos
temporales, administracién en embolada e infusién en pulsos.

IV. KITS Y ARTICULOS DE FABRICACION
También se desvelan articulos de fabricacion, tales como kits y dispositivos, para la administraciéon de las células a
los sujetos de acuerdo con los métodos desvelados para la terapia celular adoptiva, y para la conservacién y

administracién de las células y composiciones, tal como las composiciones de entrada o las composiciones de salida
descritas.
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En algunos casos, se desvela un kit que contiene las composiciones descritas anteriormente y las instrucciones de
uso. En algunos casos, se desvelan kits que incluyen una composicion que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de cualquiera de las células genomodificadas estimuladas de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos
en el presente documento. En algunos casos, se desvelan kits que incluyen una composicién que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de cualquiera de las células genomodificadas descritas en el presente documento,
e instrucciones para su administracién, a un sujeto para tratar una enfermedad o afeccién. En algunos aspectos, las
instrucciones son para seleccionar o enriquecer, a partir de una poblacién de células, células que expresan un receptor
de antigeno que contiene un dominio de unién a antigeno reconocido especificamente por un reactivo estimulador. En
algunos casos, las instrucciones son para ampliar células que expresan un receptor de antigeno que contiene un
dominio de unién a antigeno reconocido especificamente por el reactivo estimulador a partir de una poblacién de
células.

En algunos casos, el kit contiene ademas, instrucciones para administrar a un sujeto para tratar una enfermedad o
afeccidn, la célula genomodificada, utilizando los métodos descritos en el presente documento, en una combiterapia
para tratar la enfermedad o afeccién. En algunos ejemplos, el kit contiene ademas un agente terapéutico. En algunos
casos, el agente terapéutico es un agente inmunomodulador, un agente citotéxico, un agente anticanceroso o un
agente radioterapico.

En el presente documento también se desvelan articulos de fabricacién. En algunos casos, los articulos de fabricacién
incluyen cualquiera de las células genomodificadas, composiciones, polinucleétidos, conjunto de polinucleétidos,
composicién que contiene un conjunto de polinucleétidos, vectores, conjunto de vectores, composiciéon que contiene
un conjunto de vectores o kits desvelados en el presente documento.

Los articulos de fabricacion o kits incluyen uno o mas contenedores, normalmente una pluralidad de contenedores,
material de envasado, y una etiqueta o prospecto en el contenedor o contenedores y/o envasado, o asociado a ellos,
que generalmente incluye instrucciones para la administracién de las células a un sujeto. Los kits y articulos de
fabricacién pueden incluir un contenedor y una etiqueta o prospecto en el contenedor o asociado al mismo.

En algunos casos, los contenedores contienen las células que se van a administrar, p. €., una o mas dosis unitarias
de las mismas. El articulo de fabricacion incluye normalmente una pluralidad de contenedores, conteniendo cada uno
de ellos una dosis unitaria de las células. La dosis unitaria puede ser una cantidad o un nimero de las células que se
van a administrar al sujeto en la primera dosis o el doble del nimero (0o mas) de las células que se van a administrar
en la primera dosis 0 en una cualquiera 0 mas dosis consecutivas. Esta puede ser la dosis méas baja o la dosis més
baja posible de las células que se administraria al sujeto en relacién con el método de administracién. En algunos
casos, la dosis unitaria es el nUmero minimo de células o el nimero de células o el niumero minimo de unidades de
referencia o las unidades de referencia diana o las unidades de referencia dentro de un intervalo diana, que se
administraria en una sola dosis a cualquier sujeto que tenga una enfermedad o afeccién particular o a cualquier sujeto,
de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento.

Como contenedores adecuados se incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas de solucién |V, etc. Los
contenedores pueden estar formados por una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. En algunos casos,
el contenedor contiene una composicidén que esta sola o combinada con otra composicion eficaz para tratar, prevenir
y/o diagnosticar la afeccién. En algunos casos, el contenedor tiene un puerto de acceso aséptico. Como ejemplos de
contenedores se incluyen bolsas de solucién intravenosa, viales, incluidos los que tienen tapones perforables con una
aguja para inyeccion, o frascos o viales para agentes administrados por via oral. La etiqueta o prospecto indica que la
composicién se utiliza para tratar la enfermedad o afeccién. El articulo de fabricacién puede incluir ademés un
prospecto que indique que las composiciones pueden utilizarse para tratar una afeccién particular. Como alternativa o
adicionalmente, el articulo de fabricacién puede incluir ademés otro o el mismo contenedor que comprenda un tampén
farmacéuticamente aceptable. Puede incluir ademas otros materiales tales como otros tampones, diluyentes, filtros,
agujas y/o jeringuillas.

En casos particulares, los contenedores son bolsas, p. ej., bolsas adaptables, tales como las adecuadas para la
infusién de células a los sujetos, p. ej., bolsas adaptables de plastico o PVC, y/o bolsas de solucién IV. En algunos
casos, las bolsas pueden cerrarse y/o esterilizarse, para proporcionar una solucién aséptica y el suministro de las
células y composiciones. En algunos casos, los contenedores, p. ej., bolsas, tienen una capacidad de, o de
aproximadamente, o de al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, 500 o
1000 ml, tal como una capacidad de entre, o de aproximadamente, 10 y de, o de aproximadamente, 100 o entre, o de
aproximadamente 10 y de, o de aproximadamente, 500 ml, cada uno inclusive. En algunos casos, los contenedores,
p. €j., bolsas, son y/o estdn hechas de un material que es estable y/o que proporciona una conservacién y/o un
mantenimiento estable de las células a una o mas de diversas temperaturas, tal como a bajas temperaturas, p. €j., por
debajo de, o aproximadamente a, o a o aproximadamente a, -20 °C, -80 °C, -120 °C, 135 °C y/o a temperaturas
adecuadas para la crioconservacién, y/o a otras temperaturas, tal como a temperaturas adecuadas para descongelar
las células y a la temperatura corporal, tal como a, o aproximadamente a, 37 °C, por ejemplo, para permitir la
descongelacién, p. €], en el lugar donde se encuentra el sujeto o en el lugar donde se realiza el tratamiento, p. ej., en
la cabecera del paciente, inmediatamente antes del tratamiento.
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Los contenedores pueden estar formados por una diversidad de materiales tales como vidrio o plastico. En algunos
casos, el contenedor tiene uno o mas puertos, p. €j., puertos de acceso asépticos, por ejemplo, para la conexién de
tubos o la canulacién a uno o més tubos, p. ej., para infusion intravenosa o de otro tipo y/o para conexion con fines de
transferir a y desde otros contenedores, tales como bolsas de cultivo y/o conservacién de células u otros contenedores.
Como contenedores ilustrativos se incluyen bolsas de infusién, bolsas de solucién intravenosa, viales, incluidos los
que tienen tapones perforables con una aguja para inyeccién.

El articulo de fabricacién puede incluir ademas un prospecto o una etiqueta con uno o més datos identificativos y/o
instrucciones de uso. En algunos casos, la informacién o las instrucciones indican que el contenido puede o debe
utilizarse para tratar una afeccién o enfermedad particular, y/o proporcionan instrucciones al respecto. La etiqueta o el
prospecto puede indicar que el contenido del articulo fabricado debe utilizarse para tratar la enfermedad o afeccion.
En algunos casos, la etiqueta o el prospecto proporciona instrucciones para tratar a un sujeto, p. ej., al sujeto del que
se han obtenido las células, mediante un método que implique la administracién de una primera dosis y una o0 mas
dosis consecutivas de las células, p. ej., de acuerdo con cualquiera de los casos de los métodos desvelados. En
algunos casos, las instrucciones especifican la administracién, en una primera dosis, de una dosis unitaria, p. €j., el
contenido de un Unico contenedor individual en el articulo de fabricacién, seguida de una o mas dosis consecutivas
en un momento determinado o dentro de una ventana temporal especifica y/o tras la deteccién de la presencia o
ausencia o cantidad o grado de uno o mas factores o resultados en el sujeto.

En algunos casos, las instrucciones especifican la administracién de una o més de las dosis unitarias al sujeto.

En algunos casos, la etiqueta, el prospecto o el envase comprenden un identificador que indica la identidad especifica
del sujeto del que se obtienen las células y/o al que se van a administrar. En el caso de transferencia autéloga, la
identidad del sujeto del que proceden las células es la misma que la identidad del sujeto al que se le van a administrar
las células. Por tanto, la informacién identificativa puede especificar que las células se van a administrar a un paciente
concreto, tal como aquel del que proceden originalmente las células. Dicha informacién puede estar presente en el
material y/o en la etiqueta de envasado en forma de cédigo de barras u otro identificador codificado, o puede indicar
el nombre y/u otras caracteristicas identificativas del sujeto.

En algunos casos, el articulo de fabricacién incluye uno o més, normalmente una pluralidad, de contenedores que
contienen las composiciones que comprenden las células, p. ej., formas farmacéuticas unitarias individuales de las
mismas e incluyen ademas uno o mas contenedores adicionales con una composicion contenida en ellos que incluye
un agente adicional, tal como un agente citotéxico o, de otro modo, terapéutico, por ejemplo, que debe administrarse
junto con las células, p. ej., simultdnea o secuencialmente, en cualquier orden. Como alternativa o adicionalmente, el
articulo de fabricacién puede incluir ademés otro o el mismo contenedor que comprenda un tampén farmacéuticamente
aceptable. Puede incluir ademas otros materiales tales como otros tampones, diluyentes, filtros, tubos, agujas y/o
jeringuillas.

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, administracién,
combiterapia, contraindicaciones y/o advertencias relativas al uso de dichos productos terapéuticos.

V. DEFINICIONES

A menos que se defina de otro modo, se pretende que todos los términos de la técnica, anotaciones y otros términos
técnicos y cientificos o terminologia utilizados en el presente documento tenga el mismo significado que el que
entiende cominmente un experto con conocimientos habituales en la técnica a la que pertenece la materia
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 utiliza en el presente documento, un "sujeto”" es un mamifero, tal como un ser humano u otro animal, y
normalmente es un ser humano. En algunos casos, el sujeto, p. ej., paciente, al que se administran los polipéptidos
inmunomoduladores, las células genomodificadas o las composiciones, es un mamifero, normalmente un primate, tal
como un ser humano. En algunos casos, el primate es un mono o un simio. El sujeto puede ser hombre o mujer y
puede tener cualquier edad adecuada, incluyendo bebés, j6venes, adolescentes, adultos y sujetos geriatricos. En
algunos casos, el sujeto es un mamifero no primate, tal como un roedor.

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

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

"Prevencién”, como se utiliza en el presente documento, incluye proporcionar profilaxis con respecto a la apariciéon o
reaparicién de una enfermedad en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad pero al que aln no se le
ha diagnosticado la enfermedad. En algunos casos, las células y composiciones desveladas se usan para retrasar el
desarrollo de una enfermedad o para frenar su avance.

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

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

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un agente, p. ej, de una formulacién farmacéutica o de células
genomodificadas, se refiere a una cantidad eficaz, a las posologias y durante los periodos de tiempo necesarios, para
conseguir un resultado terapéutico deseado, tal como para el tratamiento de una enfermedad, afeccién o trastorno y/o
efecto farmacocinético o farmacodinamico del tratamiento. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar de
acuerdo con factores tales como el cuadro clinico, la edad, el sexo y el peso del sujeto, y con los polipéptidos
inmunomoduladores o células genomodificadas que se vayan a administrar. En algunos casos, los métodos
desvelados implican la administracién de los polipéptidos inmunomoduladores, de las células genomodificadas o de
las composiciones, en cantidades eficaces, p. €], cantidades terapéuticamente eficaces.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a una cantidad que es eficaz, a las posologias y durante los periodos
de tiempo necesarios, para lograr el resultado profilactico deseado. Generalmente, pero no necesariamente, dado que
se utiliza una dosis profilactica en sujetos antes de o en un estadio méas temprano de la enfermedad, la cantidad
profilacticamente eficaz serd menor que la cantidad terapéuticamente eficaz.

La expresién "formulacién farmacéutica”" se refiere a una preparacién que se encuentra en una forma tal que permite
que la actividad biol6égica de un principio activo contenido en la misma sea eficaz y que no contiene componentes
adicionales que sean inaceptablemente tdxicos para un sujeto al que se le administraria la formulacién.

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.

Como se utiliza en el presente documento, cuando se dice que las posiciones de los nucleétidos o de los aminoacidos
"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, se pueden identificar los restos
correspondientes, por ejemplo, utilizando como guia restos de aminoéacidos 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, p. ej.. 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, AM. 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).

Como se utiliza en el presente documento, las formas en singular"un", "uno/a", "el" y "lIa", 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 o 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
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de intervalo. Ha de comprenderse que la descripciéon 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. Por
consiguiente, debe considerarse que la descripcion de un intervalo ha desvelado 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 incluidos en la materia
objeto reivindicada. Esto es aplicable independientemente de la amplitud del intervalo.

El término "aproximadamente", como se utiliza en el presente documento, se refiere al intervalo de error habitual para
el valor correspondiente, faciimente conocido por un experto 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 descripciéon que hace referencia a "aproximadamente X" incluye la descripcién de "X".
En determinados casos, "aproximadamente" un valor indicado se refiere a un valor dentro de +25 %, +20 %, 10 %,
+5 %, 1 %, +0,1 % o £0,01 % del valor indicado.

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

Como se utiliza 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 utiliza 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.

El término "vector", como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que esta unido. El término incluye el vector en forma de una estructura de 4cido 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 acidos nucleicos a los que estan unidos operativamente.
En el presente documento dichos vectores se denominan "vectores de expresion".

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

VIl. Ejemplos

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

Ejemplo 1: Evaluacién de marcadores de tipo indiferenciado en composiciones de linfocitos T
dgenomodificados que contienen linfocitos T CAR+.

Las composiciones de linfocitos T primarios genomodificados que contienen linfocitos T que expresan receptores
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quiméricos para el antigeno (CAR), se produjeron mediante dos procesos paralelos que utilizaron un reactivo
estimulador compuesto por perlas paramagnéticas recubiertas de poliestireno con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
adheridos para activar a los linfocitos T antes de la transduccién con un vector virico. En ambos procesos, las células
se genomodificaron mediante transduccién lentivirica para expresar el mismo CAR anti-BCMA. El CAR contenia un
dominio de unién a antigeno scFv especifico para BCMA, una regién transmembrana CD28, una regién de
sefializaciéon coestimuladora 4-1BB, y un dominio de sefializacidn intracelular procedente de CD3-zeta. Los procesos
diferian en su duracién y en las condiciones de ampliacién de las células. Las composiciones de linfocitos T producidas
se evaluaron en busca de marcadores de superficie celular.

En ambos procesos, se seleccionaron distintas composiciones de linfocitos CD4+ y CD8+ a partir de CMSP aisladas
de una muestra de leucocitaféresis de un donante humano, y las composiciones celulares seleccionadas se
criocongelaron. Las distintas composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ se descongelaron posteriormente y se
mezclaron en una proporcién de 1:1 de linfocitos T CD4+ viables y linfocitos T CD8+ viables. Aproximadamente 300
x 108 linfocitos T (150 x 108 linfocitos T CD4+ y 150 x 108 linfocitos T CD8+) de la composicion celular mixta de entrada
se estimularon incubando las células durante 18-30 horas en presencia de perlas conjugadas con anticuerpos anti-
CD3/anti-CD28 a una proporcién entre perla y célula de 1:1 en medios sin suero. Los medios también contenian IL-2,
IL-7 e IL-15 recombinante. Después de la estimulacién, las células se lavaron y se resuspendieron en el medio sin
suero que contenia aditivos, asi como IL-2, IL-7 e IL-15 recombinante.

En un proceso (en lo sucesivo en el presente documento "no ampliado"), las células de la composicién celular
estimulada se transdujeron después con un vector lentivirico que codifica el CAR anti-BCMA mediante espinoculacién.
Después de la espinoculacidn, las células se lavaron y se resuspendieron en el medio sin suero que contenia IL-2, IL-
7 e IL-15 recombinante. Las células de las composiciones resuspendidas se incubaron a aproximadamente 37,0 °C
en una incubadora. Aproximadamente 96 horas después del inicio de la estimulacién, las células se aclararon dos
veces en presencia de un campo magnético para eliminar las perlas paramagnéticas conjugadas con anticuerpos anti
CD3/anti-CD28, y se formularon en una solucién que contenia un DMSO al 10 %. La composicién celular formulada
se transfirié a una bolsa o vial y se conservé a aproximadamente -80 °C.

En otro proceso (en lo sucesivo en el presente documento "ampliado"), después de la incubacidn, aproximadamente
100 =108 células viables de la composicion celular estimulada se concentraron en el medio sin suero que contenia IL-
2 recombinante, IL-7 e IL-15 recombinante. Como se ha descrito anteriormente, las células se transdujeron con un
vector lentivirico que codifica el mismo CAR anti-BCMA mediante espinoculacién a aproximadamente 1600 g durante
60 minutos. Después de la espinoculacion, las células se resuspendieron en el medio sin suero que contenia IL-2, IL-
7 e IL-15 recombinante, y se incubaron durante aproximadamente 18 a 30 horas a aproximadamente 37 °C. A
continuacién, las células se cultivaron para su ampliacién transfiriéndolas a un biorreactor (p. ej. un biorreactor de
movimiento oscilante) en aproximadamente 500 ml del medio ilustrativo sin suero que contenia el doble de la
concentracién de IL-2, IL-7 e IL-15 tal como se utiliza durante las etapas de incubacién y transduccién. Cuando se
alcanzé una densidad celular viable determinada, se inicié la perfusion, donde se sustituyé el medio por una perfusién
semicontinua con mezcla continua. Las células se cultivaron al dia siguiente en el biorreactor hasta alcanzar una
densidad celular umbral de aproximadamente 3 x10° células/ml, que normalmente se produce en un proceso que
conlleva 6-7 dias de ampliacién. Las perlas paramagnéticas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 se
retiraron de la composicién celular mediante exposicién a un campo magnético. A continuacién, se recogieron las
células y se formularon y crioprotegieron como se ha descrito anteriormente.

Las composiciones de linfocitos T producidas a partir de procesos de genomodificacién ampliados y no ampliados se
tifieron con anticuerpos que reconocen marcadores de superficie, incluido CD4, CD8, CCR7 y CD27 y se cuantificaron
por citometria de flujo. El porcentaje de linfocitos T CD4+CAR+ y CD8+CAR+ positivos tanto para la tincion de CCR7
como de CD27 se muestra en la FIG. 1A,

la FIG. 1B y la FIG. 1C representan el porcentaje de células CCR7+CD27+ con respecto a linfocitos T CD4+CAR+ o
CD8+CAR+, respectivamente, en las composiciones de linfocitos T producidas, en comparacién con el porcentaje de
células CCR7+CD27+ en la composicién de entrada antes de la incubacién con el reactivo estimulador de microesferas
conjugadas con anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 (CMAT). Como se muestra, se observd un mayor porcentaje de
CCR7+CD27+ en las composiciones de linfocitos T producidas a partir del proceso de genomodificacién no ampliado
en comparacion con el proceso de genomodificacién ampliado.

Anélisis adicionales de las células generadas por el proceso ampliado a partir de un donante representativo a varios
dias durante el proceso de fabricacién, incluida la activacién (AMAT), transduccién (XMAT) o en distintos momentos
tras el inicio del cultivo (inoc +2, inoc +4 o inoc +5), demuestran que la ampliacién de las células se asocia a un fenotipo
méas diferenciado, tal como se determina por la disminucién del porcentaje de células CCR7+ CD27+ (FIG. 1D).

Ejemplo 2 Relacién del fenotipo de tipo indiferenciado con la respuesta del donante a los linfocitos T que
expresan CAR

Se generaron composiciones de linfocitos T terapéuticas ilustrativas que contenian linfocitos T autbélogos que
expresaban un receptor quimérico para el antigeno (CAR) especifico para CD19. EI CAR anti-CD19 contenia un scFv
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anti-CD19 procedente de un anticuerpo murino (la regién variable procedia de FMC63), un espaciador procedente de
inmunoglobulina, un dominio transmembrana procedente de CD28, una regién coestimuladora procedente de 4-1BB,
y un dominio de sefializacién intracelular CD3-zeta.

Para la generacién de composiciones celulares para administracién, se aislaron células autélogas de los sujetos
mediante leucocitaféresis. Las muestras de la leucocitaféresis se sometieron a un proceso de generacién de células
que expresaban CAR. El proceso implicé lavar las células utilizando un lavado automatizado y la seleccién basada en
inmunoafinidad para la purificacién de linfocitos T CD4" y CD8*, dando lugar a dos composiciones, enriquecidas para
CD8* (en las que una mediana del 99 %, intervalo intercuartilico (IIC) del 98-100 %, de células eran células CD8") y
CD4* (en las que una mediana del 99 %, IIC del 99-100 %, de células eran células CD4"), respectivamente.

Las células de las composiciones CD4" y CD8* enriquecidas se activaron con perlas paramagnéticas anti-CD3/anti-
CD28 y, a continuacidn, se sometieron por separado a transduccién lentivirica con un vector que codifica un CAR anti-
CD19 con un dominio coestimulador 4-1BB. A continuacion, las poblaciones transducidas se incubaron por separado
en presencia de reactivos estimulantes para la ampliacién celular. Las células CD8* y CD4" ampliadas se formularon
y crioconservaron por separado y se conservaron antes de su administracién. Para minimizar las variaciones, entre
lotes y/o composiciones celulares procedentes de diferentes pacientes, tales como los que tienen diferentes atributos
de paciente, en parametros indicativos de la salud celular, las células se mantuvieron a volimenes constantes en
todos los lotes. Los productos celulares presentaban un estrecho intervalo de concentraciones de células viables
(basado en una evaluacién de las composiciones celulares de un grupo de sujetos, CD8*: mediana 31 x 10° células/ml,
[IC 28-40 x 108 células/ml, N=38; CD4*: mediana 35 x 10° células/ml, IIC 31-40 x 10°, N=36).

La composicién terapéutica de linfocitos T CAR* descrita anteriormente se administré6 a sujetos con linfoma no
hodgkiniano (LNH) agresivo recidivante o resistente (R/R) en un estudio clinico. Especificamente, a una cohorte de
sujetos humanos adultos con LNH R/R, incluyendo linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) de novo o
transformado desde linfoma indolente (NOS), linfoma de linfocitos B de grado alto (incluye dobleftriple impacto),
LDLBG transformado desde leucemia linfocitica crénica (LLC) o linfomas de la zona marginal (LZM), linfoma
mediastinico primario de linfocitos b grandes (LMPLBG) y linfoma folicular de grado 3b (LFG3B), se le administraron
composiciones de linfocitos T que expresaban CAR anti-CD19. Los resultados se evaluaron por separado con respecto
a un subconjunto basico de sujetos dentro de la cohorte completa (excluidos aquellos sujetos con un estado funcional
deficiente (ECOG 2), LDLBG transformado desde linfomas de la zona marginal (LZM) y/o leucemia linfocitica crdnica
(LLC, de Richter), y excluidos aquellos sujetos con linfoma mediastinico primario de células b grandes (LMPCBG), y
linfoma folicular de grado 3b (LFG3B) (cohorte principal)). La cohorte principal incluia sujetos con LDLBG, NOS y
linfoma folicular transformado (LFt) o linfoma de linfocitos B de grado alto (doble/triple impacto) o linfoma de linfocitos
B de grado alto, con reordenamientos de MYC y BCL2 y/o BCL6 con histologia de LDLBG (dobleftriple impacto) y con
un estado de rendimiento del Grupo Oncolégico Cooperativo de la Costa Este (ECOD PS, Eastern Cooperative
Oncology Group Performance Status) de 0 o 1 El analisis en este punto temporal presentado en este ejemplo se basa
en la evaluacién de un total de 91 sujetos de la cohorte completa (88 (65 de la cohorte CORE) evaluados en cuanto a
respuesta y 91 (67 de la cohorte CORE) evaluados en cuanto a seguridad) a los que se les habia administrado los
linfocitos que expresaban CAR anti-CD19.

Las composiciones celulares crioconservadas que contenian células que expresaban CAR anti-CD19 se
descongelaron antes de la administracién intravenosa. La dosis de linfocitos T terapéuticos se administré como una
composicién celular definida administrando la poblacién de células CD4* CAR* formulada y la poblacién de células
CD8* CAR* formulada, administradas por separado a una proporcién especifica de aproximadamente 1:1. A los sujetos
se les administré una dosis Unica o doble de linfocitos T que expresaban CAR (cada dosis Unica mediante infusiones
distintas de linfocitos T que expresaban CAR CD4+ y linfocitos T que expresaban CAR CD8", respectivamente) de la
siguiente manera: una dosis Unica de nivel de dosis 1 (ND1) que contenia 5 x 107 linfocitos T totales que expresaban
CAR, o una dosis Unica de nivel de dosis 2 (ND2) que contenia 1 x 108 linfocitos T totales que expresaban CAR. En
algunos casos, a los sujetos se les administré una dosis doble de ND1 en la que cada dosis se administrd con un
intervalo de diferencia de aproximadamente catorce (14) dias, administrada el dia 1 y el dia 14, incluido un sujeto que
involuntariamente recibié dos dosis de ND2 mediante la pauta de dos dosis, debido a un error de posologia. El nivel
de dosis y los nimeros especificos de subconjuntos de linfocitos T de la composicién administrada a ND1 y a ND2, se
exponen en la Tabla E1. En la cohorte principal, se administré un ND1 a 34 sujetos y un ND2 a 27 sujetos.

Tabla E1. Nivel de dosis y nimero especifico de subconjuntos de linfocitos T de las composiciones
celulares que contienen linfocitos T CAR anti-CD19
Nivel de Dosis de linfocito T auxiliar Dosis de linfocito T citotéxico Dosis total de linfocito T
dosis (Th) (CD4'CARY) (Tc) (CD8*CARY) (CD3* CARY)
1 25 x 10° 25 x 10° 50 x 10°
2 50 x 10° 50 x 10° 100 x 10°

La tabla E2 muestra la respuesta global y los resultados de seguridad de toda la cohorte y de la cohorte principal a
los dos niveles de dosis. La tasa de respuesta objetiva (TRO) fue del 74 %, incluido un 52 % de sujetos que mostraron
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una respuesta completa (RC). La incidencia de cualquier grado de sindrome de liberacién de citocinas (CRS) fue del
35 %, con un 1 % de CRS grave; y la incidencia de cualquier grado de neurotoxicidad (NT) fue del 19 %, con un 1 %
de NT grave.

Tabla E2. Respuesta y seguridad después de la administracién de células CAR*
COMPLETA PRINCIPAL
Todos los niveles | Todos los niveles
de dosis de dosis? ND1 ND2
Mejor respuesta global (MRG), n® 88 65 34 27
TRO, % (IC del 95 %) 74 (63,83) 80(68, 89) 77 (59,89) 82 (62, 94)
RC, % (IC del 95 %) 52 (41,63) 55(43, 68) 47 (30, 65) 63 (42, 81)
Seguridad, n¢ 91 67 34 29
Cualquier CRS, % (IC del 95 %) 35 (25, 46) 36 (24, 48) 41 (25, 59) 24 (10, 44)
sCRS (grado 3-4), % (IC del 95 %) 1(0, 6) 1(0, 8) 38 (0, 15) 0
Cualquier NT, % (IC del 95 %) 19 (11,28) 21 (12, 33) 24 (11, 41) 17 (6, 36)
sNT(grado 3-4), % (IC del 95 %) 12 (6, 21) 15 (7, 26) 21 (9, 38) 7(1,23)
@ Cuatro pacientes tratados con ND1D (nivel de dosis 1, pauta de dos dosis) con resultados similares.
b Incluye pacientes con acontecimiento de EP, muerte, o exploraciones de reestadificacién a los 28 dias. Un
paciente no tenia exploraciones de reestadificaciéon disponibles.
¢ Incluye a todos los sujetos que hayan recibido al menos una dosis de producto celular que exprese CAR conforme
28 dias antes de la fecha de resumen de datos o hayan fallecido.

A. Asociacion entre atributos celulares de los linfocitos T que expresan CAR anti-CD19 y la respuesta

Se evalué la relacién entre determinados atributos fenotipicos de los linfocitos T CAR* en las composiciones
terapéuticas y los pardmetros asociados a los resultados de la respuesta clinica. Las correlaciones entre el fenotipo
de memoria en la composicién y la funcién se tradujeron en una correlacién positiva entre la composicién del
subconjunto de memoria central y el pico de ampliacién in vivo de células CAR* (p=0,42, P=0,002), y la supervivencia
sin progresién (SSP) (estimacién de supervivencia de Kaplan-Meier, P=0,0164) que se observaron. Las FIGS. 2A-2D
muestran las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de los sujetos a los que se administraron composiciones de
linfocitos T CAR", divididos en grupos a los que se administraron composiciones que contenian una frecuencia de
linfocitos CCR7*CD27* CAR* entre linfocitos T CD4* CAR" (FIG. 2A para la supervivencia sin progresion, FIG. 2C
para la duracién de la respuesta) y entre linfocitos T CD8* CAR*(FIG. 2B para la supervivencia sin progresion, FIG.
2D para la duracién de la respuesta) que esta por encima o por debajo de un determinado nivel umbral. Se observé
que un mayor nimero de células de memoria CCR7*CD27* en la composicién, se correlacionaba con una mayor
supervivencia sin progresién.

Ejemplo 3: Evaluaciéon de la clonalidad de linfocitos T utilizando métodos de secuenciacién y analisis

Se evaluaron las composiciones de linfocitos T para determinar la abundancia clonal de linfocitos T, utilizando
secuenciacién unicelular de pares de receptores de linfocitos T (TCR), antes y después de la genomodificacién para
expresar un receptor quimérico para el antigeno (CAR).

Se aislaron linfocitos T autélogos de los sujetos mediante leucocitaféresis por seleccién basada en inmunoafinidad
para la purificacién de linfocitos T CD4+ y CD8*, dando lugar a dos composiciones, enriquecidas para linfocitos T CD8"
y CD4+, respectivamente. Las células de las composiciones CD4* y CD8" enriquecidas se activaron con perlas
paramagnéticas anti-CD3/anti-CD28 y, a continuacion, se sometieron por separado a transduccién lentivirica con un
vector que codifica un CAR anti-CD19. El CAR anti-CD19 contenia un scFv anti-CD19 procedente de un anticuerpo
murino (la regién variable procedia de FMC63), un espaciador procedente de inmunoglobulina, un dominio
transmembrana procedente de CD28, una regién coestimuladora procedente de 4-1BB, y un dominio de sefializacion
intracelular CD3-zeta. A continuacién, las poblaciones transducidas se incubaron por separado en presencia de
reactivos estimulantes para la ampliacién celular. Las composiciones de CD8" y CD4* ampliadas que contenian
linfocitos T que expresaban CAR se formularon y crioconservaron por separado y se almacenaron.

Se evalué la clonalidad de linfocitos T de las composiciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ aislados antes de la
genomodificaciéon (CMAT) y de las composiciones de linfocitos T CAR+ CD4+ y CD8+ terapéuticos después de la
genomodificacién mediante el proceso descrito anteriormente. Para evaluar la clonalidad de los linfocitos T, las células
se sometieron a secuenciacion unicelular del TCR con emparejamiento de ap, en general, como se describe en los
documentos W02016044227, WO2016176322 y W0O2012048340. Basédndose en la secuenciacién unicelular con

66



10

15

20

25

30

ES 2 992909 T3

cédigo de barras de los genes TCR, se determiné la clonalidad de los linfocitos T y la diversidad de los clones
identificados en una poblacién celular. En algunos casos, el indice de Shannon se utilizé6 como un umbral para filtrar
clones ("clonalidad ajustada por Shannon"), que preserva las relaciones entre muestras al tiempo que elimina el ruido
de las mismas. Véase, Chaara et a/. (2018) Front Immunol 9:1038).

La FIG. 3 muestra la clonalidad de cada muestra después de aplicar el indice de Shannon. Como se muestra en la
FIG. 3, la clonalidad de las células CD4 y CD8 diferia entre las composiciones de linfocitos T antes y después de la
genomodificaciéon, mostrando las composiciones de linfocitos T CAR+ genomodificadas una clonalidad reducida en
comparacién con la de los linfocitos T en las composiciones antes del inicio del proceso de genomodificacion de las
células.

Las composiciones de linfocitos T CAR+ CD4+ y CD8+ terapéuticos después de la genomodificacién se clasificaron
mediante citometria de flujo por expresién de un factor indicativo de apoptosis, tal como tincién de la superficie con
Anexina V (Anexina V-) o escisién de caspasa 3 (que indica células no apoptdticas), y por expresién de diversos
marcadores de superficie, incluido CD45RA, CCR7, CD27, CD4 y CD8. El fenotipo de las células se correlacion6 con
el grado de clonalidad de las mismas. Se observé que, en ambas de las composiciones de linfocitos T CAR+
terapéuticos CD4+ y CD8+, la presencia de células negativas a marcadores apoptéticos que eran CCR7/CD27" se
correlacion6 positivamente en gran medida con la clonalidad de las células en la composicidn. Asimismo, la presencia
de células negativas a marcadores apoptéticos que eran CCR7+ o CCR7+/CD27+ se correlacioné negativamente con
la clonalidad de las células en cada una de las composiciones de linfocitos T CAR+ trerapeuticos CD4+ y CD8+. Estos
resultados son congruentes con la observacién de que la clonalidad de las células puede estar inversamente
correlacionada con células de tipo indiferenciado, menos diferenciadas, tal como se determina mediante positividad
de CCR7 y/o CD27.

La presente invencidn no pretende limitar su alcance a las realizaciones particulares desveladas, que se desvelan, por
ejemplo, para ilustrar diversos aspectos de la invencién. Diversas modificaciones de las composiciones y métodos
descritos resultaran evidentes a partir de la descripcién y ensefianzas del presente documento.

SECUENCIAS
!,\l' SECUENCIA COMENTARIO

espaciador (bisagra de 1gG4) (aa) de
Homo sapiens
espaciador (bisagra de IgG4) (nt) de

1 ESKYGPPCPPCP

2 | GAATCTAAGTACGGACCGCCCTGCCCCCCTTGCCCT

Homo sapiens
ESKYGPPCPPCPGQPREPQVYTLPPSQEEMTENQYSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN E : :

spaciador bisagra-CH3 de Homo
3 GQPENNYKTTEPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWOECNVFSCSVMHEALHNHYTQKS P 9
LSLSLGK sapiens
ESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSQEDPEVQ
FNWYVDGVEVENAKTKPREEQFN STYRVVSVLTVLHQDWLN GKEYKCKVSNKGLES E : :

spaciador bisagra-CH2-CH3 de Homo
4 SIEKTISKAKGOPREPQVYTLEPSQEEMTKNQVSLT CLVKGEYPSDIAVEWESNGO P 9
PENNYKTTPPVLDSDGSFELYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS

LSLGK
RWPESPKAQASSVPTAQPQARGSLAKATTAPATTRNTGRGGEEKKKEKEKEEQEER

ETKTPECPSHTQPLGVYLLTPAVQDLWLRDKATFTCEFVVGSDLKDAHLTWEVAGKV
5 PTGGVEEGLLERHSNGSQSQHSRLTLPRELWNAGT SVICTLNHPSLPPQRLMALRE
PAAQAPVKLSLNLLASSDPPEAASWLLCEVSGESPPNILLMWLEDDQREVNTSGFAP
ARFPPQPGISTTEWAWSVLRVPAPPSPQPATYTCVVIHEDSRTLLNASRSILEVSYVT
DH

6 | LEGGGEGRGSLLTCGDVEENPGPR T2A artificial

MLLLVTSLLLCELPHEAFLLI PRKVCNGIGIGEFKDSLS INATNLKHFKNCTSISG
DLHILPVAFRGDSFTHTPPLDPORELDILKTVERI TGFLLTQAWPENRTDLHAFENT,
EIIRGRTKOHGQFSLAVVSLNITSLGLRSLKEI SDGDVIISGNKNLCYANT INWKK
7 LFGTSGQKTKI I SNRGENS CKATGOVCHALCS PEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGREC tEGFR artificial
VDKCNLLEGEPREFVENSECTIQCHPECLPQAMNI TCTGRGPDNCIQCAHY I DGPHC
VKTCPAGVMGENNT LVWKYADAGHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSTA

TEMVGALLLLLVVALGIGLEM
___ - _
8 | FWVLVVVGGVLACYSLLVTVAFII FWV CD28 (aminoacidos 153-179 de N.° de
registro P10747)

IEVMYPPPYLDNEKSNGT LIHVEGKHLCPSPLEFEGPSKD CD28 (aminoacidos 114-179 de N.° de
FWVLVVVGGEVLACYSLLVTVAFITFWY registro P10747)

10 | RSKRSRLLHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRs | D28 (aminoacidos 180-220 de P10747)
de Homo sapiens

11 | RSKRSRGGHSDYMNMTPRRPGPTRKHYQPYAPPRDFAAYRS | CD28 (de LL a GG) de Homo sapiens

sapiens

IgD-bisagra-Fc de Homo sapiens
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(continuacién)

N. | SECUENCIA COMENTARIO
o
4-1BB  (aminoacidos  214-255 de
12 | KRGRKKLLYIFKQPFMRPVQTTQEEDGCSCRFPEEEEGGCEL Q07011.1) de Homo sapiens
43 | RYKFSRSADAPAYOOGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPENGGKPRRKNEQE [ ~pya' o 0o 1y .
GLYNELOKDKMAEAYSEIGMKGERRRGEGHDGLYOGLSTATKDTYDALEMOALPER Zela de Fomo sapiens
44 | FVEFSRSAZPPAYOOGONQLYNELNLGRREEYDVLDKRRGRDPEMGGKERRKNPQE CD3 zeta de H .
GLYNELOKDKMAEAYSEI GMKGERRRGKGHDGLYQGLSTATKDTYDALEMOALPER Z¢€la ae /70mo sapiens
45 | FVKFSRSADAPAYKQGONQLYNELNLGRREEYDVLUKRRGRDPEMGGKPRRKNPQE [ a1 .
CLYNELOKDKMAEAYSET CMECERRRCKCHDCLYOCL STATKDT YDALHMOALERR Zela de Fomo sapiens
REVCNGIGIGEFRDSLSINATNIKHERNCISISGDLHILEVAERGDSFTETEELDE
OEILDILKTVKEITGEFLLIQAWPENRTDLHAFENLEI TRGRTKQHGQESLAVVSLNT
16 TSLGLRSLKEISDGDVIISGNKNLCYANTINWEKKLEFGTSGOKTKIISNRGENSCKA tEGER artificial
TGQVCHALCSPEGCWGPEPRDCVSCRNVSRGRECVDKCNLLEGEPREFVENSECIQ arumncia
CHPECLPOAMNITCTGRGPDNCIQCAHYIDGPHCVKTCPAGVMGENNT LVWKYADA
GHVCHLCHPNCTYGCTGPGLEGCPTNGPKIPSIATGMVGALLLLLVVALGIGLFM
17 | EGRGSLLTCGDVEENPGP T2A artificial
18 | MALPVTALLLPLALLLHA Péptido sefial CD8 alfa
19 | GSGATNFSLLKQAGDVEENPGP P2A
20 | ATNFSLLKQAGDVEENPGP P2A
21 | QCTNYALLKLAGDVESNPGP E2A
22 | VKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP F2A
PGGCG- (SGGGQ) 5-P- en donde P es prolina, G es glicinay S
23 | es serina (cuadro 23, pagina 68) enlazador
24 | GSADDAKKDAAKKDGKS enlazador
25 atgcttctcctggtgacaageccttcoctgectctgbigagbtaccacacccagcattect Secuencia sefial de la cadena alfa de
cetgateccea GMCSFR
Secuencia sefial de la cadena alfa de
26 | MLLLVTSLLLCELPHPAFLLIP GMCSER
27 | Glu Arg Lys Cys Cys Val Glu Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra
2g | PLKTPLGDTHTCPRCPEPKSCDTPPECPRCPEPKSCDTPPPCPRCPEPKSC | o,
DTEPPPCPRCP ISagra
29 | Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Bisagra
30 | Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra
31 | Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra
32 | Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Bisagra
33 Glu Val Val Val Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Bisagra
Pro
34 | QQGNTLPYT LC-CDR3 de FMC63
35 | RASQDISKYLN L1 de CDR de FMC863
36 | SRLHSGV L2 de CDR de FMC63
37 | GNTLPYTFG L3 de CDR de FMC63
38 | DYGVS H1 de CDR de FMC63
39 | VIWGSETTYYNSALKS H2 de CDR de FMC63
40 | YAMDYWG H3 de CDR de FMC63
EVKLQESGPGLVAPSQSLSVTCTVIGVILEDYGYVSWIRQPPRKGLEWLGYVIWGSET
41 | TYYNSALKSRLTIIKDNSKSQVFLEMNSLQTDDTAIYYCAKHYYYGGSYAMDYWGQ | VH de FMC63

GTSVTVSS
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(continuacién)

-]

SECUENCIA

COMENTARIO

42

DIQMTOTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQOKPDGTVELLIYHTSRLHS
GVPSRFSG3GSGTDYSLTISNLEQEDIATYFCQOGNTLPYTFGGGTKLEIT

VL de FMC63

43

DIQOMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISKYLNWYQOKPDGTVEKLLIYHTSRLHS
GVPSREF3GIGIGTDYSLTISNLEQEDIATYFCORGNTLEPYTFGGETKLEITGITSG
SGKPGSGEGSTRKGEVRELOQESGPGLVAPSQSLSVICTVIGVILPDYGVYIWIRQPERK
GLEWLGVIWGSETTYYNSALKSRLTITIKDNSKSQVFLEMNSLOQTDDTATIYYCAKHY
YYGGSYAMDYWGOGTSVTVSS

scFv de FMC63

44

KASQNVGTNVA

L1 de CDR de SJ25C1

45

SATYRNS

L2 de CDR de SJ25C1

46

QQYNRYPYT

L3 de CDR de SJ25C1

47

SYWMN

H1 de CDR de SJ25C1

48

QIYPGDGDTNYNGKFKG

H2 de CDR de SJ25C1

49

KTISSVVDFYFDY

H3 de CDR de SJ25C1

50

EVEKLQOSGAELVRPGSSVKISCRASGYAFSSYWMNWYVREQRPGQGLEWIGOIYPGDG
DINYNGKFEKGOATLTADKS S5 TAYMOQLSGLTSEDSAVYECARKTLSSVVDEYEDYW
GOGTTVTVSS

VH de S$J25C1

51

DIELTQSPEKFMST3VGDRVSVTCKASQNVGTNVAWYQQKPGOSPKPLIYSATYRNS
GVPDRFIGSGSGTDFTLTITNVOSKDLADYFCOOYNRYPYTSGGGETKLEIKR

VL de SJ25C1

52

GGGGSGGGGSGGGGS

Enlazador

53

EVKLOQSGAELVRPGSSVKISCEASGYAFSSYWMNWVKQRPGOGLEWIGQIYPGDG
DINYNGKFKGQATLTADKSSSTAYMOQLSGLT SEDSAVYFCARKTISSVVDEYFDYW
GOGTTVIVSSGGGGES GEGGGSGGGGESDIELTOSPRKFMSTSVGDRVSVTCKASQONVGT
NVAWYQQKPGOSPKPLIYSATYRNSGVPDRFTGSGSGTDFTLTITNVQSKDLADYF
COQYNRYPYTSGGGTKLEIKR

scFv de SJ25C1

54

HYYYGGSYAMDY

HC-CDR3 de FMC63

55

HTSRLHS

LC-CDR2 de FMC63

56

GSTSGSGKPGSGEGSTKG

Enlazador

57

gacatccagatgacccagaccacctacagectgagecgeccagectgggecgaccgggt
gaccatcagctgecgggcecagecaggacatcagcaagtacctgaactggtatecage
agaagcccgacggeaccgtcaagetgetgatectaccacaccagoocggetgeacage
ggcgtgecccagceccggtttageggecageggetceggcaccgactacagectgaccat
ctccaacctggaacaggaagatatcgecacctacttttigeccagecagggecaacacac
tgccctacacetttggoeggeggaacaaagetggaaatcaceggeageaccteegge
agoggeaagectyggeageggegagggeageaccaagggegaggtgaagetgecagga
aagcggccctggectggtggeccoccagocagagectgagegtgacctgeacegtyga
gcggcegtgagectgecccgactacggogtgagetggateccggecagocccecaggaag
ggcctggaatggetgggegtgatetggggecagegagaccacctactacaacagege
cectgaagagecggctgaccatcatcaaggacaacagcaagagecaggtgttectga
agatgaacagcctgcagaccgacgacacegecatctactactgegecaagcactac
tactacggcggcagctacgeccatggactactggggccagggecaccagegtgacegt
gagcagce

Secuencia codificante de scFv

58

X1PPX2P

Bisagra

X1 es glicina, cisteina o arginina

X2 es cisteina o treonina

59

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro
Cys Pro

Bisagra
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REIVINDICACIONES

1. Un método para estimular linfocitos T y generar una composiciéon que comprenda linfocitos T que expresen un
receptor recombinante genomodificado, comprendiendo el método:

(a) incubar, en condiciones estimulantes, una composicién de entrada que comprenda linfocitos T que comprenda
una cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+
de los mismos, produciendo de este modo una composicién estimulada, en donde:

(i) las condiciones estimulantes comprenden la presencia de un reactivo estimulador que comprende un agente
primario que es un anticuerpo anti-CD3 y un agente secundario que es un anticuerpo anti-CD28, en donde el
reactivo estimulador activa uno 0 més dominios de sefializacién intracelular de uno o mas componentes de un
complejo TCR y/o uno 0 méas dominios de sefializacién intracelular de una o mas moléculas coestimuladoras,
generando de este modo una composicién estimulada, y en donde el tiempo de estimulacién es de entre 2y 6
dias; y

(ii) la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T
CD8+ de los mismos es o es de al menos 2 x 108 de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto
de linfocitos T CD8+ de los mismos, en donde los linfocitos T de tipo indiferenciado o los linfocitos T CD8+ de
tipo indiferenciado son CD27+ y CCR7+; y

(b) introducir en la composicidén celular estimulada un acido nucleico que codifique un receptor recombinante
genomodificado, en donde el método genera de este modo una composicién de salida que comprende linfocitos T
que expresan el receptor recombinante genomodificado, en donde la introduccién se realiza durante al menos una
parte de la incubacién o se realiza después de la incubacion.

2. El método de la reivindicacién 1, en donde los linfocitos T de tipo indiferenciado o los linfocitos T CD8+ de tipo
indiferenciado son CD45RA+, CD27+, CCR7+ y CD45RO-.

3. El método de la reivindicaciéon 1 o la reivindicacién 2, en donde los linfocitos T comprenden linfocitos T de tipo
indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado, y las condiciones estimulantes inducen preferentemente la
ampliacién o proliferacién de los linfocitos T de tipo indiferenciado en comparacién con los linfocitos T de tipo no
indiferenciado en la composicidén estimulada.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la cantidad iniciadora de cultivo de linfocitos T de tipo
indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+ de los mismos:

(lesde2x10%a5x 1080 de 2 x 10% a4 x 108 de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de
linfocitos T CD8+ de los mismos;

(i) es o0 es de al menos 4 x 108 de los linfocitos T de tipo indiferenciado o de un subconjunto de linfocitos T CD8+
de los mismos; y/o

(iii) en donde la cantidad iniciadora de cultivo es una cantidad de linfocitos T CD8+ de tipo indiferenciado.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde los linfocitos T de tipo indiferenciado o los linfocitos
T CD8+ de tipo indiferenciado:

(i) son positivos en superficie para un marcador de activacidn de linfocitos T seleccionado del grupo que consiste
en CD45RA, CD27, CD28 y CCRY7; y/o

son negativos en superficie para un marcador seleccionado del grupo que consiste en CD25, CD45RO, CD38,
CDeé2L, KLRG1; y/o

tienen baja expresién de CD95; y/o

son negativos para la expresion intracelular de una citocina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IFN-
y, IL-4, IL-10;

(ii) son positivos en superficie para un marcador de activacion de linfocitos T seleccionado del grupo que consiste
en CD45RA, CD27, CD28 y CCRY7; y/o

son negativos en superficie para un marcador seleccionado del grupo que consiste en CD45RO, CD56, KLRGT,
y/o
tienen baja expresién de CD95.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 3-5, en donde los linfocitos T de tipo no indiferenciado:

(i) son negativos en superficie para un marcador de activacién de linfocitos T seleccionado del grupo que consiste
en CD45RA, CD27, CD28 y CCRY7; y/o
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son positivos en superficie para un marcador seleccionado del grupo que consiste en CD25, CD45R0O, CD56,
CD862L, KLRG1 y perforina; y/o

son positivos para la expresién intracelular de una citocina seleccionada del grupo que consiste en IL-2, IFN-y,
IL-4, IL-10; y/o

tienen alta expresién de CD95; y/o

(ii) son CD45RA-, CD27-, CCR7- y/o CD45RO+.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde antes de la incubacién, las células de la composicién
de entrada no se han sometido, y no se someten, a una etapa de seleccién basada en un marcador endégeno de la
superficie de linfocitos T que diferencia entre linfocitos T de tipo indiferenciado y linfocitos T de tipo no indiferenciado.

8. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el receptor recombinante es capaz de unirse a un
antigeno diana que esta asociado a, es especifico para, y/o se expresa en, una célula o tejido de una enfermedad, un
trastorno o una afeccién;
opcionalmente en donde:

(i) la enfermedad, el trastorno o la afeccién es una enfermedad infecciosa o un trastorno infeccioso, una
enfermedad autoinmunitaria, una enfermedad inflamatoria, o un tumor o un cancer;

(ii) el antigeno diana es un antigeno tumoral; y/o

(iii) el antigeno diana se selecciona entre integrina avp6 (integrina avb6), antigeno de maduracién de linfocitos B
(BCMA), anhidrasa carbénica 9 (CA-CAIX), Her2/neu (tirosina cinasa receptora erbB2), L1-CAM, B7-H3, B7-H86,
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)
y antigeno de superficie de la hepatitis B, receptor anti-folato, una ciclina, ciclina A2, ligando 1 de quimiocinas con
motivo C-C (CCL-1), CD19, CD20, CD22, CD23, CD24, CD30, CD33, CD38, CD44, CD44v6, CD44v7/8, CD123,
CD133, CD138, CD171, condroitin sulfato proteoglucano 4 (CSPG4), proteina del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), glucoproteina 2 epitelial (EPG-2), glucoproteina 40 epitelial (EPG-40), efrina B2, receptor de efrina A2
(EPHa2), erb-B2, erb-B3, erb-B4, dimeros erbB, mutacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico de tipo
Il (EGFR vlll), proteina de unién a folato (FBP), receptor Fc de tipo 5 (FCRLS; también conocido como receptor
Fc homélogo 5 o FCRHS5), receptor de acetilcolina fetal (AchR fetal), una proteina de unién a folato (FBP), receptor
alfa de folato, gangliésido GD2, GD2 O-acetilado (OGD2), gangliésido GD3, glipicano-3 (GPC3, Receptor 5D
acoplado a proteina G (GPRC5D), 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
IL-22 alfa (IL-22R-alfa), IL-13R-alfa2 (IL-13Ra2), receptor del dominio de insercién de cinasa (kdr), cadena ligera
kappa, Lewis Y, molécula L1 de adhesién celular (L1-CAM), epitopo CE7 de L1-CAM, miembro A de la familia 8
que contiene repeticiones ricas en leucina (LRRC8A), Lewis Y, antigeno asociado a melanoma (MAGE)-A1, MAGE-
A3, MAGE-A6, MAGE-A10, mesotelina (MSLN), c-Met, citomegalovirus (CMV) murino, mucina 1 (MUC1), MUC18,
ligandos citoliticos naturales del miembro D de grupo 2 (NKG2D), melan A (MART-1), molécula de adhesién celular
neural (NCAM), antigeno oncofetal, antigeno preferentemente expresado del melanoma (PRAME), receptor de
progesterona, un antigeno especifico de préstata, antigeno prostatico de células madre (PSCA), antigeno
prostatico especifico de membrana (PSMA), receptor 1 huérfano similar a tirosina cinasa receptora (ROR1),
survivina, glucoproteina trofoblastica (TPBG también conocida como 5T4), glucoproteina 72 asociada a tumores
(TAGT72), proteina 1 relacionada con tirosinasa (TRP1, también conocida como TYRP1 o gp75), proteina 2
relacionada con tirosinasa (TRP2, también conocida como dopacromo tautomerasa, dopacromo delta-isomerasa
o DCT), receptor alfa de folato, 8H9, antigeno dual, glucoproteina 100 (gp100), receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGFR), receptor 2 del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-R2), receptor de
estrégenos, receptor de progesterona, Tumor de Wilms 1 (WT-1), un antigeno especifico de patégeno o expresado
por patégeno y un antigeno asociado a una etiqueta universal.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde el receptor recombinante es 0 comprende un receptor
funcional de antigeno que no es un TCR o un TCR o fragmento de unién a antigeno del mismo, y/o en donde el
receptor recombinante es un receptor quimérico para el antigeno (CAR).

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el receptor recombinante comprende

(i) un dominio extracelular que comprende un dominio de unién a antigeno que se une especificamente a un
antigeno diana; opcionalmente, en donde el dominio de unién a antigeno es o comprende un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo del mismo, que opcionalmente es un fragmento monocatenario; y

(i) un dominio de sefializacién intracelular que comprende un ITAM; opcionalmente, en donde el dominio de
sefializaciéon intracelular es o comprende un dominio de sefalizacién intracelular de una cadena CD3,
opcionalmente una cadena CD3-zeta (CD3C), o una porcidn de sefializacidén de la misma.

11. El método de la reivindicacién 10, en donde la regién de sefializacién intracelular comprende ademés una regiéon
de sefializacion coestimuladora;
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opcionalmente, en donde la regién de sefializacién coestimuladora comprende un dominio de sefalizacidn intracelular
de una molécula coestimuladora de linfocitos T 0 una porcién de sefializacién de la misma; y/o en donde la regidén de
sefializaciéon coestimuladora comprende un dominio de sefializacién intracelular de un CD28, un 4-1BB o un ICOS o
una porcidn de sefalizaciéon del mismo.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el agente primario y/o el agente secundario estan
presentes en la superficie de un soporte sélido.

13. El método de la reivindicacién 12, en donde el soporte sélido es, o comprende, una perla.
14. El método de la reivindicacién 13, en donde la perla:

(i) comprende un diametro superior a 3,5 um pero no superior a 9 Jm o no superior a 8 ym o no superiora 7 ymo
no superior a 6 UM o no superior a 5 pm;

i) comprende un didmetro de 4,5 pm

ii) es inerte;

iv) es o comprende una superficie de poliestireno; y/o

v) comprende un nlcleo magnético o superparamagnético.

e e —

15. El método de la reivindicacion 13 o la reivindicacién 14, en donde las condiciones estimulantes comprenden incubar
las células con una proporcién entre perlas y células

(lqueesde1:1a10:1,de1:1a81,de1:1a6:1,de1:1a4:1,de1:1a3:1,de21a41,de2:1a3:1,de11a
2:1,de41a10:1,de41a81,de41a6:1,de6:1a10:1,deb:1a81,de 81a10:1, de1:1a1:10,de 1:1 a 1:8,
de1:1a16,de1.1a1.40de1.2a1:3,

(i) en donde la proporcién entre perlas y células es de 3:1; y/o

(iii) en donde la proporcién entre perlas y células es de 1:1.

16. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-15, en donde:

(i) los linfocitos T comprenden células CD4+ y/o CD8+,

(ii) los linfocitos T comprenden linfocitos T CD4+ y CD8+, y la proporcién entre linfocitos T CD4+ y CD8+ esté entre
2:1y1:5;

(iii) los linfocitos T comprenden linfocitos T CD4+ y CD8+ y la proporcidn entre células CD4+ y células CD8+ es de
1:1,1.2,2:1,1:30 3:1;

(iv) los linfocitos T de tipo indiferenciado comprenden linfocitos T CD4+ de tipo indiferenciado y/o linfocitos T CD8+
de tipo indiferenciado; y/o

(v) los linfocitos T de tipo indiferenciado son policlonales.

)
1
i)
1

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde las condiciones estimulantes:
no comprenden N-acetilcisteina (NAC); o no comprenden IL-15 y/o IL-7.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde las condiciones estimulantes dan como resultado
o inducen la muerte de linfocitos T de tipo no indiferenciado o de una subpoblacién de los mismos, y/o en donde las
condiciones estimulantes dan como resultado la muerte celular inducida por activacion (MCIA) de linfocitos T de tipo
no indiferenciado o de una subpoblacién de los mismos.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-18, en donde la introduccién comprende la transduccidén con un
vector virico que comprende un acido nucleico que codifica el receptor recombinante; opcionalmente, en donde el
vector virico es un vector retrovirico y/o en donde el vector virico es un vector lentivirico o un vector gammaretrovirico.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en donde la composicién estimulada es mas policlonal o
multiclonal en comparacién con la composicién de entrada.
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