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DESCRIPCION
Utilizacion de linfocitos T modificados con receptores de antigeno quiméricos para tratar el cancer
Antecedentes de la invencién

La gran mayoria de pacientes que tienen neoplasias malignas de linfocitos B, incluyendo la leucemia linfocitica
cronica (LLC), moriran por la progresion de su enfermedad. Una aproximacion para tratar a estos pacientes es
modificar genéticamente los linfocitos T para detectar los antigenos expresados en células tumorales mediante
la expresion de receptores de antigeno quiméricos (CAR). Los CAR son receptores de antigenos que estan
disefiados para reconocer antigenos de superficie celular en una manera independiente del antigeno
leucocitario humano. Los intentos de utilizar células modificadas genéticamente que expresan CAR para tratar a
estos tipos de pacientes han tenido un éxito muy limitado. Véase, por ejemplo, Brentjens et al., 2010, Molecular
Therapy, 18: 4, 666 - 668; Morgan et al., 2010, Molecular Therapy, publicado en linea el 23 de febrero de 2010,
paginas 1-9; y Till et al., 2008, Blood, 112: 2261-2271.

En la mayoria de los canceres, los antigenos especificos del tumor no estan todavia bien definidos, pero en los
tumores malignos de linfocitos B, CD 19 es una diana tumoral atractiva. La expresion de CD 19 esta restringida
a linfocitos B normales y malignos (Uckun, et al., Blood, 1988, 71: 13-29), de modo que CD 19 es una diana
ampliamente aceptada para probar de manera segura los CAR. Mientras que los CAR pueden desencadenar la
activacion de los linfocitos T de una manera similar a un receptor endégeno de linfocitos T, un impedimento
importante para la aplicacion clinica de esta tecnologia hasta la fecha ha sido limitado por la expansion in vivo
de los linfocitos T CAR+, la rapida desaparicion de las células después de la infusidn, y una actividad clinica
decepcionante (Jena, et al., Blood, 2010, 116: 1035 - 1044, Uckun, et al., Blood, 1988, 71: 13 - 29).

La publicacion de solicitud de patente US n® 20040043401 describe receptores de linfocitos T quiméricos que
combinan en una uUnica especie quimérica, el dominio intracelular de la cadena CD3 zeta, una region de
sefalizacion de una proteina coestimuladora tal como CD28 y un elemento de union. Milone et al., 2009,
Molecular Therapy, 17: 8, 1453-1464 describen linfocitos T con receptores de antigeno quiméricos que
contienen dominios de transduccion de sefiales de CD137.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente en la técnica de composiciones y métodos para el tratamiento de
cancer usando CAR que puedan expandirse in vivo. La presente invencion satisface esta necesidad.

Resumen de la invencion

La presente descripcidon proporciona una secuencia de acido nucleico aislada que codifica un receptor de
antigeno quimérico (CAR), en el que el CAR comprende un dominio de unién a antigeno, un dominio
transmembrana, una regién de sefalizacion coestimuladora y un dominio de sefializacion CD3 zeta, en donde el
dominio de sefializacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24.

Los aspectos de la invencidon para los que se busca proteccidn son como los que se definen en las
reivindicaciones.

En un primer aspecto de la invencion se proporciona un linfocito T genéticamente modificado para expresar un
CAR en el que el CAR comprende (a) un dominio de union al antigeno que es un scFv anti-CD19 (b) una regién
de sefializacion coestimuladora 4-1BB, y (c) un dominio de sefalizacion CD3 zeta para uso en un método para
tratar el cancer en un ser humano, en el que el scFv anti-CD19 comprende la secuencia de aminoacidos de Id.
de Sec. N°: 20 y/o el dominio de sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec.
N°: 24, y en el que el ser humano es resistente por lo menos a un agente quimioterapéutico. El cancer puede
comprender un tumor no sdlido tal como un tumor hematolégico. El cancer puede ser una leucemia o linfoma.
La leucemia puede ser:

(i) una leucemia aguda o una leucemia crénica; o
(i) una leucemia linfocitica aguda.

Alternativamente, el cancer puede ser:

(i) leucemia linfocitica aguda pre-B (indicacién pediatrica), leucemia linfocitica aguda en adultos,
linfoma de células del manto o linfoma difuso de linfocitos B grandes;

(ii) linfoma no Hodgkin;

(iif) mieloma multiple; o

(iv) enfermedad de Hodgkin.

En una realizacion de este aspecto de la invencion el cancer es una leucemia linfocitica cronica.
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En un segundo aspecto de la invencion se proporciona un linfocito T modificado genéticamente para expresar
un CAR en el que el CAR comprende (a) un dominio de unién al antigeno que es un scFv anti-CD 19 (b) una
region de sefializacién coestimuladora 4-1BB, y (c) un dominio de sefalizacion CD3 zeta para utilizar en un
método para tratar el cancer que comprende administrar dicho linfocito T, a un humano diagnosticado con
cancer, en el que el scFv anti-CD19 comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 20 o el dominio
de sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N° 24, y en el que dicho
método genera una poblacién de linfocitos T genéticamente modificados que persiste en el ser humano durante
al menos ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, dos afios o tres afios después de
la administracion y en donde el ser humano es resistente por lo menos a un agente quimioterapéutico.

La poblacién persistente de linfocitos T modificados genéticamente puede comprender al menos una célula
seleccionada del grupo que consiste en un linfocito T que se administré al ser humano, una progenie de un
linfocito T que se administré al ser humano y una combinacién de los mismos. La poblaciéon persistente de
linfocitos T modificados genéticamente puede comprender un linfocito T de memoria.

En un tercer aspecto de la invencion se proporciona un linfocito T modificado genéticamente para expresar un
CAR en el que el CAR comprende (a) un dominio de unién al antigeno que es un scFv anti-CD 19 (b) una regién
de sefalizacion coestimuladora 4-1BB, y (c) un dominio de sefalizacion CD3 zeta para utilizar en un método
para tratar cancer que comprende administrar dicho linfocito T a un ser humano diagnosticado con cancer, en el
que el scFv anti-CD19 comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N° 20 o el dominio de
sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, y en el que dicho método
expande una poblacion de linfocitos T modificados genéticamente en humanos, y en el que el ser humano es
resistente por lo menos a un agente quimioterapéutico.

La progenie de linfocitos T en el ser humano pueden comprender un linfocito T de memoria. La poblacién de
progenie de linfocitos T puede persistir en el ser humano durante al menos tres meses, cuatro meses, cinco
meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, dos anos o
tres afios después de la administracion.

En aspectos de la invencion relativos a un linfocito T para su uso tal como se ha definido anteriormente, el
cancer puede ser como se define en el primer aspecto o el cancer puede ser una leucemia linfocitica crénica.

En aspectos de la invencion relativos a un linfocito T para su uso tal como se ha definido anteriormente, el ser
humano puede tener una leucemia linfocitica crénica que es una leucemia CD19+ refractaria y un linfoma.

En cualquier aspecto de la invencion, el linfocito T puede ser una célula autdloga o alogénica. La célula puede
administrarse después de terapia ablativa de linfocitos B, tal como con agentes que reaccionan con CD20, por
ejemplo, Rituxan.

En aspectos de la invencion relativos a un linfocito T para su uso tal como se ha definido anteriormente, la
célula puede administrarse en una composicion farmacéutica a una dosificacion de 10* a 10° células/kg de peso
corporal o 105 a 108 células/kg de peso corporal.

De acuerdo con una realizaciéon de la invencion, el linfocito T a utilizar, puede ser como se ha definido
anteriormente en el que:

(i) la region de sefalizacién coestimuladora 4-1BB comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de
Sec. N° 23;

(ii) el CAR comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en Id. de Sec. N°: 12;

(iii) el scFv anti-CD19 puede codificarse mediante la Id. de Sec. N°: 14;

(iv) la region de sefalizacion 4-1BB esta codificada por Id. de Sec. N°: 17 y el dominio de sefializacion
CD3 zeta esta codificado por Id. de Sec. N°: 18;

(v) el scFv anti-CD 19 esta codificado por Id. de Sec. N°: 14, la regidon de sefializacion 4-1BB esta
codificada por Id. de Sec. N°: 17 y el dominio de sefializacion CD3 zeta esta codificado por Id. de Sec.
N°: 18; o

(vi) el CAR esta codificado por la secuencia de acido nucleico expuesta en la Id. de Sec. N°: 8.

También se describe aqui una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR que comprende la secuencia
de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 12.

También se describe aqui una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR que comprende la secuencia
de acido nucleico de Id. de Sec. N°: 8.

También se describe aqui que un dominio de sefalizaciéon de CD3 zeta en el CAR que esta codificado por la
secuencia de acido nucleico de Id. de Sec. N°: 18.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2700 966 T3

También se describe aqui un CAR aislado que comprende un dominio de unién a antigeno, un dominio
transmembrana, una region de sefializacion coestimuladora y un dominio de sefializacién CD3 zeta, en el que el
dominio de sefializacion CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24.

También se describe aqui una célula que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR, en
el que el CAR comprende un dominio de unién a antigeno, un dominio transmembrana, una regién de
sefializacion coestimuladora y un dominio de sefializacion CD3 zeta que comprende la secuencia de
aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24.

Como se describe en el presente documento, la célula que comprende el CAR presenta una inmunidad
antitumoral cuando el dominio de unién al antigeno del CAR se une a su antigeno correspondiente.

También se describe aqui un vector que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un CAR, en
el que el CAR comprende un dominio de unién al antigeno, una region de sefalizacién coestimuladora y un
dominio de sefalizacion CD3 zeta, en el que el dominio de sefalizacion CD3 zeta comprende la secuencia de
aminoacidos de la Id. de Sec. N°: 24.

También se describe aqui un método para estimular una respuesta inmune mediada por linfocitos T a una
poblacién de células diana o tejido en un mamifero. En una realizacién, el método comprende administrar a un
mamifero una cantidad eficaz de una célula genéticamente modificada para expresar un CAR en el que el CAR
comprende un dominio de unién al antigeno, una region de sefializacion coestimuladora y un dominio de
sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, en el que el dominio
de uniodn al antigeno se selecciona para reconocer especificamente la poblacion de células o tejido diana.

También se describe un método para proporcionar una inmunidad antitumoral en un mamifero. También se
describe un método que comprende administrar a un mamifero una cantidad eficaz de una célula genéticamente
modificada para expresar un CAR en el que el CAR comprende un dominio de unién al antigeno, una region de
sefalizacion coestimuladora y un dominio de sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia de
aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, proporcionando asi una inmunidad antitumoral en el mamifero.

También se describe un método para tratar un mamifero que tiene una enfermedad, trastorno o afeccion
asociada con una expresion elevada de un antigeno tumoral. También se describe un método que comprende
administrar a un mamifero una cantidad eficaz de una célula genéticamente modificada para expresar un CAR
en el que el CAR comprende un dominio de unién al antigeno, una region de sefializacion coestimuladora y un
dominio de sefializacion CD3 zeta que comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, tratando
con ello al mamifero.

Tal como se describe en el presente documento, la célula es un linfocito T autdlogo.

Como se describe aqui, los antigenos tumorales incluyen CD19, CD20, CD22, ROR1, mesotelina, CD33/IL3Ra,
c-Met, PSMA, glicolipido F77, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR, y cualquier combinacién de los
mismos.

También se describe aqui un método para tratar a un ser humano con leucemia linfocitica crénica. En una
realizacién, el método comprende administrar a un humano un linfocito T modificado genéticamente para
expresar un CAR en el que el CAR comprende un dominio de unién al antigeno, una regién de sefalizacién
coestimuladora y un dominio de sefalizacion CD3 zeta que comprende la secuencia de amino4cidos de Id. de
Sec. N°: 24.

Tal como se describe en el presente documento, el ser humano es resistente por lo menos a un agente
quimioterapéutico

Tal como se describe en el presente documento, la leucemia linfocitica crénica es una leucemia CD19+
refractaria y un linfoma.

También se describe aqui un método para generar una poblacién persistente de linfocitos T modificados
genéticamente en un ser humano diagnosticado con cancer. También se describe aqui un método que
comprende administrar a un ser humano un linfocito T modificado genéticamente para expresar un CAR en el
que el CAR comprende un dominio de unién al antigeno, una region de sefializacion coestimuladora y un
dominio de sefializacién CD3 zeta que comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, en el que
la poblacion persistente de linfocitos T modificados genéticamente persiste en el ser humano durante al menos
un mes después de la administracion.

Tal como se describe en el presente documento, la poblacion persistente de linfocitos T modificados
genéticamente comprende al menos una célula seleccionada del grupo que consiste en un linfocito T que se
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administrd al ser humano, una progenie de un linfocito T que se administré al ser humano y una combinacion de
los mismos.

Tal como se describe en el presente documento, la poblacion persistente de linfocitos T modificados
genéticamente comprende un linfocito T de memoria.

Tal como se describe en el presente documento, la poblacion persistente de linfocitos T modificados
genéticamente persiste en el ser humano durante al menos tres meses después de la administracion. Como se
describe en el presente documento, la persistencia de la poblaciéon de linfocitos T modificados genéticamente
persiste en el ser humano durante al menos cuatro meses, cinco meses, seis meses, siete meses, ocho meses,
nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, dos afios o tres afios después de la administracion.

Tal como se describe en el presente documento, se trata la leucemia linfocitica crénica.

También se describe aqui un método para expandir una poblacién de linfocitos T modificados genéticamente en
un ser humano diagnosticado con cancer. También se describe aqui un método que comprende administrar a
un ser humano un linfocito T modificado genéticamente para expresar un CAR en el que el CAR comprende un
dominio de unién al antigeno, una regién de sefalizacidén coestimuladora y un dominio de sefalizacion CD3 zeta
que comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, en la que el linfocito T genéticamente
modificado administrado produce una poblacién de linfocitos T de progenie en el ser humano.

Tal como se describe en el presente documento, los linfocitos T de progenie en el ser humano comprenden un
linfocito T de memoria.

Tal como se describe en el presente documento, el linfocito T es un linfocito T autdlogo.

Tal como se describe en el presente documento, el ser humano es resistente por lo menos a un agente
quimioterapéutico.

Como se describe aqui, el cancer es una leucemia linfocitica cronica. En otra realizacion, la leucemia linfocitica
cronica es una leucemia CD19+ refractaria y un linfoma.

Tal como se describe en el presente documento, la poblacién de linfocitos T de progenie persiste en el ser
humano durante al menos tres meses después de la administracion. Como se describe en el presente
documento, la poblacién de linfocitos T de progenie persiste en el ser humano durante al menos cuatro meses,
cinco meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses, diez meses, once meses, doce meses, dos
afios o tres afios después de la administracion.

Tal como se describe en el presente documento, se trata el cancer.
Breve descripcién de los dibujos

La siguiente descripcion detallada de realizaciones preferidas de la invencién se comprendera mejor cuando se
lea conjuntamente con los dibujos adjuntos. Con el fin de ilustrar la invenciéon, se muestran en los dibujos
realizaciones que son preferidas. Debe entenderse, sin embargo, que la invencién no esta limitada a las
disposiciones e instrumentalidades exactas de las realizaciones mostradas en los dibujos.

La Figura 1, que comprende las Figuras 1A a 1C, es una serie de imagenes de las representaciones
esquematicas del vector de transferencia génica y transgén, fabricacion de linfocitos T genéticamente
modificados y disefio del protocolo clinico. La Figura 1A representa los vectores lentivirales y el transgén que
muestran los elementos funcionales principales. Se produjo un vector lentiviral de grado clinico pseudotipado de
la proteina G del virus de la estomatitis vesicular (denominado pELPs 19BBz) dirigiendo la expresion del scFv
anti-CD19 derivado del anticuerpo monoclonal murino FMC63, la bisagra CD8a humana y el dominio
transmembrana y los dominios humanos de sefalizacion 4-1BB y CD3zeta. La expresion constitutiva del
transgén se dirigio por la inclusion de un EF-1a (promotor del factor de elongacion-1a); LTR, repeticion terminal
larga; RRE, elemento de respuesta a rev, (cPPT) y la secuencia de terminacién central (CTS). La figura no esta
a escala. La Figura 1B representa la fabricacion de linfocitos T. Las células autélogas se obtuvieron a través de
una aféresis, y los linfocitos T se enriquecieron mediante elutriacion de células mononucleares, se lavaron y se
redujeron las células de leucemia residual mediante la adicién de cuentas paramagnéticas recubiertas con anti-
CD3/CD28 para la seleccion positiva y la activacion de linfocitos T. Se afiadio el vector lentiviral en el momento
de la activacion celular y se lavé el dia 3 después de la iniciacién del cultivo. Las células se expandieron sobre
un dispositivo de plataforma basculante (WAVE Bioreactor System) durante 8-12 dias. En el ultimo dia de
cultivo, las cuentas se retiraron al pasar sobre un campo magnético y los linfocitos T CART19 se recogieron y
crioconservaron en medio infusible. La Figura 1C ilustra el disefio del protocolo clinico. A los pacientes se les
administré quimioterapia de linfoplastia como se describid, seguida por la infusién n°® 1 de CART19 por via i.v.
flujo de gravedad por goteo en un periodo de 15-20 minutos. La infusién se administré6 usando un enfoque de
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dosis dividida durante 3 dias (10%, 30%, 60%) comenzando entre 1 y 5 dias después de completar la
quimioterapia. Los ensayos de valoracién se llevaron a cabo en la semana de estudio 4. Al final de la
supervision activa, los sujetos fueron transferidos a un protocolo de destino para el seguimiento a largo plazo de
acuerdo con la guia de la FDA.

La Figura 2, que comprende las Figuras 2A a 2F, es una serie de imagenes que demuestran una expansion y
persistencia in vivo sostenida en sangre y médula de células CART19. El ADN aislado de sangre completa
como se representa en la Figura 2A a 2C o la médula 6sea como se representa en la Figura 2D a 2F, las
muestras obtenidas de UPN 01 como se representa en la Figura 2A y 2D, UPN 02 como se representa en la
Figura 2B y 2E y UPN 03 como se representa en la Figura 2C y 2F se sometieron a analisis de Q-PCR usando
un ensayo calificado para detectar y cuantificar las secuencias de CART19. Cada punto de datos representa el
promedio de mediciones triplicadas en ADN gendmico de 100-200 ng, con un porcentaje maximo de CV inferior
al 1,56%. Los parametros de acierto/ fallo para el ensayo incluian rangos preestablecidos de pendiente y
eficiencia de amplificacion, y amplificacion de una muestra de referencia. El limite inferior de cuantificacién para
el ensayo establecido por el intervalo de la curva estandar era 2 copias de transgén/microgramo de ADN
genomico; los valores de muestra por debajo de ese nimero se consideran estimaciones y se presentan si al
menos 2/3 de las repeticiones generan un valor Ct con % CV para los valores 15%. Las células CART19 se
infundieron en los dias 0, 1y 2 para UPN 01 y UPN 03 y los dias 0, 1, 2 y 11 para UPN 02.

La Figura 3, que comprende las Figuras 3A a 3D, es una serie de imagenes que muestran las citoquinas de
médula 6sea y suero antes y después de la infusién de linfocitos T CAR; las mediciones longitudinales de los
cambios en las citoquinas séricas, quimioquinas y receptores de citoquinas en UPN 01 como se muestra en la
Figura 3A, UPN 02 como se representa en la Figura 3B y UPN 03 como se representa en la Figura 3C, en el dia
indicado después de la infusion celular CART19 y valoraciones en serie de los mismos analitos en la médula
6sea de UPN 03 como se muestra en la figura 3D. Las muestras se sometieron a analisis multiplex utilizando la
tecnologia Luminex bead array y equipos multiplexa premontados y validados. Los analitos con un cambio de >
= 3 veces se indican y se representan graficamente como cambio relativo desde la linea de base como se
representa en la figura 3A a 3C o como valores absolutos como se representa en la figura 3D. Los valores
absolutos para cada analito en cada punto de tiempo se derivaron de una curva estandar basada en proteina
recombinante sobre una dilucion en serie de 8 puntos en 3 veces, con limites superiores e inferiores de
cuantificacion (ULOQ, LLOQ) determinados por el 80-120% de los valores de corte observados/esperados para
las curvas estandar. Cada muestra se evalud por duplicado con valores medios calculados y % CV en la
mayoria de los casos inferior al 10%. Para acomodar la presentacion de datos consolidados en el contexto del
amplio rango para los valores absolutos, los datos se presentan como cambios del nimero de veces sobre el
valor de referencia para cada analito. En los casos en que los valores basales no eran detectables, la mitad del
valor de la curva estandar mas baja se utilizé6 como valor de referencia. Los intervalos de curva estandar para
los analitos y valores basales (dia 0) (enumerados entre paréntesis secuencialmente para UPNO1, 02 y 03),
todos en pg/ml: IL1-Ra: 35,5-29,318 (689, 301, 287); IL-6: 2,7-4,572 (7, 10,1, 8,7); IFN-y: 11,2-23,972 (2,8, ND,
4,2); CXCL10: 2,1-5,319 (481, 115, 287); MIP-18: 3,3-7,233 (99,7, 371, 174); MCP-1: 4,8-3,600 (403, 560, 828);
CXCL9: 48,2-3,700 (1,412, 126, 177); IL2-Ra: 13,4-34,210 (4,319, 9,477, 610); IL-8: 2,4-5,278 (15,3, 14,5, 14,6);
IL-10: 6,7-13,874 (8,5, 5,4, 0,7); MIP-1a: 7,1-13,778 (57,6, 57,3, 48,1).

La Figura 4, que comprende las Figuras 4A a 4D, es una serie de imagenes que representan la expresion
prolongada de CART19 en superficie y el establecimiento funcional de CAR de memoria in vivo. La Figura 4A
representa la deteccion de linfocitos CD3+ que expresan CAR vy la ausencia de linfocitos B en la periferia y la
médula. Las células recién procesadas de sangre periférica 0 de médula ésea obtenidas de UPN 03 al dia 169
después de la infusion de células CART19 se evaluaron por citometria de flujo para la expresién superficial de
CAR19 (parte superior) o presencia de linfocitos B (parte inferior); como control, las CMSP obtenidas de un
donante sano ND365 se tifieron. Para evaluar la expresiéon de CAR19 en los linfocitos CD3+, las muestras
fueron cotefiidas con anticuerpos contra CD14-PE-Cy7 y CD16-PE-Cy7 (canal de descarte) y CD3-FITC,
seleccionado positivamente por CD3+, y se evalud la expresion de CAR19 en los compartimentos de linfocitos
CD8+ y CD8- mediante cotincion con CD8a-PE y el anticuerpo de idiotipo anti-CAR19 conjugado con Alexa-647.
Los datos en las graficas estan seleccionados en la poblaciéon de células negativas al canal de descarte/ CD3-
positivas. Para evaluar la presencia de linfocitos B, se cotifieron las muestras con anticuerpos para CD14-APC y
CD3-FITC (canales de descarte) y se evalud la presencia de linfocitos B en la fraccion negativa del canal de
descarte mediante cotincién con anticuerpos contra CD20-PE y CD19-PE-Cy-7. En todos los casos, los
cuadrantes de seleccidn negativos se establecieron en controles sin tincién como se representa en las Figuras
4B y 4C. Se muestra la inmunofenotipificacion de linfocitos T de subconjuntos de linfocitos T CD4+ (Figura 4B) y
CD8+ (Figura 4C). Las muestras de sangre periférica congeladas de UPN 03 obtenidas por aféresis a los dias
56 y 169 después de la infusién de linfocitos T reposaron durante la noche en medio de cultivo sin factores
afadidos, se lavaron y se sometieron a inmunofenotipificacion multiparamétrica para la expresion de
marcadores de linfocitos T de memoria, y agotamiento. La estrategia de bloqueo, como se representa en la
Figura 8, implico un bloqueo inicial en células CD3-positivas y canal de descarte (CD14, CD16, Live/Dead Aqua)
negativas, seguido de selecciones positivas en células CD4+ y CD8+. Las selecciones y los cuadrantes se
establecieron usando controles de FMO (CAR, CD45RA, PD-1, CD25, CD127, CCRY7) o seleccionando
poblaciones de células positivas (CD3, CD4, CD8) y subgrupos claramente delineados (CD27, CD28, CD57); los
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datos se mostraron después de la transformacion biexponencial para la visualizacion objetiva de los eventos. La
figura 4D muestra la capacidad funcional de las células CAR persistentes. Las muestras de sangre periférica
congeladas de UPN 03 obtenidas por aféresis a los dias 56 y 169 después de la infusion de linfocitos T
reposaron durante la noche en medio de cultivo sin factores afiadidos, se lavaron y se evaluaron directamente
ex vivo para la capacidad de reconocer células diana que expresan CD19 usando ensayos de desgranulacién
de CD107. Después de una incubacion de dos horas en presencia de anti-CD28, anti-CD49d y CD107-FITC, se
recogieron las mezclas de células, se lavaron y se sometieron a un analisis citométrico de flujo multiparamétrico
para evaluar la capacidad de las células CART19 de desgranular en respuesta a las dianas que expresan
CD19. La estrategia de seleccion implicé una seleccion inicial en células CD3-PE-positivas y canales de
descarte (CD14-PE-Cy7, CD16-PE-Cy7, Live/Dead Aqua) negativas, seguido por seleccion en células CD8-PE-
Texas Red positivas; los datos presentados corresponden a la poblacién seleccionada por CD8+. En todos los
casos, se establecieron cuadrantes de seleccion negativa en controles no tefiidos.

La Figura 5, que comprende las Figuras 5A a 5C, es una serie de imagenes que representan los resultados de
experimentos que evallan respuestas clinicas después de la infusion de células CART19. La Figura 5A muestra
que UPN 02 se trato con dos ciclos de rituximab y bendamustina con una respuesta minima (R/B, flecha). Los
linfocitos T CART19 se infundieron comenzando 4 dias después de bendamustina solamente (B, flecha). El
rituximab y la leucemia resistente a bendamustina se eliminaron rapidamente de la sangre, como se indica por
una disminucién en el recuento absoluto de linfocitos (ALC) de 60.600/ml a 200/ml dentro de los 18 dias de la
infusion. El tratamiento con corticosteroides se inicio el dia 18 después de la infusion debido a malestar y
sindrome febril no infeccioso. La linea de referencia (punteada) indica el limite superior normal para ALC. La
Figura 5B representa los resultados de experimentos ejemplares que tifien una biopsia de corte secuencial de
médula désea o especimenes de coagulos de pacientes UPN 01 y 03 para CD20. La infiltracion de
pretratamiento con leucemia presente en ambos pacientes estuvo ausente en muestras post tratamiento
acompafiadas de normalizacion de la celularidad y hematopoyesis de triple linaje. UPN 01 no ha detectado
ninguna célula LLC evaluada por citometria de flujo, citogenética e hibridacién in situ fluorescente o linfocitos B
normales detectados por citometria de flujo en médula 6sea o sangre. UPN 03 tenia 5% de linfocitos B CD5-
negativos normales residuales confirmados por citometria de flujo en el dia +23, lo que también mostr6é que eran
policlonales; no se detectaron linfocitos B normales al dia +176. La Figura 5C representa los resultados de
experimentos utilizando imagenes de TC secuencial para evaluar la resolucién rapida de linfadenopatia
generalizada resistente a quimioterapia. Masas axilares bilaterales resueltas por 83 (UPN 01) y 31 (UPN 03)
dias post infusion, segun se indica mediante flechas y circulo.

La Figura 6, que comprende las Figuras 6A a 6C, es una serie de imagenes que representan los recuentos
absolutos de linfocitos y las células CART19+ totales en circulacién para UPN 01, 02, 03. El nimero total de
linfocitos (células LLC y células normales totales) vs. células CART 19+ totales en circulacién se representa para
los 3 sujetos usando el recuento absoluto de linfocitos de los valores de CBC y asumiendo un volumen de
sangre de 5,0 L. El numero total de células CART19 en circulacion se calculé usando los valores de CBC en
tandem con recuentos de linfocitos absolutos y los valores de marcado de Q-PCR como se muestra en la Figura
2, convirtiendo copias/ug de ADN al % de marcado medio como se describe en otra parte del presente
documento. Se encontré que el % marcaje de Q-PCR se correlacionaba estrechamente (variacion <2 veces)
con la caracterizacion de citometria de flujo de los productos de infusién y con datos de muestras en los que se
disponia de datos de citometria de flujo concomitantes para numerar directamente células CART19 por tincién.

La Figura 7, que comprende las Figuras 7A a 7D son una serie de imagenes que representan experimentos que
implican la deteccion directa ex vivo de células CART19 positivas en UPN-01 PBMC, 71 dias después de la
infusién de células. Las PBMC de UPN-01 recogidas tras aféresis el dia 71 tras infusion o congelados en el
momento de la aféresis para la fabricacion del producto de linfocitos T (linea de base) y se descongelaron de
forma viable antes de la tincidn, se sometieron a analisis de citometria de flujo para detectar la presencia de
células CART19 que expresan la porcion CAR 19 en la superficie. Para evaluar la expresién de CAR19 en el
linfocito, las muestras fueron cotefiidas con CD3-PE vy el anticuerpo anti-IDR1 idiotipico conjugado con Alexa-
647, o cotefiido con CD3-PE solo (FMO para CAR19). La Figura 7A describe que una seleccién inicial de
linfocitos se establecidé basandose en la dispersion hacia adelante y en el lado (FSC vs SSC), seguido por la
seleccion de células CD3+. La Figura 7B representa la seleccion de los linfocitos CD3+; La Figura 7C
representa la tincién idiotipica CAR; La Figura 7D representa el idiotipo CAR FMO. La seleccion positiva para
CAR19 se establecio en las muestras FMO CAR19.

La Figura 8, que comprende las Figuras 8A a 8C, es una serie de imagenes que representan la estrategia de
seleccion para identificar la expresion de CART19 usando citometria de flujo policromatica en muestras de
sangre UPN 03. La estrategia de bloqueo para la Figura 8C se muestra para la muestra de UPN 03 dia 56 y es
representativa de la estrategia utilizada en la muestra de UPN 03 dia 169. La Figura 8A representa la seleccion
primaria: descarte (CD14, CD16, live/dead Aqua) negativo, CD3-positivo. La Figura 8B representa la seleccion
secundaria: CD4-positivas, CD8 positivas. La Figura 8C representa la seleccion terciaria: CAR19-positivas y
CAR19-negativas, establecidas en las muestras de CAR FMO (paneles de la derecha).
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La Figura 9 representa la estrategia de bloqueo para identificar directamente la expresién de CART19 y los
linfocitos B en especimenes de sangre y médula ésea. La estrategia de bloqueo para la Figura 4A, que muestra
la deteccion de linfocitos CD3+ que expresan CAR y la ausencia de linfocitos B en la periferia y la médula.
Izquierda: bloqueo de células; Panel superior: seleccién positiva para células CD3+, panel inferior: seleccién
negativa (CD14-negativa, CD3-negativa) para linfocitos B. NC365, células de control de sangre periférica de un
donante sano.

La Figura 10 es una imagen que resume la demografia y la respuesta del paciente.
La Figura 11 representa el proceso de fabricacion de células CART-19

La Figura 12, que comprende las Figuras 12A a 12D, es una serie de imagenes que representan la respuesta
clinica en un paciente. La Figura 12A muestra el vector lentiviral utilizado para infectar linfocitos T del paciente.
Se produjo un vector lentiviral pseudotipado de grado clinico de la proteina G del virus de la estomatitis
vesicular (pELPs 19-BB-z) dirigiendo la expresion de scF anti-CD19 derivado de anticuerpo monoclonal murino
FMCG63, bisagra de CD8a. humana y dominio transmembrana, y dominios de sefalizacién humanos 4-1BB y
CD3. Detalles del transgén CAR19, en la parte inferior de la figura 12A, se muestran los elementos funcionales
principales. La figura no esta a escala. 3 'LTR significa repeticién terminal larga en 3'; 5'LTR, repeticion terminal
larga en 5'; Amp R, gen de resistencia a la ampicilina; GH poli A bovina, hormona de crecimiento bovino con
cola de poliadenilacién; cPPT/CTS, tramo central de polipurina con secuencia de terminacién central; EF-1q,
factor de elongacién 1-alfa; env, cubierta; gag, antigeno especifico del grupo; pol, gen de VIH que codifica la
polimerasa y la transcriptasa inversa; R, repeticion; RRE, elemento de respuesta a rev; scFv, fragmento variable
de cadena sencilla; TM, transmembrana; y WPRE, elemento de regulacion postranscripcional del virus de la
hepatitis de la marmota. La Figura 12B muestra los niveles de creatinina sérica, acido urico y lactato
deshidrogenasa (LDH) desde el dia 1 hasta el dia 28 después de la primera infusion de células CART19. Los
niveles maximos coincidieron con la hospitalizacién por el sindrome de lisis tumoral. La Figura 12C muestra
muestras de biopsia de médula ésea obtenidas 3 dias después de la quimioterapia (dia -1, antes de la infusién
de células CART19) y 23 dias y 6 meses después de la infusidon de células CART19 (hematoxilina y eosina). El
espécimen de referencia muestra la médula ésea hipercelular (60%) con hematopoyesis de tres linajes, infiltrada
por agregados predominantemente intersticiales de linfocitos pequefios y maduros que representan el 40% del
total de células. El espécimen obtenido el dia 23 muestra agregados linfoides residuales (10%) negativos para
la leucemia linfoide crénica (LLC), con una mezcla de linfocitos T y linfocitos B CD5 negativos. El espécimen
obtenido 6 meses después de la infusion muestra hematopoyesis de tres linajes, sin agregados linfoides y
ausencia continuada de LLC. La figura 12D muestra tomografias computarizadas contrastadas obtenidas antes
de que el paciente estuviera reclutado en el estudio y 31 dias y 104 dias después de la primera infusion. La TC
de preinfusidn revela masas bilaterales de 1 a 3 cm. La regresion de la linfadenopatia axilar ocurrié dentro de un
mes después de la infusién y se mantuvo. Las flechas destacan varios ganglios linfaticos agrandados antes de
la terapia y las respuestas de los ganglios linfaticos en tomografias computarizadas comparables después de la
terapia.

La Figura 13, que comprende las Figuras 13A a 13E, es una serie de imagenes que representan citoquinas de
suero y de médula ésea antes y después de la infusion de linfocitos T de receptor de antigeno quimérico. Las
mediciones en serie de la citoquina interferén-y (Figura 13A), el motivo de quimioquina 10 C-X-C de quimioquina
estimulada por interferén-y (CXCL10) (Figura 13B) y el ligando 9 del motivo C-X-C (CXCL9) (Figura 13C), y la
interleuquina-6 (Figura 13D) se midieron en los puntos de tiempo indicados. EI aumento en estas citoquinas
inflamatorias y quimioquinas coincidié con el inicio del sindrome de lisis tumoral. Se detectaron niveles bajos de
interleuquina-6 en la linea basal, mientras que el interferén-y, CXCL9 y CXCL10 estaban por debajo de los
limites de deteccidn en la linea basal. Los intervalos de curva estandar para los analitos y los valores basales en
el paciente, dados entre paréntesis, fueron los siguientes: interferén-y, 11,2 a 23,972 pg por mililitro (1,4 pg por
mililitro); CXCL10, 2,1 a 5319 pg por mililitro (274 pg por mililitro); CXCL9, 48,2 a 3700 pg por mililitro (177 pg
por mililitro); interleuquina-6, 2,7 a 4572 pg por mililitro (8,3 pg por mililitro); factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
1,9 a 4005 pg por mililitro (no detectable); y el receptor de interleuquina-2 soluble, 13,4 a 34,210 pg por mililitro
(644 pg por mililitro). La Figura 13E muestra la induccién de la respuesta inmune en la médula ésea. Se
midieron las citoquinas TNF-q, interleuquina-6, interferon-y, quimioquina CXCL9 y receptor soluble de
interleuquina-2 en fluidos sobrenadantes obtenidos de aspirados de médula 6sea en los dias indicados antes y
después de la infusion de células CART19. Los aumentos de los niveles de interleuquina-6, interferon-y, CXCL9
y receptor soluble de interleuquina-2 coincidieron con el sindrome de lisis tumoral, la maxima infiltracién de
linfocitos T del receptor de antigeno quimérico y la erradicacion del infiltrado leucémico.

La Figura 14, que comprende las Figuras 14A a 14C, es una serie de imagenes que representan la expansion y
persistencia de linfocitos T del receptor de antigeno quimérico in vivo. Se aisl6 ADN gendmico (gDNA) a partir
de muestras de la sangre entera del paciente (Figura 14A) y aspirados de médula ésea (Figura 14B) recogidos
en puntos de tiempo seriados antes y después de la infusién de linfocitos T de receptor de antigeno quimérico y
se usaron para analisis cuantitativos en tiempo real de reaccion en cadena de polimerasa (PCR). Como se
evalué en base al ADN transgénico y al porcentaje de linfocitos que expresan CAR19, los linfocitos T del
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receptor antigénico quimérico se expandieron a niveles que eran 1000 veces mas altos que los niveles iniciales
de injerto en la sangre periférica y la médula ésea. Los niveles maximos de linfocitos T de receptor de antigeno
quimérico se correlacionaron temporalmente con el sindrome de lisis tumoral. Una muestra de sangre obtenida
el dia 0 y una muestra de médula 6sea obtenida el dia 1 no tenia sefial de PCR en la linea basal. El analisis de
citometria de flujo de aspirados de meédula dsea en la linea basal (Figura 14C) muestra una infiltracién
predominante con células clonales CD19+ CD5+, evaluadas mediante tincion de la cadena ligera kappa de
inmunoglobulina, con una escasez de linfocitos T. El dia 31 después de la infusion, habia presentes linfocitos T
CD5+, y no se detectaron linfocitos B normales o malignos. Los nimeros indican la frecuencia relativa de las
células en cada cuadrante. Tanto el eje x como el eje y muestran una escala log10. La estrategia de bloqueo
implicd un bloqueo inicial en las células CD19+ y CD5+ en los cuadros de la izquierda y la posterior
identificacion de la expresion de kappa y lambda de inmunoglobulina en el subconjunto CD19+ CD5+ (cuadros
de la derecha)

Descripcion detallada

La invencion se refiere a composiciones para tratar el cancer incluyendo, pero sin limitarse a, neoplasias
hematoldgicas malignas y tumores sélidos. La presente invencién se refiere a una estrategia de transferencia de
células adoptivas de linfocitos T transducidos para expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR). Los CAR
son moléculas que combinan especificidad basada en anticuerpos para un antigeno deseado (por ejemplo,
antigeno tumoral) con un dominio intracelular activador del receptor de linfocitos T para generar una proteina
quimérica que exhibe una actividad inmune celular antitumoral especifica.

La presente invencion se refiere en general al uso de linfocitos T genéticamente modificados para expresar de
manera estable un CAR deseado como se define en las reivindicaciones. Los linfocitos T que expresan un CAR
se denominan en el presente documento como linfocitos T CAR o linfocitos T CAR modificados.
Preferiblemente, la célula puede modificarse genéticamente para expresar de manera estable un dominio de
unién a anticuerpo en su superficie, confiriendo una nueva especificidad de antigeno que es independiente del
MHC. El linfocito T se modifica genéticamente para expresar de manera estable un CAR que combina un
dominio de reconocimiento de antigeno de un anticuerpo especifico con un dominio intracelular de la proteina
de cadena de CD3-zeta en una unica proteina quimérica.

Tal como se describe en el presente documento, el CAR descrito en el presente documento comprende un
dominio extracelular que tiene un dominio de reconocimiento de antigeno, un dominio transmembrana y un
dominio citoplasmico. Como se describe en el presente documento, se utiliza el dominio transmembranal que
esta naturalmente asociado con uno de los dominios en el CAR. También como se describe aqui, el dominio
transmembranal puede seleccionarse o modificarse mediante la sustitucion de aminoacidos para evitar la unién
de dichos dominios a los dominios transmembrana de las mismas o diferentes proteinas de membrana de
superficie para minimizar las interacciones con otros miembros del complejo receptor. Preferiblemente, el
dominio transmembrana es el dominio de bisagra CD8a.

Con respecto al dominio citoplasmico, el CAR descrito en el presente documento comprende el dominio de
sefializacion 4-1BB. EI dominio citoplasmico del CAR puede ser disefiado para comprender adicionalmente el
dominio de sefializacion de CD3-zeta. El dominio citoplasmico del CAR incluye mdédulos de sefializacion CD3-
zeta y 4-1BB. Por consiguiente, la invencién proporciona linfocitos T CAR y su uso para terapia adoptiva.

Tal como se describe en el presente documento, los linfocitos T CAR descritos en el presente documento
pueden generarse introduciendo un vector lentiviral que comprende un CAR deseado, por ejemplo, un CAR que
comprende anticuerpo anti CD19, CD8a y dominio transmembrana y dominios humanos de sefalizacion 4-1BB
y CD3-zeta, en las células. Los linfocitos T CAR de la invencion son capaces de replicarse in vivo dando como
resultado una persistencia a largo plazo que puede conducir a un control sostenido del tumor.

También se describe aqui la administracién de un linfocito T genéticamente modificado que expresa un CAR
para el tratamiento de un paciente que tiene cancer o que esta en riesgo de tener cancer usando infusién de
linfocitos. Preferiblemente, se utiliza infusion linfocitica autéloga en el tratamiento. Las PBMC autdélogas se
recogen de un paciente que necesita tratamiento y los linfocitos T se activan y expanden usando los métodos
descritos en el presente documento y conocidos en la técnica y luego se infunden de nuevo al paciente.

También se describe aqui el tratamiento de un paciente en riesgo de desarrollar LLC. También se describe en la
presente invencion el tratamiento de una neoplasia maligna o una enfermedad autoinmune en la que la
quimioterapia y/o la inmunoterapia en un paciente da como resultado una inmunosupresion significativa en el
paciente, aumentando asi el riesgo de que el paciente desarrolle LLC.

Como se describe en el presente documento, se usan métodos que usan linfocitos T que expresan un CAR anti-
CD19 que incluye CD3-zeta y el dominio coestimulador 4-1 BB (también denominados linfocitos T CART19). Los
linfocitos T CART19 descritos en este documento pueden someterse a una fuerte expansion de linfocitos T in
vivo y pueden establecer células de memoria especificas de CD19 que persisten a niveles elevados durante un
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periodo prolongado de tiempo en sangre y médula dsea. En algunos casos, los linfocitos T CART19 infundidos
en un paciente pueden eliminar las células de leucemia in vivo en pacientes con LLC resistente a la
quimioterapia avanzada.

Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que comunmente entiende un experto en la técnica al que pertenece la invencion.
Aunque en la practica se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento para ensayar la presente invencion, se describen los materiales y métodos preferidos. En
la descripcion y reivindicacion de la presente invencion, se usara la siguiente terminologia.

También se debe entender que la terminologia utilizada en el presente documento tiene el propdsito de describir
unicamente realizaciones particulares y no pretende limitarlas.

Los articulos "un/uno" y "una" se usan aqui para referirse a uno o a mas de uno (es decir, por lo menos a uno)
del objeto gramatical del articulo. Por ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un elemento.

Se entiende que "alrededor de" tal como se utiliza en el presente documento cuando se hace referencia a un
valor medible tal como una cantidad, una duracién temporal y similares, abarca variaciones de +20% o +10%,
mas preferiblemente +5%, incluso mas preferiblemente £1%, y aun mas preferiblemente +0,1% del valor
especificado, ya que tales variaciones son apropiadas para realizar los métodos descritos.

"Activacion", como se usa en el presente documento, se refiere al estado de un linfocito T que ha sido
suficientemente estimulado para inducir una proliferaciéon celular detectable. La activacion también puede estar
asociada con la produccion inducida de citoquinas y funciones efectoras detectables. El término "linfocitos T
activados" se refiere, entre otras cosas, a linfocitos T que estan experimentando division celular.

El término anticuerpo, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a una molécula de
inmunoglobulina que se une especificamente a un antigeno. Los anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas
intactas derivadas de fuentes naturales o de fuentes recombinantes y pueden ser porciones inmunorreactivas
de inmunoglobulinas intactas. Los anticuerpos son tipicamente tetrameros de moléculas de inmunoglobulina.
Los anticuerpos en la presente invencidon pueden existir en una variedad de formas que incluyen, por ejemplo,
anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, Fv, Fab y F(ab)2, asi como anticuerpos de cadena sencilla
y anticuerpos humanizados (Harlow et al., 1999, en: Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbour Laboratory Press, NY, Harlow y col., 1989, en: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor,
Nueva York, Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 5879-5883, Bird et al., 1988, Science 242:
423-426).

El término “fragmento de anticuerpo” se refiere a una porcion de un anticuerpo intacto y se refiere a las regiones
variables determinantes antigénicas de un anticuerpo intacto. Ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen,
pero no se limitan a, fragmentos Fab, Fab', F(ab')z y Fv, anticuerpos lineales, anticuerpos scFv y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo.

Una "cadena pesada de anticuerpo”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al mas grande de los
dos tipos de cadenas polipeptidicas presentes en todas las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones
naturales.

Una "cadena ligera de anticuerpo”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere al menor de los dos
tipos de cadenas polipeptidicas presentes en todas las moléculas de anticuerpo en sus conformaciones
naturales, las cadenas ligeras k y A se refieren a los dos isotipos de cadena ligera de anticuerpo .

Por el término "anticuerpo sintético" tal como se utiliza en el presente documento, se entiende un anticuerpo que
se genera usando tecnologia de ADN recombinante, tal como, por ejemplo, un anticuerpo expresado por un
bacteri6fago como se describe en el presente documento. El término debe entenderse también como un
anticuerpo que ha sido generado mediante la sintesis de una molécula de ADN que codifica el anticuerpo y cuya
molécula de ADN expresa una proteina de anticuerpo, o una secuencia de aminoacidos que especifica el
anticuerpo, en la que la secuencia de ADN o aminoacidos se ha obtenido utilizando tecnologia de secuencia de
aminoacidos o de ADN sintético que esta disponible y es bien conocida en la técnica.

El término "antigeno" o "Ag" tal como se utiliza en el presente documento se define como una molécula que
provoca una respuesta inmune. Esta respuesta inmune puede implicar ya sea la produccién de anticuerpos, o la
activacion de células inmunolégicamente competentes especificas, o ambas. El experto en la técnica
comprendera que cualquier macromolécula, incluyendo virtualmente todas las proteinas o péptidos, puede
servir como antigeno. Ademas, los antigenos pueden derivarse de ADN recombinante o genémico. Un experto
en la materia comprendera que cualquier ADN que comprenda secuencias de nucleétidos o una secuencia de
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nucleodtidos parcial que codifique una proteina que provoque una respuesta inmune, por lo tanto, codifica un
"antigeno" tal como se utiliza en el presente documento. Ademéas, un experto en la técnica comprendera que un
antigeno no necesita estar codificado Unicamente por una secuencia de nucleétidos de longitud completa de un
gen. Es evidente que la presente invencion incluye, pero no se limita a, el uso de secuencias de nucledtidos
parciales de mas de un gen y que estas secuencias de nucledtidos estan dispuestas en diversas combinaciones
para provocar la respuesta inmune deseada. Ademas, un experto en la técnica comprendera que un antigeno
no necesita ser codificado por un "gen" en absoluto. Es faciimente evidente que se puede generar un antigeno
sintetizado o puede derivarse de una muestra biolégica. Dicha muestra biolégica puede incluir, pero no esta
limitada a, una muestra de tejido, una muestra de tumor, una célula o un fluido biolégico.

El término "efecto antitumoral” tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un efecto biolégico que
puede manifestarse por una disminucién en el volumen tumoral, una disminucién en el nimero de linfocitos
tumorales, una disminucién en el numero de metastasis, un aumento en la esperanza de vida, o una mejora de
diversos sintomas fisioldgicos asociados con la condiciéon cancerosa. Un "efecto antitumoral" también puede
manifestarse por la capacidad de los péptidos, polinucledtidos, células y anticuerpos de la invencion en la
prevencion de la aparicion de tumor en primer lugar.

El término "auto-antigeno" significa, de acuerdo con la presente invencion, cualquier auto-antigeno que el
sistema inmune reconozca erroneamente como exdégeno. Los auto-antigenos comprenden, pero no se limitan a,
proteinas celulares, fosfoproteinas, proteinas de superficie celular, lipidos celulares, acidos nucleicos,
glicoproteinas, incluyendo receptores de superficie celular.

El término "enfermedad autoinmune” tal como se usa en el presente documento se define como un trastorno
que resulta de una respuesta autoinmune. Una enfermedad autoinmune es el resultado de una respuesta
inadecuada y excesiva a un auto-antigeno. Ejemplos de enfermedades autoinmunes incluyen, pero no se limitan
a, enfermedad de Addison, alopecia greata, espondilitis anquilosante, hepatitis autoinmune, parotiditis
autoinmune, enfermedad de Crohn, diabetes (Tipo [), epidermdlisis ampollosa distréfica, epididimitis,
glomerulonefritis, enfermedad de Graves, sindrome de Guillain-Barr, enfermedad de Hashimoto, anemia
hemolitica, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, miastenia gravis, pemphigus vulgaris, psoriasis,
fiebre reumatica, artritis reumatoide, sarcoidosis, esclerodermia, sindrome de Sjogren, espondiloartropatias,
tiroiditis, vasculitis, vitiligo, mixedema, anemia perniciosa, colitis ulcerosa, entre otras.

Tal como se usa en el presente documento, el término "autdlogo" pretende referirse a cualquier material
derivado del mismo individuo al que mas tarde sera reintroducido en el individuo.

"Alogénico" se refiere a un injerto derivado de un animal diferente de la misma especie.
"Xenogénico" se refiere a un injerto derivado de un animal de una especie diferente.

El término "cancer" tal como se utiliza en el presente documento se define como una enfermedad caracterizada
por el crecimiento rapido e incontrolado de células aberrantes. Las células cancerosas pueden propagarse
localmente o a través del torrente sanguineo y el sistema linfatico a otras partes del cuerpo. Los ejemplos de
varios canceres incluyen, pero no se limitan a, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer
cervical, cancer de piel, cancer pancreatico, cancer colorrectal, cdncer renal, cdncer de higado, cancer de
cerebro, linfoma, leucemia, cancer de pulmén y similares.

El término "ligando coestimulador”, tal como se utiliza en el presente documento, incluye una molécula en una
célula presentadora de antigeno (por ejemplo, aAPC, célula dendritica, linfocito B y similares) que se une
especificamente a una molécula coestimuladora afin en un linfocito T, proporcionando asi una sefial que,
ademas de la sefial primaria proporcionada, por ejemplo, por la unién de un complejo TCR/CD3 con una
molécula de MHC cargada con péptido, media una respuesta de linfocitos T, incluyendo, pero sin limitarse a,
proliferacion, activacion, diferenciacion y similares. Un ligando coestimulador puede incluir, pero sin limitacion,
CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BB, OX40L, ligando coestimulador inducible (ICOS-L),
molécula de adhesion intercelular (ICAM), CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, receptor
de linfotoxina beta, 3/TR®6, ILT3, ILT4, HVEM, un agonista o anticuerpo que se une al receptor del ligando Toll y
un ligando que se une especificamente con B7-H3. Un ligando coestimulador también abarca, entre otros, un
anticuerpo que se une especificamente con una molécula coestimuladora presente en un linfocito T, tal como,
pero sin limitarse a, CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno-1 asociado a funcién de
linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3 y un ligando que se une especificamente con CD83.

Una "molécula coestimuladora" se refiere a la pareja de unién cognada en un linfocito T que se une
especificamente con un ligando coestimulador, mediando de ese modo una respuesta coestimuladora por la
célula T, tal como, pero sin limitarse a, proliferacién. Las moléculas coestimuladoras incluyen, pero no se limitan
a, molécula MHC de clase |, BTLA y un receptor de ligando Toll.
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Una "sefial coestimuladora", como se usa en el presente documento, se refiere a una sefial que, en
combinacion con una sefal primaria, tal como la ligacién TCR/CD3, conduce a la proliferacién de linfocitos T y/o
regulacién positiva o regulacion negativa de moléculas clave,

Una "enfermedad" es un estado de salud de un animal en el que el animal no puede mantener la homeostasis, y
en donde si la enfermedad no se mejora, la salud del animal continia deteriorandose. Por el contrario, un
"trastorno" en un animal es un estado de salud en el que el animal es capaz de mantener la homeostasis, pero
en el que el estado de salud del animal es menos favorable de lo que seria en ausencia del trastorno. Si no se
trata, un trastorno no necesariamente ocasiona una disminucion adicional en el estado de salud del animal.

Una "cantidad eficaz" tal como se utiliza en el presente documento, significa una cantidad que proporciona un
beneficio terapéutico o profilactico.

"Codificacion" se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucleétidos en un polinucleétido,
tal como un gen, un ADNc o un ARN, para servir como plantillas para la sintesis de otros polimeros y
macromoléculas en procesos bioldgicos que tienen una secuencia de nucleétidos definida (es decir, ARNr, ARNt
y ARNm) o una secuencia de aminoacidos definida y las propiedades bioldgicas resultantes de la misma. De
este modo, un gen codifica una proteina si la transcripcioén y la traduccion del ARNm correspondiente a ese gen
produce la proteina en una célula u otro sistema bioldgico. Tanto la cadena de codificacién, cuya secuencia de
nucledtidos es idéntica a la secuencia de ARNm y se proporciona usualmente en listas de secuencias, y la
cadena no codificante, utilizada como plantilla para la transcripcion de un gen o ADNc, se puede referir a que
codifica la proteina u otro producto de ese gen o cDNA.

Tal como se usa en el presente documento, "enddgeno” se refiere a cualquier material de o producido dentro de
un organismo, célula, tejido o sistema.

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

El término "expresion" tal como se utiliza en el presente documento se define como la transcripcion y/o
traduccion de una secuencia de nucleotidos determinada impulsada por su promotor.

"Vector de expresion" se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de expresion unidas operativamente a una secuencia de nucledtidos a expresar. Un
vector de expresion comprende suficientes elementos que actian en cis para la expresién; otros elementos para
la expresion pueden ser suministrados por la célula huésped o en un sistema de expresion in vitro. Los vectores
de expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, tales como coésmidos, plasmidos (por ejemplo,
desnudos o contenidos en liposomas) y virus (por ejemplo, lentivirus, retrovirus, adenovirus y virus adeno-
asociados) que incorporan el polinucleétido recombinante.

"Homologo" se refiere a la similitud de secuencia o identidad de secuencia entre dos polipéptidos o entre dos
moléculas de acido nucleico. Cuando una posicion en ambas de las dos secuencias comparadas esta ocupada
por la misma base o subunidad de monémero de aminoacido, por ejemplo, si una posiciéon en cada una de dos
moléculas de ADN esta ocupada por adenina, entonces las moléculas son homélogas en esa posicion. El
porcentaje de homologia entre dos secuencias es una funcion del numero de posiciones coincidentes o
homdlogas compartidas por las dos secuencias divididas por el nimero de posiciones comparadas X 100. Por
ejemplo, si 6 de 10 de las posiciones en dos secuencias coinciden o son homdlogas entonces las dos
secuencias son homodlogas al 60%. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN ATTGCC y TATGGC
comparten un 50% de homologia. Generalmente, se hace una comparacion cuando dos secuencias estan
alineadas para dar maxima homologia.

El término "inmunoglobulina" o "Ig", tal como se utiliza aqui, se define como una clase de proteinas, que
funcionan como anticuerpos. Los anticuerpos expresados por linfocitos B se denominan a veces como BCR
(receptor de linfocitos B) o receptor de antigeno. Los cinco miembros incluidos en esta clase de proteinas son
IgA, 1gG, IgM, IgD e IgE. La IgA es el anticuerpo primario que esta presente en las secreciones corporales, tales
como la saliva, las lagrimas, la leche materna, las secreciones gastrointestinales y las secreciones de moco de
los tractos respiratorio y genitourinario. IgG es el anticuerpo circulante mas comun. IgM es la principal
inmunoglobulina producida en la respuesta inmune primaria en la mayoria de los sujetos. Es la inmunoglobulina
mas eficaz en aglutinacion, fijacion del complemento y otras respuestas de anticuerpos, y es importante en la
defensa contra las bacterias y los virus. IgD es la inmunoglobulina que no tiene funcién de anticuerpo conocida,
pero puede servir como un receptor de antigeno. IgE es la inmunoglobulina que media la hipersensibilidad
inmediata causando la liberacion de mediadores de mastocitos y basoéfilos después de la exposicion al alérgeno.

Tal como se usa en el presente documento, un "material de instruccion" incluye una publicacién, una grabacion,

un diagrama o cualquier otro medio de expresion que pueda usarse para comunicar la utilidad de las
composiciones y métodos de la invencién. El material de instruccidén del equipo de la invenciéon puede estar
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fijado, por ejemplo, a un recipiente que contiene el acido nucleico, péptido y/o composicién de la invencion o
enviarse junto con un recipiente que contiene el acido nucleico, péptido y/o composicion. Alternativamente, el
material de instruccion puede enviarse separadamente del recipiente con la intencién de que el material de
instruccién y el compuesto sean utilizados cooperativamente por el receptor.

"Aislado" significa alterado o retirado del estado natural. Por ejemplo, un acido nucleico o un péptido
naturalmente presente en un animal vivo no esta "aislado", pero el mismo acido nucleico o péptido parcialmente
o completamente separado de los materiales coexistentes de su estado natural esta "aislado". Un acido
nucleico o proteina aislada puede existir en forma sustancialmente purificada, o puede existir en un entorno no
nativo tal como, por ejemplo, una célula huésped.

En el contexto de la presente invencion, se utilizan las siguientes abreviaturas para las bases de &cidos
nucleicos que se producen comunmente. "A" se refiere a adenosina, "C" se refiere a citosina, "G" se refiere a
guanosina, "T" se refiere a timidina, y "U" se refiere a uridina.

A menos que se especifique lo contrario, una "secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de
aminoacidos" incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que
codifican la misma secuencia de aminoacidos. La frase secuencia de nucledtidos que codifica una proteina o un
ARN también puede incluir intrones en la medida en que la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
puede en alguna version contener un intron.

Un "lentivirus" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a un género de la familia de Retroviridae.
Los lentivirus son Unicos entre los retrovirus en ser capaces de infectar células que no se dividen; pueden
suministrar una cantidad significativa de informacion genética al ADN de la célula huésped, por lo que son uno
de los métodos mas eficaces de un vector de administracion génica. VIH, VIS y VIF son ejemplos de lentivirus.
Los vectores derivados de lentivirus ofrecen los medios para lograr niveles significativos de transferencia génica
in vivo.

Mediante el término "modulando”, tal como se usa en el presente documento, se quiere significar la mediacion
de un aumento o disminucién detectable en el nivel de una respuesta en un sujeto en comparacion con el nivel
de una respuesta en el sujeto en ausencia de un tratamiento o compuesto, y/o comparado con el nivel de una
respuesta en un sujeto por lo demas idéntico, pero no tratado. El término abarca perturbar y/o afectar una sefal
o respuesta nativa mediando de este modo una respuesta terapéutica beneficiosa en un sujeto, preferiblemente
un ser humano.

A menos que se especifique lo contrario, una "secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos" incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que
codifican la misma secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucleétidos que codifican proteinas y ARN
pueden incluir intrones.

El término "unido operativamente" se refiere a un enlace funcional entre una secuencia reguladora y una
secuencia de acido nucleico heteréloga que da como resultado la expresion de esta ultima. Por ejemplo, una
primera secuencia de acido nucleico esta unida operativamente con una segunda secuencia de acido nucleico
cuando la primera secuencia de acido nucleico se coloca en una relacién funcional con la segunda secuencia de
acido nucleico. Por ejemplo, un promotor estd unido operativamente a una secuencia codificante si el promotor
afecta a la transcripcion o expresion de la secuencia codificante. Generalmente, las secuencias de ADN unidas
operativamente son contiguas y cuando es necesario unirse a dos regiones codificadoras de proteinas, estan en
el mismo marco de lectura.

El término antigeno tumoral "sobreexpresado” o "sobreexpresioén" del antigeno tumoral pretende indicar un nivel
anormal de expresion del antigeno tumoral en una célula desde un area de enfermedad como un tumor soélido
dentro de un tejido u érgano especifico del paciente en relacion con el nivel de expresion en una célula normal a
partir de ese tejido u érgano. Los pacientes que tienen tumores sélidos o una neoplasia hematolégica maligna
caracterizada por sobreexpresion del antigeno tumoral pueden determinarse mediante ensayos convencionales
conocidos en la técnica.

La administracion "parenteral" de una composicién inmunogénica incluye, por ejemplo, inyeccion subcutanea
(s.c.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.) o intraesternal, o técnicas de infusion.

Los términos "paciente", "sujeto", "individuo" y similares se usan de forma intercambiable en el presente
documento, y se refieren a cualquier animal, o células de los mismos, ya sea in vitro o in situ, susceptibles de
los métodos descritos en el presente documento. En ciertas realizaciones no limitantes, el paciente, sujeto o
individuo es un ser humano.

El término "polinucledtido" tal como se utiliza en el presente documento se define como una cadena de
nucleotidos. Ademas, los acidos nucleicos son polimeros de nucleétidos. Por lo tanto, los acidos nucleicos y los
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polinucledtidos tal como se usan en el presente documento son intercambiables. Un experto en la técnica tiene
el conocimiento general de que los acidos nucleicos son polinucleétidos, que pueden hidrolizarse en los
"nucledtidos” monoméricos. Los nucleétidos monoméricos pueden hidrolizarse en nucledsidos. Como se usan
aqui, los polinucledtidos incluyen, pero no se limitan a, todas las secuencias de acido nucleico que se obtienen
por cualquier medio disponible en la técnica, incluyendo, sin limitacion, medios recombinantes, es decir, la
clonacion de secuencias de acido nucleico de una biblioteca recombinante o genoma celular, usando tecnologia
de clonacion ordinaria y PCR ™, y similares, y por medios sintéticos.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "péptido", "polipéptido" y "proteina" se usan
indistintamente, y se refieren a un compuesto formado por residuos de aminoacidos unidos covalentemente por
enlaces peptidicos. Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminoéacidos y no se limita el nimero
maximo de aminoéacidos que pueden comprender la secuencia de una proteina o péptido. Los polipéptidos
incluyen cualquier péptido o proteina que comprende dos o mas aminoéacidos unidos entre si por enlaces
peptidicos. Tal como se utiliza en el presente documento, el término se refiere a ambas cadenas cortas, que
también se denominan comunmente en la técnica péptidos, oligopéptidos y oligdmeros, por ejemplo, y a
cadenas mas largas, que en general se denominan en la técnica proteinas, de las que hay muchos tipos. Los
"polipéptidos" incluyen, por ejemplo, fragmentos bioldgicamente activos, polipéptidos sustancialmente
homadlogos, oligopéptidos, homodimeros, heterodimeros, variantes de polipéptidos, polipéptidos modificados,
derivados, analogos, proteinas de fusion, entre otros. Los polipéptidos incluyen péptidos naturales, péptidos
recombinantes, péptidos sintéticos, o una combinacién de los mismos.

El término promotor, tal como se utiliza aqui, se define como una secuencia de ADN reconocida por la
magquinaria sintética de la célula, o maquinaria sintética introducida, requerida para iniciar la transcripcion
especifica de una secuencia polinucleotidica.

Tal como se utiliza aqui, el término "secuencia promotora/reguladora” significa una secuencia de acido nucleico
que se requiere para la expresibn de un producto génico unido operativamente a la secuencia
promotora/reguladora. En algunos casos, esta secuencia puede ser la secuencia promotora del nucleo y en
otros casos, esta secuencia también puede incluir una secuencia potenciadora y otros elementos reguladores
que se requieren para la expresion del producto génico. La secuencia promotora/reguladora puede, por ejemplo,
ser una que exprese el producto génico en una forma especifica de tejido.

Un promotor "constitutivo" es una secuencia de nucleétidos que, cuando esta operativamente unido a un
polinucledtido codificado o especificado por un gen, hace que el producto génico se produzca en una célula bajo
la mayor parte o en todas las condiciones fisiologicas de la célula.

Un promotor "inducible" es una secuencia de nucleétidos que, cuando esta operativamente unido a un
polinucledtido codificado o especificado por un gen, hace que el producto génico se produzca en una célula
sustancialmente solo cuando esta presente un inductor en la célula que corresponde al promotor.

Un promotor "especifico de tejido" es una secuencia de nucleétidos que, cuando esta operativamente unido a un
polinucledtido codificado o especificado por un gen, hace que el producto génico se produzca en una célula
sustancialmente sélo si la célula es una célula del tejido tipo correspondiente al promotor.

Por el término "se une especificamente”, tal como se usa aqui con respecto a un anticuerpo, se entiende un
anticuerpo que reconoce un antigeno especifico, pero no reconoce o se une a otras moléculas en una muestra.

Por ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno de una especie también puede unirse a
ese antigeno de una o mas especies. Sin embargo, tal reactividad entre especies no altera por si misma la
clasificacion de un anticuerpo como especifica. En otro ejemplo, un anticuerpo que se une especificamente a un
antigeno también puede unirse a diferentes formas alélicas del antigeno. Sin embargo, tal reactividad cruzada
no altera la clasificacion de un anticuerpo como especifica. En algunos casos, los términos "union especifica”" o
"se une especificamente" pueden usarse en referencia a la interacciéon de un anticuerpo, una proteina o un
péptido con una segunda especie quimica, para significar que la interaccion depende de la presencia de una
estructura particular (por ejemplo, un determinante antigénico o epitopo) sobre las especies quimicas; por
ejemplo, un anticuerpo reconoce y se une a una estructura proteica especifica en lugar de a proteinas en
general. Si un anticuerpo es especifico para el epitopo "A", la presencia de una molécula que contiene el
epitopo A (o A libre, sin marcar), en una reaccién que contiene la etiqueta "A" y el anticuerpo, reducira la
cantidad de A marcada unida al anticuerpo.

Por el término "estimulacion" se entiende una respuesta primaria inducida por la uniéon de una molécula
estimuladora (por ejemplo, un complejo TCR/CD3) con su ligando afin, mediando asi un evento de transduccion
de senales, tal como, pero sin limitarse a, transduccion de sefales a través del complejo TCR/CD3. La
estimulacion puede mediar la expresion alterada de ciertas moléculas, tales como la regulaciéon negativa de
TGF-B, y/o la reorganizacion de estructuras citoesqueléticas, y similares.
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Una "molécula estimuladora”, como se usa aqui el término, significa una molécula en un linfocito T que se une
especificamente con un ligando estimulador afin presente en una célula presentadora de antigeno.

Un "ligando estimulador", tal como se utiliza en el presente documento, significa un ligando que cuando esta
presente en una célula presentadora de antigeno (por ejemplo, una aAPC, una célula dendritica, una célula B y
similares) puede unirse especificamente con una pareja de unién afin (referido aqui como una "molécula
estimuladora") en un linfocito T, mediando de este modo una respuesta primaria por la célula T, incluyendo,
pero sin limitarse a, la activacion, el inicio de una respuesta inmune, la proliferacion y similares. Los ligandos
estimuladores son bien conocidos en la técnica y abarcan, entre otros, una molécula MHC de clase | cargada
con un péptido, un anticuerpo anti-CD3, un anticuerpo anti-CD28 superagonista y un anticuerpo anti-CD2
superagonista.

El término “sujeto” pretende incluir organismos vivos en los que se puede inducir una respuesta inmune (por
ejemplo, mamiferos). Ejemplos de sujetos incluyen humanos, perros, gatos, ratones, ratas y especies
transgénicas de los mismos.

Tal como se utiliza en el presente documento, una célula "sustancialmente purificada" es una célula que esta
esencialmente libre de otros tipos de células. Una célula sustancialmente purificada también se refiere a una
célula que ha sido separada de otros tipos celulares con los que esta normalmente asociada en su estado
natural. En algunos casos, una poblacién de células sustancialmente purificadas se refiere a una poblacién
homogénea de células. En otros casos, este término se refiere simplemente a células que han sido separadas
de las células con las que estan naturalmente asociadas en su estado natural. En algunas realizaciones, las
células se cultivan in vitro. En otras realizaciones, las células no se cultivan in vitro.

El término "terapéutico" tal como se utiliza en el presente documento significa un tratamiento y/o profilaxis. Se
obtiene un efecto terapéutico mediante supresion, remision o erradicacion de un estado patolégico.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad del compuesto objeto que provocara la
respuesta biolégica o médica de un tejido, sistema o sujeto que estéd siendo buscada por el investigador,
veterinario, médico u otro clinico. La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” incluye la cantidad de un
compuesto que, cuando se administra, es suficiente para prevenir el desarrollo de, o aliviar hasta cierto punto,
uno o0 mas signos o sintomas del trastorno o enfermedad que se esta tratando. La cantidad terapéuticamente
eficaz variara dependiendo del compuesto, la enfermedad y su gravedad y la edad, peso, etc., del sujeto a
tratar.

Para "tratar" una enfermedad tal como se utiliza en el presente documento, significa reducir la frecuencia o
gravedad de al menos un signo o sintoma de una enfermedad o trastorno experimentado por un sujeto.

El término "transfectado" o "transformado" o "transducido" como se usa en el presente documento se refiere a
un proceso mediante el cual el acido nucleico exdgeno se transfiere o se introduce en la célula huésped. Una
célula "transfectada" o "transformada" o "transducida" es una célula que ha sido transfectada, transformada o
transducida con acido nucleico exdgeno. La célula incluye la célula del sujeto primario y su progenie.

La frase "bajo control transcripcional" o "unido operativamente” como se usa en el presente documento significa
que el promotor esta en la ubicacién y orientacion correctas en relacién con un polinucleétido para controlar la
iniciacién de la transcripcion mediante ARN polimerasa y la expresion del polinucleétido.

Un "vector" es una composicion de materia que comprende un acido nucleico aislado y que puede usarse para
suministrar el acido nucleico aislado al interior de una célula. Numerosos vectores son conocidos en la técnica
incluyendo, pero sin limitarse a, polinucleétidos lineales, polinucleétidos asociados con compuestos idnicos o
anfifilicos, plasmidos y virus. Por lo tanto, el término "vector" incluye un plasmido de replicaciéon autbnoma o un
virus. El término también debe interpretarse que incluye compuestos no plasmidicos y no virales que facilitan la
transferencia de acidos nucleicos en células, tales como, por ejemplo, compuestos de polilisina, liposomas y
similares. Ejemplos de vectores viricos incluyen, pero no se limitan a, vectores adenovirales, vectores de virus
adenoasociados, vectores retrovirales, y similares.

Rangos: a lo largo de esta descripcidn, se pueden presentar varios aspectos de la invenciéon en un formato de
intervalo. Debe entenderse que la descripcién en formato de intervalo es meramente por conveniencia y
brevedad y no debe interpretarse como una limitacion inflexible en el alcance de la invencion. Por consiguiente,
se debe considerar que la descripcién de un intervalo describe especificamente todos los subrangos posibles,
asi como los valores numéricos individuales dentro de ese intervalo. Por ejemplo, se debe considerar que la
descripcién de un intervalo tal como de 1 a 6 tiene subconjuntos especificamente descritos de 1 a 3, de 1 a 4,
de1ab,de2a4,de2a6, de 3 a6, etc., asi como los numeros individuales dentro de ese rango, por ejemplo,
1,2,2,7,3,4,5,53y 6. Esto se aplica independientemente a la amplitud del intervalo.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2700 966 T3

Descripcion

La presente invencion proporciona composiciones para tratar el cancer. El cancer puede ser una neoplasia
hematoldgica maligna, un tumor sélido, un tumor primario o un tumor metastasico. Preferiblemente, el cancer es
una neoplasia hematolégica maligna, y mas preferiblemente, el cancer es la leucemia linfocitica crénica (LLC).

En una realizacion, la invencién proporciona un linfocito T modificado por ingenieria genética para expresar un
CAR en el que el linfocito T CAR exhibe una propiedad antitumoral como se define aqui. El CAR puede ser
disefiado para comprender un dominio extracelular que tiene un dominio de unién a antigeno CD 19 fusionado
al dominio de sefializacion intracelular CD3 zeta de la cadena zeta del complejo de receptor de antigeno de
linfocitos T. EI CAR cuando se expresa en un linfocito T es capaz de redirigir el reconocimiento del antigeno
basado en la especificidad de unién al antigeno. EI CD19 se expresa en linfocitos B malignos. La porcién de
union al antigeno se fusiona con un dominio intracelular a partir de una molécula coestimuladora y una cadena
zeta que son un dominio de sefializacion CD137 (4-1BB) y un dominio de sefializacion CD3-zeta.

Tal como se describe en el presente documento, el CAR comprende un dominio de sefalizaciéon CD137 (4-
1BB). Esto se debe a que la presente invencién se basa en parte en el descubrimiento de que las respuestas de
linfocitos T mediadas por CAR pueden mejorarse adicionalmente con la adicion de dominios coestimuladores.
Por ejemplo, la inclusiéon del dominio de sefializacion de CD137 (4-1BB) aumentd significativamente la actividad
antitumoral y la persistencia in vivo de linfocitos T CAR en comparacién con un linfocito T CAR idéntico de no
modificado genéticamente para expresar CD137 (4-1BB).

Composicion

La presente invencion proporciona la utilizacion de linfocitos T genéticamente modificados para expresar un
receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende un dominio extracelular e intracelular tal como se define
aqui. El dominio extracelular comprende un elemento de unién especifico de diana, de otro modo referido como
una porcion de unién a antigeno. El dominio intracelular o de otro modo el dominio citoplasmatico comprende,
una region de sefalizacion coestimuladora y una porcion de cadena zeta. La regién de sefializacion
coestimuladora se refiere a una porcion del CAR que comprende el dominio intracelular de una molécula
coestimuladora. Las moléculas costimuladoras son moléculas de superficie celular distintas de los receptores de
antigenos o sus ligandos que se requieren para una respuesta eficiente de los linfocitos al antigeno.

Entre el dominio extracelular y el dominio transmembrana del CAR, o entre el dominio citoplasmatico y el
dominio transmembrana del CAR, puede incorporarse un dominio espaciador. Tal como se utiliza en el presente
documento, el término "dominio espaciador" significa generalmente cualquier oligopéptido o polipéptido que
funciona para enlazar el dominio transmembranal con el dominio extracelular o con el dominio citoplasmico en la
cadena polipeptidica. Un dominio espaciador puede comprender hasta 300 aminoacidos, preferiblemente de 10
a 100 aminoacidos y mas preferiblemente de 25 a 50 aminoacidos.

Fraccion de unién al antigeno

El CAR descrito en el presente documento comprende un elemento de unién especifico de diana, de otro modo
referido como una porcién de unién al antigeno.

En el contexto de la presente descripcién, "antigeno tumoral" o "antigeno de trastorno hiperproliferativo" o
"antigeno asociado con un trastorno hiperproliferativo”, se refiere a antigenos que son comunes a trastornos
hiperproliferativos especificos tales como cancer. Los antigenos aqui discutidos se incluyen meramente a modo
de ejemplo. La lista no pretende ser exclusiva y otros ejemplos seran facilmente evidentes para los expertos en
la técnica.

Los antigenos tumorales son proteinas que son producidas por células tumorales que provocan una respuesta
inmune, particularmente respuestas inmunes mediadas por linfocitos T. Los antigenos tumorales son bien
conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo, un antigeno asociado a glioma, antigeno carcinoembrionario
(CEA), gonadotropina coridnica f humana, alfafetoproteina (AFP), AFP reactiva a lectina, tiroglobulina, RAGE-1,
MN-CA IX, transcriptasa inversa de telomerasa humana, RU1, RU2 (AS), carboxil esterasa intestinal, mut
hsp70-2, M-CSF, prostasa, antigeno prostatico especifico (PSA), PAP, NY-ESO-1, LAGE-1a, p53, prosteina,
PSMA, Her2/neu, survivina y telomerasa, antigeno-1 de tumor de carcinoma de préstata (PCTA-1), MAGE,
ELF2M, elastasa de neutréfilos, ephrinB2, CD22, IGF-II, IGF-II, receptor de IGF-I y mesotelina.

Los tumores malignos expresan una serie de proteinas que pueden servir como antigenos diana para un ataque
inmune. Estas moléculas incluyen, pero no se limitan a antigenos especificos de tejido tales como MART-1,
tirosinasa y GP 100 en melanoma y fosfatasa de acido prostatico (PAP) y antigeno prostéatico especifico (PSA)
en cancer de prostata. Otras moléculas diana pertenecen al grupo de moléculas relacionadas con la
transformacion, tales como el oncogén HER-2/Neu/ErbB-2. Otro grupo de antigenos diana son antigenos onco-
fetales tales como antigeno carcinoembrionario (CEA). En el linfoma de linfocitos B, la inmunoglobulina idiotipo
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tumoral especifica constituye un antigeno de inmunoglobulina verdaderamente tumoral especifico del tumor
individual. Los antigenos de diferenciacion de linfocitos B tales como CD19, CD20 y CD37 son otros candidatos
para antigenos diana en el linfoma de linfocitos B. Algunos de estos antigenos (CEA, HER-2, CD19, CD20,
idiotipo) se han utilizado como objetivos para inmunoterapia pasiva con anticuerpos monoclonales con éxito
limitado.

El tipo de antigeno tumoral referido en la descripcion puede ser también un antigeno especifico de tumor (TSA)
0 un antigeno asociado a tumor (TAA). Un TSA es Unico a las células del tumor y no ocurre en otras células en
el cuerpo. Un antigeno asociado a TAA no es exclusivo de una célula tumoral y en su lugar también se expresa
en una célula normal en condiciones que no logran inducir un estado de tolerancia inmunoldgica al antigeno. La
expresion del antigeno sobre el tumor puede ocurrir en condiciones que permitan al sistema inmune responder
al antigeno. Los TAA pueden ser antigenos que se expresan en células normales durante el desarrollo fetal
cuando el sistema inmune es inmaduro y no puede responder o pueden ser antigenos que estan normalmente
presentes a niveles extremadamente bajos en células normales pero que se expresan a niveles mucho mas
altos en células tumorales.

Ejemplos no limitantes de antigenos TSA o TAA incluyen los siguientes: antigenos de diferenciacion tales como
MART-1/MelanA (MART-I), gp100 (Pmel 17), tirosinasa, TRP-1, TRP-2 y antigenos especificos de tumores
multilinaje tales como MAGE-1, MAGE-3, BAGE, GAGE-1, GAGE-2, p15; antigenos embrionarios
sobreexpresados tales como CEA; oncogenes sobreexpresados y genes supresores de tumores mutados tales
como p53, Ras, HER-2/neu; antigenos tumorales unicos resultantes de translocaciones cromosémicas; tales
como BCR-ABL, E2A-PRL, H4RET, IGH-IGK, MYLRAR; y antigenos virales, tales como los antigenos EBVA del
virus de Epstein Barr y los antigenos E6 y E7 del virus del papiloma humano (HPV). Otros antigenos grandes de
base proteica incluyen TSP-180, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, RAGE, NY-ESO, p185erbB2, p180erbB-3, c-met,
nm-23H1, PSA, TAG-72, CA 19 -9, CA 72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, beta-Catenina, CDK4, Mum-1, p15, p16,
43-9F, 5T4, 791Tgp72, alfa-fetoproteina, beta-HCG, BCA225, BTAA, CA 125, CA 153\CA 27,29\BCAA, CA 195,
CA 242, CA-50, CAM43, CD68\P1, CO-029, FGF-5, G250, Ga733EpCAM, HTgpM344, MA-50, MG7-Ag,
MOV18, NB/70K, NYCO-1, RCAS1, SDCCAG16, proteina TA-90Mac-2\proteina asociada a ciclofilina C, TAALS,
TAG72, TLP y TPS.

Tal como se describe en el presente documento, otros antigenos incluyen CD20, CD22, ROR1, mesotelina,
CD33/IL3Ra, c-Met, PSMA, glicolipido F77, EGFRVIIl, GD-2, MY-ESO-1 TCR, MAGE A3 TCR y similares.

Tal como se describe en el presente documento, la parte de la porciéon de unién al antigeno del CAR de la
invencion esta dirigida a CD19. Preferiblemente, la parte de la porcién de unién al antigeno en el CAR de la
invencién es scFv anti-CD19, en donde la secuencia de acido nucleico del scFv anti-CD19 comprende la
secuencia expuesta en el Id. de Sec. N°: 14. Alternativamente, el scFv anti-CD19 comprende la secuencia de
acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 20. En otra realizacion, la porcion
scFv anti-CD19 del CAR de la invencion comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en Id. de Sec. N°:
20.

Dominio transmembrana

Con respecto al dominio transmembrana, el CAR puede ser disefiado para comprender un dominio
transmembrana que esta fusionado al dominio extracelular del CAR. En una realizacién, se utiliza el dominio
transmembranal que estd naturalmente asociado con uno de los dominios en el CAR. En algunos casos, el
dominio transmembranal puede ser seleccionado o modificado por sustitucién de aminoacidos para evitar la
union de tales dominios a los dominios transmembrana de las mismas o diferentes proteinas de membrana de
superficie para minimizar las interacciones con otros miembros del complejo receptor.

El dominio transmembrana puede derivarse de una fuente natural o de una fuente sintética. Cuando la fuente es
natural, el dominio puede derivarse de cualquier proteina unida a la membrana o transmembrana. Las regiones
transmembranales de uso particular en esta invencion pueden derivar de (es decir, comprender al menos la
region o regiones transmembrana de) la cadena alfa, beta o zeta del receptor de linfocitos T, CD28, CD3
epsilon, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154.
Alternativamente, el dominio transmembranal puede ser sintético, en cuyo caso comprendera
predominantemente residuos hidrofébicos tales como leucina y valina. Preferiblemente, se encontrara un triplete
de fenilalanina, triptéfano y valina en cada extremo de un dominio transmembrana sintético. Opcionalmente, un
oligo- o polipéptido corto enlazante, preferiblemente entre 2 y 10 aminoacidos de longitud, puede formar el
enlace entre el dominio transmembrana y el dominio de sefalizacion citoplasmico del CAR. Un doblete de
glicina-serina proporciona un enlazante particularmente adecuado.

Preferiblemente, el dominio transmembrana en el CAR de la invencién es el dominio transmembrana CD8. En

una realizacion, el dominio transmembrana CD8 comprende la secuencia de acidos nucleicos de Id. de Sec. N°:
16. En una realizacioén, el dominio transmembrana CD8 comprende la secuencia de acidos nucleicos de Id. de
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Sec. N° 22. En otra realizacion, el dominio transmembrana CD8 comprende la secuencia de aminoacidos de
Id. de Sec. N°: 22.

En algunos casos, el dominio transmembrana del CAR de la invencién comprende el dominio bisagra CD8a. En
una realizacion, el dominio bisagra de CD8 comprende la secuencia de acidos nucleicos de Id. de Sec. N°: 15.
En una realizacion, el dominio bisagra de CD8 comprende la secuencia de acidos nucleicos que codifica la
secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 21. En otra realizacion, el dominio bisagra de CD8 comprende la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 21. En otra
realizacion, el dominio bisagra de CD8 comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 21.

Dominio citoplasmatico

El dominio citoplasmico o de otro modo el dominio de sefializacién intracelular del CAR de la invencion es
responsable de la activacion de al menos una de las funciones efectoras normales de la célula inmunitaria en la
que se ha colocado el CAR. El término "funcion efectora" se refiere a una funcién especializada de una célula.
La funcion efectora de un linfocito T, puede ser, por ejemplo, la actividad citolitica o actividad auxiliar incluyendo
la secrecion de citoquinas. Por lo tanto, el término "dominio de sefializacion intracelular" se refiere a la porcion
de una proteina que transduce la sefal de la funcidén efectora y dirige la célula para realizar una funcién
especializada. Aunque normalmente se puede emplear todo el dominio de sefializacion intracelular, en muchos
casos no es necesario utilizar toda la cadena. En la medida en que se utiliza una parte truncada del dominio de
sefializacion intracelular, tal porcidon truncada puede usarse en lugar de la cadena intacta, siempre que
transduzca la sefial de la funcion efectora. Por tanto, el término dominio de sefalizacion intracelular incluye
cualquier parte truncada del dominio de sefializacion intracelular suficiente para transducir la sefial de la funcién
efectora.

Los dominios de sefalizacion intracelular para uso en el CAR de la invencion incluyen las secuencias
citoplasmicas del receptor de linfocitos T (TCR) y coreceptores que actian en concierto para iniciar la
transduccion de sefiales después del enganche del receptor de antigeno, asi como cualquier derivado o
receptor variante de estas secuencias y cualquier secuencia sintética que tenga la misma capacidad funcional
que la definida aqui.

Se sabe que las sefiales generadas a través del TCR son insuficientes ellas solas para la activacién completa
del linfocito T y que también se requiere una sefial secundaria o coestimuladora. Por lo tanto, se puede decir
que la activacion de linfocitos T esta mediada por dos clases distintas de secuencia de sefalizacion
citoplasmatica: aquellas que inician la activaciéon primaria dependiente de antigeno a través del TCR
(secuencias de sefalizacion citoplasmatica primarias) y las que actdan de manera independiente del antigeno
para proporcionar una sefial secundaria o coestimuladora (secuencias de sefalizacion citoplasmatica
secundarias).

Las secuencias de sefalizacién citoplasmatica primarias regulan la activacion primaria del complejo TCR bien
de una manera estimuladora, o de una manera inhibitoria. Las secuencias de sefalizacion citoplasmatica
primaria que actuan de una manera estimuladora pueden contener motivos de sefalizacion que se conocen
como motivos de activacion a base de inmunorreceptores de tirosina o ITAM.

Ejemplos de secuencias de sefializacion citoplasmatica primarias que contienen ITAM que son de uso particular
incluyen las derivadas de TCR zeta, FcR gamma, FcR beta, CD3 gamma, CD3 delta, CD3 epsilon, CD5, CD22,
CD79a, CD79b y CD66d. De acuerdo con la invencion, la molécula de sefializacién citoplasmatica en el CAR de
la invencién comprende una secuencia de sefalizacion citoplasmica derivada de CD3 zeta.

El dominio citoplasmico del CAR comprende el dominio de sefalizacion CD3-zeta combinado con una region de
sefializacion coestimuladora que se refiere a una parte del CAR que comprende el dominio intracelular de la
molécula coestimuladora 4-1BB. Una molécula coestimuladora es una molécula de superficie celular distinta de
un receptor de antigeno o sus ligandos que se requiere para una respuesta eficiente de linfocitos a un antigeno.
Ejemplos de otras moléculas tales como CD27, CD28, (CD137), OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno-1
asociado a la funcion de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un ligando que se une
especificamente con CD83, y similares.

Las secuencias de sefalizacion citoplasmicas dentro de la parte de sefalizacion citoplasmica del CAR de la
invencién pueden estar unidas entre si en un orden aleatorio o especificado. Opcionalmente, un ligando
oligopéptido o polipéptido corto, preferiblemente entre 2 y 10 aminoacidos de longitud puede formar el enlace.
Un doblete de glicina-serina proporciona un enlace particularmente adecuado.

El dominio citoplasmatico esta disefiado para comprender el dominio de sefializacion de CD3-zeta y el dominio
de sefializacion de 4-1BB.
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En una realizacién, el dominio citoplasmico en el CAR de la invencién esta disefiado para comprender el
dominio de sefializacion de 4-1BB y el dominio de sefializacion de CD3-zeta, en el que el dominio de
sefalizacion de 4-1BB comprende la secuencia de acido nucleico establecida en Id. de Sec. N°: 17 y el dominio
de sefializacion de CD3-zeta comprende la secuencia de 4cido nucleico expuesta en Id. de Sec. N°: 18.

En una realizacion, el dominio citoplasmico en el CAR de la invencion esta disefiado para comprender el
dominio de sefializacion de 4-1BB y el dominio de sefalizacion de CD3-zeta, en el que el dominio de
sefializacion de 4-1BB comprende la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de
Id. de Sec. N°: 23 y el dominio de sefalizacion de CD3-zeta comprende la secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24.

En una realizacion, el dominio citoplasmico en el CAR de la invencion estd disefiado para comprender el
dominio de sefializacion de 4-1BB y el dominio de sefalizacion de CD3-zeta, en el que el dominio de
sefalizacion de 4-1BB comprende el conjunto de secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 23 y el dominio
de sefializacion de CD3-zeta comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en Id. de Sec. N°: 24.

Vectores

La presente descripcién abarca una construccion de ADN que comprende secuencias de un CAR, en donde la
secuencia comprende la secuencia de 4cido nucleico de una porcién de unién a antigeno unida operativamente
a la secuencia de acido nucleico de un dominio intracelular, es decir, los dominios intracelulares de CD3-zeta y
4-1BB.

En una realizacién, el CAR de la invencion comprende el scFv anti-CD19, la bisagra CD8 humana y el dominio
transmembrana, y los dominios humanos de sefalizacion 4-1BB y CD3 zeta. En una realizacion, el CAR de la
invencién comprende la secuencia de acido nucleico presentada en Id. de Sec. N°: 8. En otra realizacion, el
CAR de la invencion comprende la secuencia de acido nucleico que codifica la secuencia de aminoacidos de Id.
de Sec. N° 12. En otra realizacion, el CAR de la invencién comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en Id. de Sec. N°: 12.

Las secuencias de acido nucleico que codifican las moléculas deseadas pueden obtenerse utilizando métodos
recombinantes conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, explorando bibliotecas de células que
expresan el gen, derivando el gen de un vector que se sabe que incluye el mismo, o aislando directamente de
células y tejidos que contienen el mismo, usando técnicas estandar. Alternativamente, el gen de interés se
puede producir sintéticamente, en lugar de clonarlo.

La presente descripcion también proporciona vectores en los que se inserta un ADN de la presente invencién.
Los vectores derivados de retrovirus tales como el lentivirus son herramientas adecuadas para lograr la
transferencia de genes a largo plazo ya que permiten una integracion estable a largo plazo de un transgén y su
propagacion en células hijas. Los vectores lentivirales tienen la ventaja afiadida sobre vectores derivados de
onco-retrovirus tales como el virus de la leucemia murina en que pueden transducir células no proliferativas,
tales como hepatocitos. También poseen la ventaja afiadida de tener baja inmunogenicidad.

En resumen, la expresién de acidos nucleicos naturales o sintéticos que codifican un CAR se consigue
tipicamente uniendo operativamente un acido nucleico que codifica el polipéptido CAR o porciones de los
mismos a un promotor, e incorporando el constructo a un vector de expresion. Los vectores pueden ser
adecuados para replicacion e integracion en eucariotas. Los vectores de clonacién tipicos contienen
terminadores de transcripcion y traduccion, secuencias de iniciacion y promotores utiles para la regulacion de la
expresion de la secuencia de acido nucleico deseada.

Las construcciones de expresion descritas en el presente documento también pueden usarse para inmunizacion
de acidos nucleicos y terapia génica, utilizando protocolos de administracion de genes estandar. Los métodos
para la administracién génica son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Pat. N° 5.399.346, 5.580.859,
5.589.466. En otra realizacion, la invencion proporciona un vector de terapia génica.

El acido nucleico puede clonarse en varios tipos de vectores. Por ejemplo, el acido nucleico puede clonarse en
un vector que incluye, pero no se limita a, un plasmido, un fagémido, un derivado de fago, un virus animal y un
césmido. Los vectores de particular interés incluyen vectores de expresion, vectores de replicacion, vectores de
generacion de sonda y vectores de secuenciacion.

Ademas, el vector de expresion puede proporcionarse a una célula en forma de un vector viral. La tecnologia de
vectores virales es bien conocida en la técnica y se describe, por ejemplo, en Sambrook et al. (2001, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Laboratorio Cold Spring Harbor, Nueva York) y en otros manuales de virologia y
biologia molecular. Los virus, que son utiles como vectores incluyen, pero no se limitan a, retrovirus, adenovirus,
virus adeno-asociados, virus de herpes y lentivirus. En general, un vector adecuado contiene un origen de
replicacién funcional en al menos un organismo, una secuencia promotora, sitios de endonucleasa de restriccion
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convenientes y uno o mas marcadores seleccionables (por ejemplo, WO 01/96584, WO 01/29058 y US Pat N°
6.326.193).

Se han desarrollado varios sistemas basados en virus para la transferencia de genes a células de mamifero. Por
ejemplo, los retrovirus proporcionan una plataforma conveniente para sistemas de administraciéon génica. Un
gen seleccionado puede insertarse en un vector y envasarse en particulas retrovirales usando técnicas
conocidas. El virus recombinante se puede aislar y administrar a las células del sujeto ya sea in vivo o ex vivo.
Se conocen en la técnica varios sistemas retrovirales. Por ejemplo, se usan vectores de adenovirus. En la
técnica se conocen varios vectores de adenovirus. En una realizacion, se utilizan vectores de lentivirus.

Elementos promotores adicionales, por ejemplo, potenciadores, regulan la frecuencia de iniciacion
transcripcional. Tipicamente, éstos estan situados en la region 30-110 pb corriente arriba del sitio de inicio,
aunque recientemente se ha mostrado que varios promotores contienen elementos funcionales aguas abajo del
sitio de inicio. El espaciamiento entre los elementos promotores con frecuencia es flexible, de modo que la
funcién promotora se conserva cuando los elementos se invierten o se mueven uno con relacion al otro. En el
promotor de la timidina quinasa (tk), la separacion entre los elementos promotores puede aumentarse hasta 50
pb antes de que la actividad empiece a disminuir. Dependiendo del promotor, parece que los elementos
individuales pueden funcionar de forma cooperativa o independiente para activar la transcripcion.

Un ejemplo de un promotor adecuado es la secuencia inmediata al promotor temprano del citomegalovirus
(CMV). Esta secuencia promotora es una fuerte secuencia promotora constitutiva capaz de impulsar altos
niveles de expresién de cualquier secuencia polinucleotidica unida operativamente a la misma. Otro ejemplo de
un promotor adecuado es el factor de crecimiento de elongacién -1a (EF-1a). Sin embargo, también pueden
usarse otras secuencias promotoras constitutivas, incluyendo, pero sin limitarse a ellas, el promotor temprano
del virus del simio 40 (SV40), el virus del tumor mamario de raton (MMTV), el promotor de la repeticion terminal
larga (LTR) del virus de inmunodeficiencia humana (VIH), promotor MoMuLV, un promotor del virus de la
leucemia aviar, un promotor temprano inmediato del virus de Epstein-Barr, un promotor del virus del sarcoma de
Rous, asi como promotores de genes humanos tales como, pero sin limitarse a, el promotor de actina, el
promotor de miosina, el promotor de hemoglobina y el promotor de la creatina quinasa. Ademas, la invencién no
debe limitarse al uso de promotores constitutivos. También se contemplan promotores inducibles como parte de
la invencion. El uso de un promotor inducible proporciona un interruptor molecular capaz de activar la expresion
de la secuencia polinucleotidica a la que esta unida operativamente cuando se desea dicha expresion, o
desactivar la expresion cuando no se desea la expresion. Ejemplos de promotores inducibles incluyen, pero no
se limitan a, un promotor de metalotionina, un promotor de glucocorticoides, un promotor de progesterona y un
promotor de tetraciclina.

Con el fin de evaluar la expresion de un polipéptido CAR o porciones de los mismos, el vector de expresion que
se introducira en un linfocito también puede contener un gen marcador seleccionable o un gen indicador o
ambos para facilitar la identificacion y seleccion de células expresadoras a partir de la poblacion de linfocitos
tratada para ser transfectadas o infectadas a través de vectores virales. En otros aspectos, el marcador
seleccionable puede llevarse sobre una pieza separada de ADN vy utilizarse en un procedimiento de co-
transfeccion. Tanto los marcadores seleccionables como los genes informadores pueden estar flanqueados con
secuencias reguladoras apropiadas para permitir la expresion en las células huésped. Los marcadores
seleccionables utiles incluyen, por ejemplo, genes de resistencia a los antibidticos, tales como neo y similares.

Los genes indicadores se usan para identificar células potencialmente transfectadas y para evaluar la
funcionalidad de secuencias reguladoras. En general, un gen informador es un gen que no esta presente o
expresado por el organismo o tejido receptor y que codifica un polipéptido cuya expresién se manifiesta por
alguna propiedad facilmente detectable, por ejemplo, actividad enzimatica. La expresién del gen indicador se
ensaya en un momento adecuado después de que el ADN se haya introducido en las células receptoras. Los
genes indicadores adecuados pueden incluir genes que codifican la luciferasa, la beta-galactosidasa, la
cloranfenicol acetil transferasa, la fosfatasa alcalina secretada o el gen de la proteina fluorescente verde (por
ejemplo, Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 479: 79-82). Los sistemas de expresion adecuados son bien
conocidos y pueden prepararse usando técnicas conocidas u obtenidas comercialmente. En general, el
constructo con la regién flanqueante 5 ' minima que muestra el nivel mas alto de expresion del gen indicador se
identifica como el promotor. Dichas regiones promotoras pueden estar unidas a un gen indicador y utilizadas
para evaluar agentes para la capacidad de modular la transcripcion impulsada por el promotor.

Los métodos de introduccién y expresion de genes en una célula son conocidos en la técnica. En el contexto de
un vector de expresion, el vector puede introducirse facilmente en una célula huésped, por ejemplo, célula de
mamifero, bacteriana, levadura o insecto mediante cualquier método en la técnica. Por ejemplo, el vector de
expresion puede transferirse a una célula huésped por medios fisicos, quimicos o bioldgicos.

Los métodos fisicos para introducir un polinucleétido en una célula huésped incluyen precipitacion con fosfato

de calcio, lipofeccion, bombardeo de particulas, microinyeccion, electroporacion y similares. Los métodos para
producir células que comprenden vectores y/o acidos nucleicos exdgenos son bien conocidos en la técnica.
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Véase, por ejemplo, Sambrook et al. (2001, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York). Un método preferido para la introduccion de un polinucleétido en una célula huésped
es la transfeccién con fosfato calcico.

Los métodos biolégicos para introducir un polinucleétido de interés en una célula huésped incluyen el uso de
vectores de ADN y ARN. Los vectores virales, y especialmente los vectores retrovirales, se han convertido en el
método mas ampliamente utilizado para insertar genes en células mamiferas, por ejemplo, humanas. Otros
vectores virales pueden derivarse de lentivirus, poxvirus, virus | del herpes simple, adenovirus y virus adeno-
asociados, y similares. Véase, por ejemplo, la Pat. 5.350.674 y 5.585.362.

Los medios quimicos para introducir un polinucleétido en una célula huésped incluyen sistemas de dispersion
coloidal, tales como complejos de macromolécula, nanocapsulas, microesferas, cuentas y sistemas basados en
lipidos que incluyen emulsiones de aceite en agua, micelas, micelas mixtas y liposomas. Un sistema coloidal
ejemplar para uso como vehiculo de liberacion in vitro e in vivo es un liposoma (por ejemplo, una vesicula de
membrana artificial).

En el caso en que se utilice un sistema de liberacién no viral, un vehiculo de liberacién ejemplar es un liposoma.
El uso de formulaciones de lipidos se contempla para la introduccién de los acidos nucleicos en una célula
huésped (in vitro, ex vivo o in vivo). En otro aspecto, el acido nucleico puede estar asociado con un lipido. El
acido nucleico asociado con un lipido puede estar encapsulado en el interior acuoso de un liposoma, intercalado
dentro de la bicapa lipidica de un liposoma, unido a un liposoma a través de una molécula de enlace que esta
asociada tanto con el liposoma como con el oligonucleétido, atrapado en un liposoma, en un complejo con un
liposoma, dispersado en una solucién que contiene un lipido, mezclado con un lipido, combinado con un lipido,
contenido como suspension en un lipido, contenido o en un complejo con una micela, o asociado de otro modo
con un lipido. Las composiciones asociadas a lipidos, lipidos/ADN o lipidos/vector de expresion no se limitan a
ninguna estructura particular en solucion. Por ejemplo, pueden estar presentes en una estructura bicapa, como
micelas, o con una estructura "colapsada". También pueden intercalarse simplemente en una solucién,
formando posiblemente agregados que no son uniformes en tamafio o forma. Los lipidos son sustancias grasas
que pueden ser lipidos naturales o sintéticos. Por ejemplo, los lipidos incluyen las gotitas grasas que aparecen
naturalmente en el citoplasma asi como la clase de compuestos que contienen hidrocarburos alifaticos de
cadena larga y sus derivados, tales como acidos grasos, alcoholes, aminas, aminoalcoholes y aldehidos.

Los lipidos adecuados para su uso pueden obtenerse a partir de fuentes comerciales. Por ejemplo, dimiristil
fosfatidilcolina ("DMPC") se puede obtener de Sigma, St. Louis, MO; dicetil fosfato ("DCP") se puede obtener de
K & K Laboratories (Plainview, NY); colesterol ("Choi") se puede obtener de Calbiochem-Behring; dimiristil
fosfatidilglicerol ("DMPG") y otros lipidos pueden obtenerse de Avanti Polar Lipids, Inc. (Birmingham, AL). Las
soluciones madre de lipidos en cloroformo o cloroformo/metanol se pueden almacenar a aproximadamente -20 °
C. El cloroformo se utiliza como Unico disolvente ya que se evapora mas facilmente que el metanol. "Liposoma"
es un término genérico que abarca una variedad de vehiculos lipidicos Unicos y multilamelares formados por la
generacion de bicapas o agregados lipidicos cerrados. Los liposomas pueden caracterizarse por tener
estructuras vesiculares con una membrana bicapa de fosfolipidos y un medio acuoso interno. Los liposomas
multilamelares tienen multiples capas de lipidos separadas por un medio acuoso. Se forman espontaneamente
cuando se suspenden fosfolipidos en un exceso de solucién acuosa. Los componentes lipidicos sufren un
autoreordenamiento antes de la formacién de estructuras cerradas y atrapan el agua y solutos disueltos entre
las bicapas lipidicas (Ghosh y col.,, 1991 Glycobiology 5: 505-10). Sin embargo, también se incluyen
composiciones que tienen diferentes estructuras en solucién que la estructura vesicular normal. Por ejemplo, los
lipidos pueden asumir una estructura micelar o simplemente existir como agregados no uniformes de moléculas
lipidicas. También se contemplan complejos de lipofectamina-acido nucleico.

Independientemente del método usado para introducir acidos nucleicos exégenos en una célula huésped o de
otra manera exponer una célula al inhibidor de la presente invencion, con el fin de confirmar la presencia de la
secuencia de ADN recombinante en la célula huésped, se realizaron se pueden realizar una serie de ensayos.
Dichos ensayos incluyen, por ejemplo, ensayos de "biologia molecular" bien conocidos por los expertos en la
técnica, tales como Southern y Northern blot, RT-PCR y PCR; ensayos bioquimicos, tales como la deteccion de
la presencia o ausencia de un péptido particular, por ejemplo, por medios inmunoldgicos (ELISA y Western blot)
0 por ensayos descritos en el presente documento para identificar agentes que estan dentro del alcance de la
invencion.

Fuentes de linfocitos T

Antes de la expansion y modificacion genética de los linfocitos T descritos en el presente documento, se obtiene
una fuente de linfocitos T de un sujeto. Los linfocitos T pueden obtenerse de varias fuentes, incluyendo células
mononucleares de sangre periférica, médula 6sea, tejido de ganglio linfatico, sangre de cordén umbilical, tejido
del timo, tejido de un sitio de infeccion, ascitis, derrame pleural, tejido esplénico y tumores. Como se describe
aqui, se puede usar cualquier nimero de lineas de linfocitos T disponibles en la técnica. Los linfocitos T pueden
obtenerse a partir de una unidad de sangre recogida de un sujeto utilizando cualquier nimero de técnicas
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conocidas por el experto en la técnica, tales como la separacion Ficoll™. Las células de la sangre circulante de
un individuo se obtienen por aféresis. El producto de aféresis contiene tipicamente linfocitos, incluyendo
linfocitos T, monocitos, granulocitos, linfocitos B, otros globulos blancos nucleados, glébulos rojos y plaquetas.
Las células recogidas por aféresis se pueden lavar para eliminar la fraccién de plasma y colocar las células en
un tampon o medio apropiado para las etapas de procesamiento subsiguientes. Las células se lavan con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS). Alternativamente, la soluciéon de lavado carece de calcio y puede
carecer de magnesio o puede carecer de muchos cationes divalentes si no todos. De nuevo,
sorprendentemente, los pasos iniciales de activacion en ausencia de calcio conducen a una activaciéon
magnificada. Como los expertos ordinarios en la técnica apreciarian facilmente, se puede lograr una etapa de
lavado por métodos conocidos por los expertos en la técnica, tal como utilizando una centrifuga de flujo continuo
semiautomatica (por ejemplo, el procesador de células Cobe 2991, el Baxter CytoMate, o el Haemonetics Cell
Saver 5) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después del lavado, las células pueden
resuspenderse en una diversidad de tampones biocompatibles, tales como, por ejemplo, libre de Ca?*, Mg?*
libre de PBS, PlasmalLyte A, u otra solucién salina con o sin tampdn. Alternativamente, los componentes
indeseables de la muestra de aféresis se pueden eliminar y las células se resuspenden directamente en medio
de cultivo.

Tal como se describe en el presente documento, los linfocitos T se aislan a partir de linfocitos de sangre
periférica mediante la lisis de los globulos rojos y el agotamiento de los monocitos, por ejemplo, mediante
centrifugacion a través de un gradiente de PERCOLL™ o por elutriacién centrifuga a contracorriente. Una
subpoblacién especifica de linfocitos T, como los linfocitos T CD3*, CD28*, CD4*, CD8*, CD45RA* y CD45R0O",
puede aislarse adicionalmente mediante técnicas de seleccion positiva o negativa. Por ejemplo, los linfocitos T
se aislan por incubacién con cuentas conjugadas anti-CD3/anti-CD28 (es decir, 3x28), tales como
DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T, durante un periodo de tiempo suficiente para la seleccion positiva de los
linfocitos T deseados, por ejemplo el periodo de tiempo es de aproximadamente 30 minutos, el periodo de
tiempo oscila entre 30 minutos a 36 horas o mas y todos los valores enteros entre ellos, el periodo de tiempo es
de al menos 1, 2, 3, 4, 5 6 6 horas, es de 10 a 24 horas, o el periodo de tiempo de incubacion es de 24 horas.
Para el aislamiento de linfocitos T de pacientes con leucemia, el uso de tiempos de incubacién mas largos, tales
como 24 horas, puede aumentar el rendimiento celular. Pueden usarse tiempos de incubaciéon mas largos para
aislar los linfocitos T en cualquier situacion en la que haya pocos linfocitos T en comparacion con otros tipos
celulares, tales como aislar los linfocitos infiltrantes de tumores (TIL) del tejido tumoral o de individuos
inmunocomprometidos. Ademas, el uso de tiempos de incubacion mas prolongados puede aumentar la eficacia
de la captura de linfocitos T CD8*. Por lo tanto, simplemente acortando o alargando el tiempo se deja que los
linfocitos T se unan a las cuentas CD3/CD28 y/o aumentando o disminuyendo la relacion de cuentas a linfocitos
T (como se describe adicionalmente en esta memoria), se pueden seleccionar preferentemente subpoblaciones
de linfocitos T para o contra la iniciacion de cultivo o en otros puntos de tiempo durante el proceso. Ademas,
aumentando o disminuyendo la relacion de anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28 sobre las cuentas u otra
superficie, se pueden seleccionar preferentemente subpoblaciones de linfocitos T para o contra el inicio del
cultivo o en otros puntos temporales deseados. El experto en la técnica reconocera que también se pueden usar
multiples rondas de seleccion. Puede ser deseable realizar el procedimiento de seleccion y utilizar las células
"no seleccionadas" en el proceso de activacion y expansion. Las células "no seleccionadas" también pueden
someterse a nuevas rondas de seleccion.

El enriquecimiento de una poblacién de linfocitos T mediante seleccién negativa puede realizarse con una
combinacién de anticuerpos dirigidos a marcadores de superficie Unicos para las células seleccionadas
negativamente. Un método es la clasificacion y/o seleccion de células mediante inmunoadherencia magnética
negativa o citometria de flujo que usa un codctel de anticuerpos monoclonales dirigidos a marcadores de
superficie celular presentes en las células seleccionadas negativamente. Por ejemplo, para enriquecer las
células CD4* mediante seleccion negativa, un anticuerpo monoclonal de anticuerpos incluye tipicamente
anticuerpos contra CD14, CD20, CD11b, CD16, HLA-DR y CD8. Puede ser deseable enriquecer o seleccionar
positivamente los linfocitos T reguladores que tipicamente expresan CD4*, CD25*, CD62Lhi, GITR* y FoxP3*.
Alternativamente, los linfocitos T reguladores se agotan mediante cuentas conjugadas con anti-C25 u otro
método similar de seleccion.

Para el aislamiento de una poblacion deseada de células mediante seleccion positiva o negativa, se puede
variar la concentracion de células y superficie (por ejemplo, particulas tales como cuentas). Puede ser deseable
disminuir significativamente el volumen en el que las cuentas y las células se mezclan entre si (es decir,
aumentar la concentracién de células), para asegurar el maximo contacto de las células y las cuentas. Por
ejemplo, se utiliza una concentracion de 2 mil millones de células/ml, se utiliza una concentracién de mil
millones de células/ml, se utilizan mas de 100 millones de células/ml, una concentracién de células de 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 millones de células/ml, se usa una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95 o
100 millones de células/ml, o pueden usarse concentraciones de 125 6 150 millones de células/ml. El uso de
altas concentraciones puede resultar en un mayor rendimiento celular, activacion celular y expansién celular.
Ademas, el uso de altas concentraciones celulares permite una captura mas eficiente de células que pueden
expresar débilmente antigenos diana de interés, tales como linfocitos T CD28 negativos, o de muestras en las
que hay muchas células tumorales presentes (es decir, sangre leucémica, tejido tumoral, etc.). Dichas
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poblaciones de células pueden tener un valor terapéutico y seria deseable obtenerlas. Por ejemplo, el uso de
una alta concentracion de células permite una seleccion mas eficiente de linfocitos T CD8* que normalmente
tienen una expresion de CD28 mas débil.

Puede ser deseable utilizar concentraciones de células mas bajas. Al diluir significativamente la mezcla de
linfocitos T y superficie (por ejemplo, particulas tales como cuentas), se minimizan las interacciones entre las
particulas y las células. Esto selecciona células que expresan altas cantidades de antigenos deseados para
unirse a las particulas. Por ejemplo, los linfocitos T CD4* expresan niveles mas altos de CD28 y se capturan
mas eficazmente que los linfocitos T CD8* en concentraciones diluidas, por ejemplo, la concentracion de células
utilizada es de 5 x 10%/ml, o la concentracion utilizada puede ser de aproximadamente 1 x 105/mla 1 x 108\ ml y
cualquier valor entero entre ellos.

En ofras realizaciones, las células se pueden incubar en un rotador para variar los tiempos a velocidades
variables a 2-10°C o a temperatura ambiente.

Los linfocitos T para la estimulacion también pueden congelarse después de una etapa de lavado. Deseando no
estar limitado por la teoria, la congelacién y la siguiente etapa de descongelacion proporcionan un producto mas
uniforme eliminando los granulocitos y, en cierta medida, los monocitos en la poblacion celular. Después de la
etapa de lavado que elimina el plasma y las plaquetas, las células pueden suspenderse en una solucién de
congelacién. Aunque muchas soluciones y pardmetros de congelaciéon son conocidos en la técnica y seran
utiles en este contexto, un método implica el uso de PBS que contiene 20% de DMSO y 8% de albumina de
suero humano, o medio de cultivo que contiene 10% de dextrano 40 y dextrosa al 5% albumina humana y 7,5%
de DMSO o 31,25% de Plasmalyte A, 31,25% de dextrosa al 5%, 0,45% de NaCl, 10% de dextrano 40 y 5% de
dextrosa, 20% de suero de albumina humana y 7,5% de DMSO u otro medio de congelacién celular adecuado
que contiene por ejemplo Hespan y Plasmalyte A, las células se congelan entonces a -80 °C a una velocidad
de 1° por minuto y se almacenan en la fase de vapor de un tanque de almacenamiento de nitrégeno liquido. Se
pueden utilizar otros métodos de congelacion controlado, asi como congelacion incontrolada inmediatamente a
-20 °C o en nitrégeno liquido.

Las células crioconservadas se descongelan y lavan como se describe en este documento y se dejan reposar
durante una hora a temperatura ambiente antes de la activacion usando los métodos de la presente invencion.
Como se describe en el presente documento, los linfocitos T pueden expandirse, congelarse y utilizarse mas
tarde. Como se describe en el presente documento, las muestras se recogen de un paciente poco después del
diagnoéstico de una enfermedad particular como se describe aqui, pero antes de cualquier tratamiento. Las
células se aislan a partir de una muestra de sangre o una aféresis de un sujeto antes de cualquier nimero de
modalidades de tratamiento relevantes, incluyendo pero no limitandose a tratamiento con agentes tales como
natalizumab, efalizumab, agentes antivirales, quimioterapia, radiacion, agentes inmunosupresores tales como
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos u otros agentes inmunoablatorios tales
como CAMPATH, anticuerpos anti-CD3, citoxano, fludarabina, ciclosporina, FK506, rapamicina, acido
micofendlico, esteroides, FR901228, e irradiacion. Estos farmacos inhiben la calcineurina fosfatasa dependiente
de calcio (ciclosporina y FK506) o inhiben la p70S6 quinasa que es importante para la sefializacion inducida por
el factor de crecimiento (rapamicina) (Liu et al., Cell 66: 807-815, 1991; Henderson et al. Immun 73: 316 - 321,
1991, Bierer et al., Curr. Opin. Immun., 5: 763-773, 1993). Las células se aislan para un paciente y se congelan
para su uso posterior junto con (por ejemplo, antes, simultdneamente o después) un trasplante de médula 6sea
o células madre, terapia con ablacion de linfocitos T usando agentes quimioterapéuticos tales como fludarabina,
radioterapia de haz externo (XRT), ciclofosfamida, o anticuerpos tales como OKT3 o CAMPATH. Como se
describe en el presente documento, las células se aislan antes y se pueden congelar para su uso posterior en el
tratamiento tras la terapia con ablacién de linfocitos B, tales como agentes que reaccionan con CD20, por
ejemplo, Rituxan.

También como se describe en el presente documento, los linfocitos T se obtienen de un paciente directamente
después del tratamiento. A este respecto, se ha observado que después de ciertos tratamientos contra el
cancer, en particular tratamientos con farmacos que dafian el sistema inmunoldgico, poco después del
tratamiento durante el periodo en que los pacientes normalmente se recuperaban del tratamiento, la calidad de
los linfocitos T obtenidos puede ser 6ptima o mejorada por su capacidad para expandirse ex vivo. Del mismo
modo, después de la manipulacién ex vivo usando los métodos descritos aqui, estas células pueden estar en un
estado preferido para un injerto mejorado y una expansién in vivo. Por lo tanto, se contempla dentro del
contexto de la presente invencidn recoger células sanguineas, incluyendo linfocitos T, células dendriticas u
otras células del linaje hematopoyético, durante esta fase de recuperacion. Ademas, se puede utilizar la
movilizaciéon (por ejemplo, movilizacion con GM-CSF) y regimenes de acondicionamiento para crear una
condicion en un sujeto en el que se favorece la repoblacion, recirculacion, regeneracion y/o expansion de tipos
celulares particulares, especialmente durante una ventana definida de tiempo después de la terapia. Tipos de
células ilustrativas incluyen linfocitos T, linfocitos B, células dendriticas y otras células del sistema inmune.
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Activacién y expansion de linfocitos T

Ya sea antes o después de la modificacién genética de los linfocitos T para expresar un CAR deseable, los
linfocitos T pueden activarse y expandirse generalmente usando métodos como los descritos, por ejemplo, en
las patentes de Estados Unidos 6.352.694; 6.534.055; 6.905.680; 6.692.964; 5.858.358; 6.887.466; 6.905.681;
7.144.575; 7.067.318; 7,172,869; 7.232.566; 7,175,843; 5.883.223; 6.905.874; 6.797.514; 6.867.041; y la
publicacion de solicitud de patente de EE.UU. N° 20060121005.

Generalmente, los linfocitos T descritos en el presente documento se expanden por contacto con una superficie
que tiene unida al mismo un agente que estimula una sefial asociada con el complejo CD3/TCR y un ligando
que estimula una molécula coestimuladora en la superficie de los linfocitos T. En particular, las poblaciones de
linfocitos T pueden estimularse como se describe en el presente documento, tal como por contacto con un
anticuerpo anti-CD3, o fragmento de unién a antigeno del mismo, o un anticuerpo anti-CD2 inmovilizado sobre
una superficie, o por contacto con un activador de la proteina quinasa C (por ejemplo, briostatina) junto con un
ionoforo de calcio. Para la coestimulacion de una molécula accesoria en la superficie de los linfocitos T, se
utiliza un ligando que se une a la molécula accesoria. Por ejemplo, puede ponerse en contacto una poblacién de
linfocitos T con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, en condiciones apropiadas para estimular la
proliferacion de los linfocitos T. Para estimular la proliferacion de linfocitos T CD4* o linfocitos T CD8*, un
anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28. Ejemplos de un anticuerpo anti-CD28 incluyen 9.3, B-T3, XR-
CD28 (Diaclone, Besangon, Francia) como pueden usarse otros métodos comunmente conocidos en la técnica
(Berg et al., Transplant Proc. 3975 - 3977, 1998. Haanen et al., J. Exp. Med. 190 (9): 13191328, 1999, Garland y
col., J. Immunol Meth. 227 (1-2): 53 - 63, 1999).

La sefal estimuladora primaria y la sefial coestimuladora para el linfocito T pueden proporcionarse mediante
diferentes protocolos. Por ejemplo, los agentes que proporcionan cada sefal pueden estar en solucion o
acoplarse a una superficie. Cuando se acoplan a una superficie, los agentes pueden acoplarse a la misma
superficie (es decir, en formaciéon "cis") o a superficies separadas (es decir, en formacion "trans").
Alternativamente, un agente puede estar acoplado a una superficie y el otro agente en solucion. Por ejemplo, el
agente que proporciona la sefial coestimuladora esta unido a una superficie celular y el agente que proporciona
la sefial de activacion primaria esta en solucién o acoplado a una superficie, 0 ambos agentes pueden estar en
solucion. Alternativamente, los agentes pueden estar en forma soluble, y luego entrelazarse a una superficie, tal
como una célula que expresa receptores Fc o un anticuerpo u otro agente aglutinante que se unira a los
agentes. A este respecto, véanse, por ejemplo, las publicaciones de solicitud de patente U.S. N ° 20040101519
y 20060034810 para células artificiales de presentacion de antigenos (aAPC) que se contemplan para su uso en
la activacion y expansion de linfocitos T.

Como se describe en el presente documento, los dos agentes se inmovilizan en cuentas, ya sea en la misma
cuenta, es decir, "cis", o en cuentas separadas, es decir, "trans". A modo de ejemplo, el agente que proporciona
la sefial de activacién primaria es un anticuerpo anti-CD3 o un fragmento de unién a antigeno del mismo y el
agente que proporciona la sefal coestimuladora es un anticuerpo anti-CD28 o fragmento de unién a antigeno
del mismo; y ambos agentes se coinmovilizan en la misma cuenta en cantidades moleculares equivalentes. Por
ejemplo, se utiliza una relaciéon 1:1 de cada anticuerpo unido a las cuentas para la expansion de linfocitos T
CD4* y crecimiento de linfocitos T. En ciertos casos, se utiliza una relacion de anticuerpos anti CD3:CD28
unidos a las cuentas de tal manera que se observa un aumento en la expansién de linfocitos T en comparacion
con la expansion observada usando una relacion de 1:1. Se observa un aumento de aproximadamente 1 a
aproximadamente 3 veces en comparacion con la expansién observada usando una relacion de 1:1. La
proporcion de anticuerpo CD3:CD28 unido a las cuentas oscila entre 100:1 y 1:100 y todos los valores enteros
entre ellos. En un caso, se une mas anticuerpo anti-CD28 a las particulas que el anticuerpo anti-CD3, es decir,
la relacion de CD3:CD28 es menor que uno. En ciertos casos, la relacion del anticuerpo anti CD28 al anticuerpo
anti-CD3 unido a las cuentas es mayor que 2:1. Por ejemplo, se utiliza una relacién de CD3:CD28 de anticuerpo
unido a cuentas de 1:100, se utiliza una relacién de CD3:CD28 de anticuerpo unido a cuentas de 1:75, se utiliza
una relacion de CD3:CD28 de anticuerpo unido a cuentas de 1:50, se utiliza una relacién de CD3:CD28 de
anticuerpo unido a cuentas de 1:30, se utiliza una relacion de CD3:CD28 de anticuerpo unido a cuentas de 1:10,
o se utiliza una relacién de CD3:CD28 de anticuerpo unido a cuentas de 1:3. Alternativamente, se utiliza una
relacion de CD3:CD28 de anticuerpo unido a cuentas de 3:1.

Para estimular linfocitos T u otras células diana puede utilizarse relaciones de particulas respecto a células entre
1:500 y 500:1 y cualquier valor entero entre ellas. Como los expertos en la técnica pueden apreciar facilmente,
la relaciéon de particulas y células puede depender del tamafio de particula en relaciéon a la célula diana. Por
ejemplo, las cuentas de tamafio pequefio s6lo podran unirse a unas pocas células, mientras que las cuentas
mas grandes podrian unirse a muchas. La proporcién de células respecto a particulas varia entre 1:100 y 100:1
y cualquier valor entero intermedio y en otras realizaciones también puede usarse una relacion que comprende
de 1:9 a 9:1 y cualquier valor entero entre ellos, para estimular linfocitos T. La proporcidon de particulas
acopladas a CD3 y anti-CD28 a linfocitos T que resultan en la estimulacion de linfocitos T puede variar como se
ha indicado anteriormente, sin embargo ciertos valores preferidos incluyen 1:100, 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, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 y 15:1 siendo una proporcion
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preferida de al menos 1:1 particulas por linfocito T. Alternativamente, se utiliza una relacién de particulas
respecto a células de 1:1 o menos. Una proporcién de particula: célula preferida es 1:5. La relacién de
particulas respecto a células puede variar dependiendo del dia de estimulacion. Por ejemplo, la relacion de
particulas respecto a células es de entre 1:1 y 10:1 en el primer dia y se afiaden particulas adicionales a las
células todos los dias o cada dos dias hasta 10 dias después, hasta relaciones finales de entre 1:1 y 1:10
(basado en el recuento de células en el dia de adicion). Alternativamente, la relacion de particulas respecto a
células es de 1:1 el primer dia de estimulacion y se ajusta a 1:5 en el tercer y quinto dia de estimulacion. En otro
caso, las particulas se afiaden diariamente o cada dos dias a una relacién final de 1:1 el primer dia y 1:5 en el
tercer y quinto dia de estimulaciéon. En otro caso, la relacion de particulas respecto a células es de 2:1 el primer
dia de estimulacion y se ajusta a 1:10 en el tercer y quinto dia de estimulacién. En otro caso, las particulas se
afaden diariamente o cada dos dias a una relacion final de 1:1 el primer dia y 1:10 en el tercer y quinto dia de
estimulacion. Un experto en la técnica apreciara que una variedad de otras relaciones puede ser adecuadas
para su uso en la presente invencion. En particular, las proporciones variaran dependiendo del tamafio de
particula y del tamafio y tipo de célula.

También como se describe en el presente documento, las células, tales como linfocitos T, se combinan con
cuentas revestidas con agente, las cuentas y las células se separan posteriormente y, a continuacién, se
cultivan las células. En una alternativa, antes del cultivo, las cuentas y las células recubiertas de agente no se
separan sino que se cultivan juntas. En un caso adicional, las cuentas y las células se concentran primero
mediante la aplicacion de una fuerza, tal como una fuerza magnética, que da como resultado una ligacién
aumentada de los marcadores de la superficie celular, induciendo asi la estimulacion celular.

A modo de ejemplo, las proteinas de la superficie celular pueden ligarse permitiendo que las cuentas
paramagnéticas a las que estan unidos anti-CD3 y anti-CD28 (cuentas 3x28) se pongan en contacto con los
linfocitos T. En una realizacion, las células (por ejemplo, 10* a 10° linfocitos T) y cuentas (por ejemplo, cuentas
paramagnéticas DYNABEADS® M-450 CD3/CD28 T en una proporcion de 1:1) se combinan en un tampén,
preferiblemente PBS (sin cationes divalentes tales como calcio y magnesio). De nuevo, los expertos en la
técnica pueden apreciar facilimente cualquier concentracion celular que se pueda utilizar. Por ejemplo, la célula
diana puede ser muy rara en la muestra y comprender sélo el 0,01% de la muestra o la muestra completa puede
comprender la célula diana de interés (es decir, el 100%). Por consiguiente, cualquier numero de células esta
dentro del contexto de la presente invencion. Puede ser deseable disminuir significativamente el volumen en el
que las particulas y las células se mezclan entre si (es decir, aumentar la concentracion de células), para
asegurar el maximo contacto de las células y las particulas. Por ejemplo, se utiliza una concentracion de
aproximadamente 2 mil millones de células/ml. En otro caso, se utiliza mas de 100 millones de células/ml. En
otro caso, se usa una concentracion de células de 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 6 50 millones de células/ml. En
otro caso mas, se usa una concentracion de células de 75, 80, 85, 90, 95 6 100 millones de células/ml. En otros
casos, se pueden usar concentraciones de 125 6 150 millones de células/ml. El uso de altas concentraciones
puede resultar en un mayor rendimiento celular, activacion celular y expansion celular. Ademas, el uso de altas
concentraciones celulares permite una captura mas eficiente de células que pueden expresar débilmente
antigenos diana de interés, tales como linfocitos T negativos para CD28. Tales poblaciones de células pueden
tener un valor terapéutico y seria deseable obtenerlos en ciertas realizaciones. Por ejemplo, el uso de una alta
concentracion de células permite una seleccién mas eficiente de linfocitos T CD8* que normalmente tienen una
expresion de CD28 mas débil.

La mezcla puede cultivarse durante varias horas (aproximadamente 3 horas) hasta aproximadamente 14 dias o
cualquier valor entero por hora entre las dos. La mezcla puede cultivarse durante 21 dias. En un caso, las
cuentas y los linfocitos T se cultivan juntos durante aproximadamente ocho dias. En otro caso, las cuentas y los
linfocitos T se cultivan juntos durante 2-3 dias. También se pueden desear varios ciclos de estimulacion de tal
manera que el tiempo de cultivo de los linfocitos T pueda ser de 60 dias o mas. Las condiciones apropiadas
para el cultivo de linfocitos T incluyen un medio apropiado (por ejemplo, medio minimo esencial o medio RPMI
1640 o X-vivo 15, (Lonza)) que puede contener factores necesarios para la proliferacion y viabilidad, incluyendo
suero (por ejemplo, bovino fetal o suero humano), interleuquina-2 (IL-2), insulina, IFN-y, IL-4, IL-7, GM-CSF, IL-
10, IL-12, IL-15, TGFB y TNF-a u otros aditivos para el crecimiento de células conocidas por el experto en la
técnica. Otros aditivos para el crecimiento de células incluyen, pero no se limitan a, surfactante, plasmanato y
agentes reductores tales como N-acetil-cisteina y 2-mercaptoetanol. Los medios pueden incluir RPMI 1640,
AIM-V, DMEM, MEM, a-MEM, F-12, X-Vivo 15 y X-Vivo 20, Optimizer, con aminoacidos afiadidos, piruvato
sédico y vitaminas, o suplementado con una cantidad apropiada de suero (o plasma) o un conjunto definido de
hormonas, y/o una cantidad de citoquinas suficiente para el crecimiento y expansion de linfocitos T. Los
antibidticos, por ejemplo, penicilina y estreptomicina, se incluyen sélo en cultivos experimentales, no en cultivos
de células que han de ser infundidas en un sujeto. Las células diana se mantienen en las condiciones
necesarias para soportar el crecimiento, por ejemplo, una temperatura apropiada (por ejemplo, 37°C) y
atmésfera (por ejemplo, aire mas 5% de COz2).

Los linfocitos T que han estado expuestos a tiempos de estimulacion variados pueden presentar caracteristicas

diferentes. Por ejemplo, los productos de células mononucleares de sangre periférica o de sangre periférica
tipica tienen una poblacion de linfocitos T auxiliar (TH, CD4*) que es mayor que la poblacion de linfocitos T
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citotdxicos o supresores (TC, CD8*). La expansién ex vivo de los linfocitos T estimulando los receptores CD3 y
CD28 produce una poblacion de linfocitos T que antes de los dias 8-9 esta constituida predominantemente por
linfocitos Tw, mientras que después de los dias 8-9 la poblacion de linfocitos T comprende una poblacion cada
vez mayor de los linfocitos Tc. Por consiguiente, dependiendo del propdsito del tratamiento, puede ser ventajoso
infundir a un sujeto con una poblacion de linfocitos T que comprende predominantemente linfocitos Tn. De forma
similar, si se ha aislado un subconjunto especifico de antigeno de linfocitos Tc, puede ser beneficioso expandir
este subconjunto a un mayor grado.

Adicionalmente, ademas de los marcadores CD4 y CD8, otros marcadores fenotipicos varian significativamente,
pero en gran parte, de forma reproducible durante el curso del proceso de expansion celular. Por lo tanto, tal
reproducibilidad permite la capacidad de adaptar un producto de linfocitos T activado para propdsitos
especificos.

Aplicacién terapéutica

Se describe aqui una célula (por ejemplo, un linfocito T) transducida con un vector lentiviral (LV). Por ejemplo, el
LV codifica un CAR que combina un dominio de reconocimiento de antigeno de un anticuerpo especifico con un
dominio intracelular de CD3-zeta y 4-1BB. Por lo tanto, en algunos casos, el linfocito T transducido puede
provocar una respuesta de linfocitos T mediada por CAR.

La invencion proporciona el uso de un CAR como se define en las reivindicaciones para redirigir la especificidad
primaria de un linfocito T a un antigeno tumoral. Por lo tanto, también se describe en el presente documento un
método para estimular una respuesta inmune mediada por linfocitos T a una poblacioén o tejido de células diana
en un mamifero que comprende la etapa de administrar al mamifero un linfocito T que expresa un CAR, que
interactia especificamente con un objetivo predeterminado, una porcién de cadena zeta que comprende, por
ejemplo, el dominio intracelular de CD3 zeta humana y una regioén de sefializaciéon coestimuladora.

Se describe aqui un tipo de terapia celular en la que los linfocitos T se modifican genéticamente para expresar
un CAR y el linfocito T CAR se infunde a un receptor que lo necesita. La célula infundida es capaz de destruir
células tumorales en el receptor. A diferencia de las terapias con anticuerpos, los linfocitos T CAR son capaces
de replicarse in vivo dando como resultado una persistencia a largo plazo que puede conducir al control
sostenido del tumor.

Los linfocitos T CAR descritos en este documento pueden sufrir una fuerte expansion de linfocitos T in vivo y
pueden persistir durante un periodo prolongado de tiempo. En otra realizacion, los linfocitos T CAR descritos en
este documento evolucionan hacia linfocitos T de memoria especificos que pueden reactivarse para inhibir
cualquier formacion o crecimiento tumoral adicional. Por ejemplo, era inesperado que las células CART 19
descritas en el presente documento pudieran experimentar una fuerte expansién de linfocitos T in vivo y persistir
a altos niveles durante un periodo prolongado de tiempo en sangre y médula ésea y formar linfocitos T de
memoria especificos. Sin desear estar limitados por ninguna teoria particular, los linfocitos T CAR pueden
diferenciarse in vivo en un estado central similar a la memoria al encontrarse y eliminar posteriormente a las
células diana que expresan el antigeno sustituto.

Sin desear estar limitado por ninguna teoria particular, la respuesta de inmunidad antitumoral provocada por los
linfocitos T CAR modificados puede ser una respuesta inmune activa o pasiva. Ademas, la respuesta inmune
mediada por CAR puede ser parte de un enfoque de inmunoterapia adoptiva en el que los linfocitos T
modificados con CAR inducen una respuesta inmune especifica a la porcion de union al antigeno en el CAR.
Por ejemplo, las células CART19 provocan una respuesta inmune especifica contra células que expresan CD19.

Aunque los datos revelados en el presente documento describen especificamente un vector lentiviral que
comprende un scFv anti-CD19 derivado del anticuerpo monoclonal murino FMC63, bisagra CD8a humano y
dominio transmembrana, y dominios de sefializacion 4-1BB y CD3 zeta humanos, la invencién debe
interpretarse que incluye cualquier nimero de variaciones para cada uno de los componentes de la construccion
como se describe en otra parte del presente documento.

Los canceres que pueden tratarse incluyen tumores que no estan vascularizados, o no estan sustancialmente
vascularizados, asi como tumores vascularizados. Los canceres pueden comprender tumores no solidos (tales
como tumores hematoldgicos, por ejemplo, leucemias y linfomas) o pueden comprender tumores solidos. Los
tipos de canceres a tratar con los CAR de la invencion incluyen, pero no se limitan a, carcinoma, blastoma y
sarcoma, y ciertas leucemias o tumores malignos linfoides, tumores benignos y malignos y malignidades, por
ejemplo, sarcomas, carcinomas y melanomas. También se incluyen tumores/canceres adultos vy
tumores/canceres pediatricos.

Los canceres hematoloégicos son canceres de la sangre o de la médula ésea. Ejemplos de canceres

hematoldgicos (0 hematdégenos) incluyen leucemias, incluyendo leucemias agudas (tales como leucemia
linfocitica aguda, leucemia mielocitica aguda, leucemia mielégena aguda y mieloblastica, promielocitica,
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mielomonocitica, monocitica y eritroleucemia), leucemias crénicas (tales como leucemia mielocitica croénica
(granulocitica), leucemia mielégena cronica y leucemia linfocitica cronica), policitemia vera, linfoma, enfermedad
de Hodgkin, linfoma no Hodgkin (formas indolentes y de alto grado), mieloma multiple, macroglobulinemia de
Waldenstrom, enfermedad de cadena pesada, sindrome mielodisplasico, leucemia de células pilosas y
mielodisplasia.

Los tumores sdlidos son masas anormales de tejido que usualmente no contienen quistes o areas liquidas. Los
tumores solidos pueden ser benignos o malignos. Los diferentes tipos de tumores sélidos se denominan por el
tipo de células que los forman (como sarcomas, carcinomas y linfomas). Ejemplos de tumores sélidos, como
sarcomas y carcinomas, incluyen fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, osteosarcoma vy
otros sarcomas, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de
colon, malignidad linfoide, cancer de pancreas, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de ovario, cancer
de prostata, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células escamosas, carcinoma basocelular,
adenocarcinoma, carcinoma de la glandula sudoripara, carcinoma medular de tiroides, carcinoma papilar de
tiroides, carcinoma de glandula sebacea de feocromocitomas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares,
carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma de conducto
biliar, coriocarcinoma, tumor de Wilms, cancer cervical, tumor testicular, seminoma, carcinoma de vejiga,
melanoma y tumores del SNC (como el glioma (como el glioma del tronco encefalico y los gliomas mixtos),
glioblastoma (también conocido como glioblastoma multiforme) astrocitoma, linfoma del SNC, germinoma,
meduloblastoma, craneofariogioma de Schwannoma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma
acustico, oligodendroglioma, menangioma, neuroblastoma, retinoblastoma y metastasis cerebrales).

El CAR disefiado para dirigirse al CD 19 puede usarse para tratar canceres y trastornos que incluyen, pero no
se limitan a LLA pre-B (indicacion pediatrica), LLA en adulto, linfoma de células del manto, linfoma difuso de
linfocitos B grandes, trasplante de médula ésea, y similares.

Los linfocitos T CAR modificados descritos aqui también pueden servir como un tipo de vacuna para
inmunizacion ex vivo y/o terapia in vivo en un mamifero. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

Con respecto a la inmunizacién ex vivo, al menos uno de los siguientes casos se produce in vitro antes de
administrar la célula a un mamifero: i) expansion de las células, ii) introduccion de un acido nucleico que codifica
un CAR para las células y/o iii) crioconservacion de las células.

Los procedimientos ex vivo son bien conocidos en la técnica y se discuten mas completamente a continuacion.
En pocas palabras, las células se aislan de un mamifero (preferiblemente un humano) y se modifican
genéticamente (es decir, transducen o transfectan in vitro) con un vector que expresa un CAR descrito en el
presente documento. La célula con el CAR modificado se puede administrar a un receptor de mamifero para
proporcionar un beneficio terapéutico. EI mamifero receptor puede ser un ser humano y la célula con el CAR
modificado puede ser autdloga con respecto al receptor. Alternativamente, las células pueden ser alogénicas,
singénicas o xenogénicas con respecto al receptor.

El procedimiento para la expansiéon ex vivo de células madre y progenitoras hematopoyéticas descrito en la
patente U.S. N° 5.199.942, se puede aplicar a las células de la presente invencion. Otros métodos adecuados
son conocidos en la técnica, por lo tanto, la presente invenciéon no se limita a ningun método particular de
expansion ex vivo de las células. Brevemente, el cultivo ex vivo y la expansion de linfocitos T comprende: (1)
recolectar células madre y progenitoras hematopoyéticas CD34" de un mamifero procedente de sangre
periférica recogida o explantes de médula dsea; y (2) expandir dichas células ex vivo. Ademas de los factores
de crecimiento celular descritos en la patente US 5.199.942, se pueden usar otros factores tales como flt3-L, IL-
1, IL-3 y ligando c-kit, para el cultivo y la expansién de las células.

Ademas de usar una vacuna basada en células en términos de inmunizacién ex vivo, la presente descripcion
también proporciona composiciones y métodos para la inmunizacién in vivo para provocar una respuesta
inmune dirigida contra un antigeno en un paciente.

En general, las células activadas y expandidas como se describe en el presente documento pueden utilizarse en
el tratamiento y prevencion de enfermedades que aparecen en individuos inmunocomprometidos. En particular,
los linfocitos T CAR modificados descritos aqui se usan en el tratamiento de la LLC. En ciertas realizaciones, las
células descritas aqui se usan en el tratamiento de pacientes en riesgo de desarrollar LLC. Por tanto, la
presente descripcion proporciona el tratamiento o la prevencion de LLC que comprende administrar a un sujeto
que lo necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de los linfocitos T CAR modificados de la invencion.

Los linfocitos T CAR modificados descritos en la presente invencion pueden administrarse solos o como una
composicién farmacéutica en combinacion con diluyentes y/o con otros componentes tales como IL-2 u otras
citoquinas o poblaciones de células. Brevemente, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento pueden comprender una poblacién de células diana tal como se describe en el presente documento,
en combinaciéon con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente o fisioldgicamente
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aceptables. Dichas composiciones pueden comprender tampones tales como solucién salina tamponada neutra,
solucién salina tamponada con fosfato y similares; carbohidratos tales como glucosa, manosa, sacarosa o
dextranos, manitol; proteinas; polipéptidos o aminoacidos tales como glicina; antioxidantes; agentes quelantes
tales como EDTA o glutation; adyuvantes (por ejemplo, hidréxido de aluminio); y conservantes. Las
composiciones descritas en la presente invencion se formulan preferiblemente para administracién intravenosa.

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente invencion pueden administrarse de una manera
apropiada a la enfermedad a tratar (o prevenir). La cantidad y frecuencia de administracion se determinara por
factores tales como la condicién del paciente, y el tipo y gravedad de la enfermedad del paciente, aunque las
dosificaciones apropiadas pueden determinarse mediante ensayos clinicos.

Cuando se indica "una cantidad inmunolégicamente eficaz", "una cantidad antitumoral eficaz", "una cantidad
inhibidora de tumor eficaz" o "cantidad terapéutica", la cantidad precisa de las composiciones de la presente
invencién a administrar puede ser determinada por un médico teniendo en cuenta las diferencias individuales en
edad, peso, tamafio del tumor, extensién de la infeccion o metastasis, y estado del paciente (sujeto).
Generalmente se puede afirmar que una composicion farmacéutica que comprende los linfocitos T descritos en
el presente documento puede administrarse a una dosis de 10* a 10° células’/kg de peso corporal,
preferiblemente de 105 a 10° células/kg de peso corporal, incluyendo todos los valores enteros dentro de estos
intervalos. Las composiciones de linfocitos T también pueden administrarse varias veces a estas dosificaciones.
Las células pueden administrarse utilizando técnicas de infusién que se conocen cominmente en inmunoterapia
(véase, por ejemplo, Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 319: 1676, 1988). La dosis 6ptima y el régimen de
tratamiento para un paciente particular pueden determinarse facilmente por un experto en la técnica de la
medicina mediante la monitorizacion del paciente para detectar signos de la enfermedad y ajustar el tratamiento
en consecuencia.

Puede ser deseable administrar linfocitos T activados a un sujeto y posteriormente extraer sangre (o tener una
aféresis realizada), activar linfocitos T de acuerdo con la presente invencién, y reinfundir al paciente con estos
linfocitos T activados y expandidos. Este proceso se puede llevar a cabo varias veces cada pocas semanas. Los
linfocitos T pueden activarse a partir de muestras de sangre de 10cc a 400cc, por ejemplo, los linfocitos T se
activan a partir de extracciones sanguineas de 20cc, 30cc, 40cc, 50cc, 60cc, 70cc, 80cc, 90cc o 100cc. Para no
estar limitado por la teoria, el uso de este protocolo de extraccidon multiple /reinfusidon sanguinea multiple puede
servir para seleccionar ciertas poblaciones de linfocitos T.

La administracion de las presentes composiciones puede llevarse a cabo de cualquier manera conveniente,
incluyendo por inhalaciéon de aerosol, inyeccién, ingestién, transfusion, implantacién o transplante. Las
composiciones descritas en el presente documento pueden administrarse a un paciente por via subcutanea,
intradérmica, intratumoral, intranodal, intramedular, intramuscular, intravenosa (i.v.) o intraperitoneal. Por
ejemplo, las composiciones de linfocitos T descritas en el presente documento se administran a un paciente
mediante inyeccion intradérmica o subcutanea. En otro ejemplo, las composiciones de linfocitos T descritas en
el presente documento se administran preferiblemente mediante inyeccion i.v.. Las composiciones de linfocitos
T pueden inyectarse directamente en un tumor, un ganglio linfatico o un sitio de infeccion.

En ciertos casos, las células activadas y expandidas usando los métodos descritos en el presente documento, u
otros métodos conocidos en la técnica en donde los linfocitos T se expanden a niveles terapéuticos, se
administran a un paciente junto con (por ejemplo, antes, simultdneamente o después) cualquier nimero de
modalidades de tratamiento relevantes, incluyendo pero no limitandose a tratamiento con agentes tales como
terapia antiviral, cidofovir e interleuquina-2, tratamiento con citarabina (también conocido como ARA-C) o
natalizumab para pacientes con EM o tratamiento con efalizumab para pacientes con psoriasis u otros
tratamientos para pacientes con LMP. También se describen en este documento, los linfocitos T de la invencion
pueden usarse en combinacidon con quimioterapia, radiacién, agentes inmunosupresores, tales como
ciclosporina, azatioprina, metotrexato, micofenolato y FK506, anticuerpos, u otros agentes inmunoablatorios
tales como CAMPATH, anticuerpos anti-CD3 u otras terapias de anticuerpos, citoxina, fludaribina, ciclosporina,
FK506, rapamicina, acido micofendlico, esteroides, FR901228, citoquinas e irradiacién. Estos farmacos inhiben
la calcineurina fosfatasa dependiente de calcio (ciclosporina y FK506) o inhiben la quinasa p70S6 que es
importante para la sefalizacion inducida por el factor de crecimiento (rapamicina) (Liu et al., Cell 66: 807-815,
1991; Henderson et al. Immun 73: 316 - 321, 1991, Bierer et al., Curr. Opin. Immun., 5: 763 - 773, 1993). Las
composiciones celulares de la presente invencion se administran también a un paciente junto con (por ejemplo,
antes, simultaneamente o después) del trasplante de médula dsea, terapia con ablacion de linfocitos T
utilizando agentes de quimioterapia tales como, fludarabina, terapia de radiacion de haz externo (XRT),
ciclofosfamida, o anticuerpos tales como OKT3 o CAMPATH. También se describen en el presente documento,
las composiciones celulares de la presente invencion se administran después de la terapia ablativa de linfocitos
B, tales como agentes que reaccionan con CD20, por ejemplo, Rituxan. Por ejemplo, los sujetos pueden
someterse a un tratamiento estandar con quimioterapia en dosis altas seguida por trasplante de células madre
de sangre periférica. En ciertos casos, después del trasplante, los sujetos reciben una infusion de las células
inmunes expandidas de la presente invencion, o las células expandidas se administran antes o después de la
cirugia.
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La dosificacion de los tratamientos anteriores a administrar a un paciente variara con la naturaleza precisa de la
afeccion que se esta tratando y del receptor del tratamiento. El escalamiento de dosificaciones para
administracién humana puede realizarse de acuerdo con practicas aceptadas en la técnica. La dosis para
CAMPATH, por ejemplo, estara generalmente en el intervalo de 1 a aproximadamente 100 mg para un paciente
adulto, usualmente administrado diariamente durante un periodo entre 1 y 30 dias. La dosis diaria preferida es
de 1 a 10 mg por dia, aunque en algunos casos pueden utilizarse dosis mayores de hasta 40 mg por dia
(descritas en la patente US N° 6.120.766).

Ejemplos experimentales

La invencién se describe adicionalmente con detalle haciendo referencia a los siguientes ejemplos
experimentales. Estos ejemplos se proporcionan con fines ilustrativos Unicamente, y no se pretende que sean
limitativos a menos que se especifique lo contrario. Por lo tanto, la invencién no debe interpretarse en modo
alguno por estar limitada a los siguientes ejemplos, sino que debe ser interpretada para abarcar todas y cada
una de las variaciones que resultan evidentes como resultado de la ensefianza proporcionada en este
documento.

Sin mas descripcidn, se cree que un experto en la técnica puede, usando la descripcidon precedente y los
siguientes ejemplos ilustrativos, fabricar y utilizar los compuestos de la presente invencion y practicar los
métodos reivindicados. Los siguientes ejemplos de trabajo, por lo tanto, sefialan especificamente las
realizaciones preferidas de la presente invencion, y no deben ser interpretados como limitativos de ninguna
manera del resto de la descripcion.

Ejemplo 1: Linfocitos T que expresan receptores quiméricos establecen memoria y potentes efectos
antitumorales en pacientes con leucemia avanzada

Los linfocitos manipulados para expresar receptores de antigenos quiméricos (RAC) han demostrado una
expansion in vivo minima y efectos antitumorales en ensayos clinicos previos. Los resultados presentados en
este documento demuestran que los linfocitos T CAR que contienen CD137 tienen una actividad clinica potente,
no cruzada, después de la infusion en tres de tres pacientes tratados con leucemia linfocitica crénica avanzada
(LLC). Los linfocitos T modificados se expandieron mas de mil veces in vivo, enviados a la médula 6sea y
continuaron expresando CAR funcionales a niveles altos durante al menos 6 meses. En promedio, cada célula
CAR* infundida erradicé al menos 1000 células LLC. Se demostré una respuesta inmune especifica de CD19 en
la sangre y la médula ésea, acompanada de remisidon completa en dos de tres pacientes. Una parte de las
células persisten como linfocitos T CAR* de memoria, lo que indica el potencial de este enfoque no restringido a
MHC para el tratamiento eficaz de las neoplasias malignas de linfocitos B.

Los materiales y métodos empleados en estos experimentos se describen ahora.
Materiales y Métodos
Procedimientos generales del laboratorio

El procesamiento de muestras de investigacion, la congelacion y los analisis de laboratorio se realizaron en el
Laboratorio de Estudios Correlacionales y Traduccionales de la Universidad de Pensilvania, que opera bajo los
principios de Buenas Practicas de Laboratorio con PNT y/o protocolos establecidos para la recepcion,
procesamiento, congelacion y analisis de muestras. El rendimiento de los ensayos y la informacion de los datos
son conformes con las directrices de MIATA (Janetzki et al., 2009, Immunity 31: 527-528).

Disefio del protocolo

El ensayo clinico (NCT01029366) se realiz6 como se muestra en la Figura 1. Los pacientes con neoplasia
hematoldégica CD19 positiva con enfermedad persistente después de al menos dos regimenes de tratamiento
previos y que no eran elegibles para el trasplante alogénico de células madre fueron elegibles para el ensayo.
Tras la reestadificacion del tumor, los linfocitos T de sangre periférica para la fabricacion de CART19 se
recogieron por aféresis y los sujetos recibieron un solo ciclo de quimioterapia como se especifica en la Figura 10
durante la semana anterior a la infusion. Las células CART19 se administraron por infusién intravenosa usando
un régimen de dosis divididas de 3 dias (10%, 30% y 60%) a la dosis indicada en la Figura 10 y, si estaba
disponible, se administré una segunda dosis al dia 10; sélo el paciente UPN 02 tenia células suficientes para
una segunda infusion. Los sujetos fueron evaluados para la toxicidad y la respuesta a intervalos frecuentes
durante al menos 6 meses. El protocolo fue aprobado por la administracion de alimentos y medicamentos (FDA)
de los Estados Unidos, el comité consultivo sobre ADN recombinante y la junta de revision institucional de la
Universidad de Pensilvania. El primer dia de infusion se establecié como dia de estudio 0.
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Sujetos: resumen clinico

Los resumenes clinicos se describen en la Figura 10 y se proporcionan historiales detallados en otra parte del
presente documento. El paciente UPN 01 fue diagnosticado por primera vez con LLC de linfocitos B en estadio
Il a los 55 afos. El paciente estaba asintomatico y se observé aproximadamente durante 1-1/2 afios hasta
requerir tratamiento para linfocitosis progresiva, trombocitopenia, adenopatia y esplenomegalia. Con el
transcurso del tiempo, el paciente recibid terapia de primera linea. La terapia mas reciente fue de 2 ciclos de
pentostatina, ciclofosfamida y rituximab 2 meses antes de la infusion de células CART19 con una respuesta
minima. A continuacion, el paciente recibié un ciclo de bendamustina como quimioterapia de linfoplastia antes
de la infusion de células CART-19.

El paciente UPN 02 fue diagnosticado por primera vez con LLC a los 68 afios cuando el paciente se presenté
con fatiga y leucocitosis. El paciente se mantuvo relativamente estable durante 4 afios cuando el paciente
desarrollé leucocitosis progresiva (195.000/ul), anemia y trombocitopenia que requirieron terapia. El analisis
cariotipico mostré que las células LLC tenian delecién del cromosoma 17p. Debido a la enfermedad progresiva,
el paciente fue tratado con alemtuzumab con una respuesta parcial, pero al cabo de un afio y medio el paciente
tenia enfermedad progresiva. El paciente se retraté con alemtuzumab durante 18 semanas con una respuesta
parcial y un intervalo libre de progresion de 1 afio. A continuacion, el paciente recibié 2 ciclos de bendamustina
con rituximab sin una respuesta significativa (Figura 5A). El paciente recibié bendamustina como agente Unico
de quimioterapia de linfoplastia antes de la infusion de células CART-19.

El paciente UPN 03 debuté a la edad de 50 con LLC asintomatica en estadio | y estuvo en observacion durante
afos. El paciente desarrollo leucocitosis progresiva (recuento de glébulos blancos 92.000/ul) y adenopatia
progresiva que requirio terapia. El paciente recibid 2 ciclos de rituximab con fludarabina que resulté en la
normalizacion de los recuentos sanguineos y mejoria significativa, aunque no completa resoluciéon en la
adenopatia. El paciente present6é un intervalo libre de progresién de aproximadamente 3 afos. Las pruebas
cariotipicas mostraron que las células contenian la delecion del cromosoma 17p con FISH que demuestra una
delecion de TP53 en 170 de 200 células. Durante los siguientes afos, el paciente requirié 3 lineas diferentes de
terapia (Figura 10) para la leucocitosis progresiva y la adenopatia, la uUltima vez recibié alemtuzumab con una
respuesta parcial 6 meses antes de la infusion de células CART19. El paciente recibié pentostatina y
ciclofosfamida como quimioterapia de linfoplastia antes de la infusién de células CART-19.

Produccion de vectores

El transgén CD19-BB-z (GeMCRIS 0607-793) fue disefiado y construido como se ha descrito (Milone et al.,
2009, Mol Ther. 17: 1453-1464). El vector lentiviral se produjo de acuerdo con las buenas practicas de
fabricacidon actuales usando un enfoque de produccion de tres plasmidos en Lentigen Corporation como se
describe (Zufferey et al., 1997, Nature biotechnol 15: 871-875).

Preparacion del producto celular CART19

Se han descrito métodos de preparacion de linfocitos T utilizando cuentas de poliestireno paramagnético
recubiertas con anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 (Laport et al., 2003, Blood 102: 2004-2013). La
transduccion lentiviral se realizé como se ha descrito (Levine et al., 2006, Proc Natl Acad Sci. U.S A 103: 17372-
17377).

Métodos para el calculo de la carga tumoral

La carga de LLC en la linea basal se estimé como se muestra en la Figura 10. La cantidad de células LLC se
calcularon en médula ésea, sangre y tejidos linfoides secundarios como se describe a continuacion.

Médula 6sea En adultos sanos, la médula ésea representa aproximadamente el 5% del peso corporal total
(Woodard et al., 1960, Phys Med Biol, 5: 57-59, Bigler et al., 1976, Health Phys 31: 213-218). La médula 6sea
en muestras de crestas iliaca tiene un porcentaje creciente de médula inactiva (grasa) con la edad, pasando del
20% de la médula 6sea total a los 5 afios a alrededor del 50% a los 35 afios, cuando permanece estable hasta
los 65 afios, hasta aproximadamente 67% de médula inactiva a los 75 afios (Hartsock et al., 1965, Am J Clin
Path 43: 326 - 331). El valor de referencia internacional del peso total del esqueleto de la médula activa (roja) e
inactiva (grasa) de los varones a los 35 afios se fija actualmente en 1170g y 24809, respectivamente (datos
anatémicos vy fisioldgicos basicos para uso en proteccion radiolodgica: The Skeleton in Annals of the ICRP, Vol.
25 (ed. Smith, H.) 58-68 (Informe de un grupo de trabajo del comité 2 de la comision internacional de proteccion
radiologica, Oxford, 1995)). Los varones adultos de entre 35 y 65 afios tienen médula que representa un 5,0%
del peso corporal total, compuesto de 1,6% de médula activa (roja) y 3,4% de médula inactiva (grasa) (Datos
anatémicos y fisioldgicos basicos para proteccion radiologica: The Skeleton in Annals of the ICRP, Vol. 25 (ed.
Smith, H.) 58-68 (Informe de un grupo de trabajo del comité 2 de la comision internacional de proteccion
radiolégica, Oxford, 1995)). Basandose en la biopsia de médula 6sea y las muestras de aspiracion, se calculo el
peso de células LLC para los tres pacientes en la linea basal como se muestra en la Tabla 1. Estas
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estimaciones de la masa de médula LLC total se convirtieron al nimero de células LLC totales en la médula
usando 1Kg = 102 células, y los nimeros resultantes se muestran en la Figura 10. Estos calculos se basan en
el supuesto de que la LLC tiene una distribucién uniforme en la médula ésea. Para el paciente UPN 01, los
célculos se muestran para una biopsia de médula 6sea que se obtuvo antes de la quimioterapia con
bendamustina, y para un aspirado obtenido después de la bendamustina y la infusién de pre-CART19. Los
ndmeros son menos precisos para el aspirado del dia-1 en comparacion con el espécimen de la biopsia del dia-
14 debido a limitaciones técnicas del aspirado del dia-1. El paciente UPN 02 tenia una Unica muestra de biopsia
previa al tratamiento que mostraba la sustitucion completa de la médula por LLC. Este paciente tenia un
espécimen sin cambios en el dia 30 tras CART19. La carga de médula para el paciente UPN 03 se calculd
sobre la base de una biopsia post-quimioterapia y pre-CART19.

Tabla 1: Masa de médula

Peso de médula activa Peso de médula inactiva Médula total

(kg) (kg) (kg)
Varones normales (estandar 1,17 2,48 3,65
de referencia ICRP)
UPN 01 dia-14 (95% celular) 3,47 0,18 3,65
UPN 02 dia-47 (95% celular) 3,47 0,18 3,65
UPN 03 dia-1 (60% celular) 2,19 1,46 3,65

Peso de LLC (kg)

UPN 01 dia-14 (70% LLC) 2,43
UPN 01 dia-1 (50% LLC por 1,73
coagulo)
UPN 02 dia-47 (>95% LLC) 3,29
UPN 03 dia-1 (40% LLC) 0,88

Sangre: Sdlo el paciente UPN 02 tenia una carga tumoral de LLC sustancial en la sangre antes de la infusiéon de
CART19. La citometria de flujo mostré que las células tenian un fenotipo tipico como una poblacién clonal con
una poblacion de linfocitos B IgM CD5+ CD10- CD19+ CD20(dim)+ CD23(variable)+ restringida a kappa, débil
en superficie. Aproximadamente el 35% de las células LLC coexpresaron CD38. La carga de LLC no se aclaré
con 3 ciclos de quimioterapia con bendamustina y estuvo presente en el momento de las infusiones de CART19.
En el momento de la infusion de CART 19, el recuento de LLC en la sangre era de 55.000 células/uL.
Suponiendo un volumen sanguineo de 5,0 L, el paciente UPN 02 tenia 2,75x10'" células LLC en sangre en el
dia 0. Dado el numero normal total de células blancas en los pacientes UPN 01 y 03, la carga de la enfermedad
circulante en estos pacientes no se calculd, lo que conduciria a una ligera subestimacion de la carga corporal
total.

Tejidos linfoides secundarios: El volumen de linfadenopatia y esplenomegalia se cuantific6 en tomografias
computarizadas axiales usando un programa aprobado por la FDA. Los volumenes son solo para el pecho, el
abdomen y la pelvis. Las masas del cuerpo vertebral T1 al nivel de la bifurcacién de la arteria femoral comun se
midieron en todos los pacientes y en algunos se incluyeron también los ganglios en el area inguinal. Los
ganglios en la cabezalcuello y las extremidades se excluyeron del analisis y se excluyeron del nimero de
células diana LLC de base, lo que también conduciria a una leve subestimacion de la carga corporal total. Los
pacientes UPN 01 y 03 han tenido remisiones completas sostenidas mas allad de 6 meses y, por lo tanto, se
utilizé la férmula (volumen basal - volumen mes 3) para determinar la reduccion de la carga tumoral desde la
linea basal; el paciente UPN 02 tuvo una enfermedad estable en la adenopatia y, por lo tanto, la masa tumoral
basal se calcula restando el volumen esplénico de referencia de varones sanos con la misma edad (Harris et al.,
2010, Eur J Radiol 75: €97-e101). La masa tumoral basal se convirtié en células LLC usando una densidad de
aproximacion (1 Kg/L de densidad y 1 Kg = 102 células) o un enfoque de volumen (las células LLC tienen 10
uM de diametro o 600 fL, suponiendo una forma esférica) y ambos valores se presentan en la Figura 10. Los
volumenes de tumores en los tejidos linfoides secundarios en los tres pacientes se muestran a continuaciéon en
la Tabla 2 segun se calcul6 a partir de las tomografias computerizadas disponibles.

Tabla 2: Volumenes tumorales

Paciente Dia en estudio Volumen NL (mm3)  Volumen bazo (mm3)  Volumen total (mm3)
UPN 01 -37 239655 1619180 1858835
1 mes 105005 1258575 1363580
3 mes 65060 1176625 1241685
UPN 02 -24 115990 1166800 1282790
1 mes 111755 940960 1052715
UPN 03 -10 239160 435825 674985
1 mes 111525 371200 482725
3 mes 47245 299860 347105
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La tomografia computarizada de referencia para el paciente UPN 01 se realizé 8 dias después de 2 ciclos de
pentostatina/ciclofosfamida/rituximab y no mostré respuesta a este régimen de quimioterapia en comparacion
con la tomografia computarizada previa. El paciente tuvo un ciclo de bendamustina antes de CART 19y, por lo
tanto, el cambio en el volumen tumoral del dia-37 al dia +31 para UPN 01 no puede excluir la contribucion
potencial de la bendamustina, asi como CART19. Del mismo modo, el cambio en el volumen tumoral de UPN 03
refleja el efecto combinado de 1 ciclo de pentastatina/ciclofosfamida y CART19.

Método para estimar la proporcién efectiva E:T in vivo en pacientes

Se calculd la relacion E:T de linfocitos T CAR en infusion con el nimero de células tumorales muertas usando el
ndmero de células tumorales presentes en el momento de la inyeccién de linfocitos T CAR y el numero de
linfocitos T CAR inyectados (Carpenito et al., 2009, Proc. Natl Acad Sci USA 106: 3360-3365). Para la presente
invencion, se utilizé el numero de linfocitos T CART19+ inyectados como se muestra en la Figura 10 porque no
es posible determinar el numero absoluto de linfocitos T CART190+ presentes in vivo con precision o precision
suficiente. Los datos disponibles sobre la expansién de CART19 en la sangre y la médula 6sea son robustos,
como se muestra en la Figura 2 y la Figura 6. Sin embargo, no fue posible determinar el trafico de CART19 a
otros sitios como los tejidos linfoides secundarios, creando una incertidumbre sustancial sobre el niumero total
de células CART19 logradas in vivo en el momento de la reducciéon maxima del tumor. Los valores calculados
de la Tabla 3 se utilizaron para derivar las relaciones efectivas E:T.

Tabla 3: Proporciones E:T de CART19 calculadas in vivo

Paciente | Carga tumoral (linea basal y Delta) células E:T in vivo
CART19+
infundidas
Médula 6sea | Sangre Noédulos/bazo | cambio total en
linea basal linea basal ' linea basal lacargade LLC
UPN 01 1,7E+12 N/A 8,1E+11 2,51E+12 1,13E+09 1:2200
UPN 02 3,20E+12 2,75E+11 1,6E+12 2,74E+112 5,80E+8 1:1000
UPN 03 8,80E+11 N/A 4,4E+11 1,32E+12 1,42E+07 1:93000

Rango 1000-93000

1= media de la densidad y volumen del método

2= el paciente UPN0O2 no respondié en la médula ésea y tuvo una reduccién parcial en la adenopatia
(3,1E+11 células) en las masas tumorales medidas mediante tomografia en el bazo y nédulos linfaticos.
Ver Figura 52 para la respuesta en sangre.

Procesamiento y congelacion de muestras

Se recogieron muestras (sangre periférica, médula 6sea) en tubos vacutainer de tapa de lavanda (K2EDTA) o
rojo top (sin aditivos) de (Becton Dickinson) y se suministraron a la TCSL dentro de las 2 horas de extraccion.
Las muestras se procesaron dentro de los 30 minutos siguientes a su recepcion segun se establece en el PNT
del laboratorio. La sangre periférica y las células mononucleares de médula ésea se purificaron mediante
centrifugacion en gradiente de densidad Ficoll usando Ficoll-Paque (GE Healthcare, 17-1440-03) y se
congelaron en RPMI (Gibco 11875-135) suplementado con albumina de suero humano al 4% (Gemini Bio-
Products , 800 - 120°C), 2% de Hetastarch (Novaplus, NDC0409 - 7248 - 49) y 10% de DMSO (Sigma, D2650)
usando recipientes de congelacion 1° 5100 Cryo; después de 24-72 horas a -80 °C, las células fueron
transferidas a nitrogeno liquido para el almacenamiento a largo plazo. Las muestras de aféresis se obtuvieron a
través del banco de sangre del Hospital de la Universidad de Pennsylvania y se procesaron en la CVPF
mediante gradacion de gradiente de Ficoll y se congelaron como se ha explicado anteriormente. La viabilidad
inmediatamente después del descongelamiento fue superior al 85% cuando se evalud. Para el aislamiento del
suero, las muestras se dejaron coagular durante 1,5-2 horas a temperatura ambiente; el suero se aislé por
centrifugacion y se congelaron alicuotas de 100 ul de un solo uso a -80 ° C,

Lineas celulares

Se obtuvo K562 (CML, CD19 negativo) a partir de ATCC (CCL-243), K562/CD19, una generosa donacién de
Carmine Carpenito, y es transducido con lentivirus K562 a 100% de frecuencia para expresar la molécula CD19.
NALM-6, una linea de linfocitos B precursoras CD19 positivas ALL no-B, no-T(Hurwitz et al., 1979, Int J Cancer
23: 174-180) con expresiéon confirmada del antigeno CD19 fue una generosa donacién de Laurence Cooper.
Las lineas celulares anteriores se mantuvieron en medio R10 (RPMI 1640 (Gibco, 11875) suplementado con
suero bovino fetal al 10% (Hyclone) y 1% Pen-Strep (Gibco, 15140-122). Las células mononucleares periféricas
(ND365) de un donante sano se obtuvieron por aféresis del nicleo de inmunologia humana en la Universidad de
Pensilvania, procesadas y congeladas como se ha explicado anteriormente.
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Aislamiento de DNA y analisis mediante Q-PCR

Se recogieron muestras de sangre total o médula en tubos de vacutainer de lavanda top BD (K3EDTA) ‘de
(Becton Dickinson). EI ADN gendmico se aisld directamente de la sangre entera usando los equipos QlAamp
DNA blood midi (Qiagen) y mediante los PNT de laboratorio, cuantificado por espectrofotometro, y almacenado
a -80 ° C. El analisis Q-PCR en muestras de ADN gendmico se realizé a granel utilizando 123-200 ng de ADN
gendmico/punto de tiempo, tecnologia ABI Tagman y un ensayo validado para detectar la secuencia transgén
CD19 CAR integrada. Los intervalos de parametros de paso/fallo, incluyendo los valores de la pendiente de la
curva estandar y los valores r2, la capacidad de cuantificar con precision una muestra de referencia (1000
copias/pico de plasmido) y ninguna amplificaciéon en la muestra de ADN de donante sano se calcularon a partir
de los estudios de calificacion y rangos de aceptacion preestablecidos. Los cebadores/sondas para el transgén
de CD19 CAR fue como se describié (Milone et al., 2009, Mol Ther 17: 1453 - 1464). Para determinar el nimero
de copias/unidad de ADN se genero6 una curva estandar de 8 puntos que constaba de 108-5 copias de plasmido
de lentivirus introducido en 100 ng de ADN gendmico de control no transformado. Cada punto de datos
(muestras, curva estandar, muestras de referencia) se evalué por triplicado con los valores medios descritos.
Para el paciente UPN 01, todos los valores descritos derivaron de un valor de Ct positivo en 3/3 réplicas con %
CV inferior al 0,46%. Para el paciente UPN 02, con la excepcion de la muestra de dia +177 (2/3 repeticiones
positivas, alto % de CV), todos los valores descritos derivaron de un valor de Ct positivo en 3/3 réplicas con %
CV inferior al 0,72%. Para el paciente UPN 03, con la excepcidén de la muestra de dia +1 (2/3 repeticiones
positivas, 0,8 % de CV) y las muestras del dia +3 (2/3 réplicas positivas, 0,67 % de CV), todos los valores
descritos derivaron de un valor Ct positivo en 3/3 réplicas con % de CV inferior al 1,56%. El limite inferior de
cuantificacion (LLOQ) para el ensayo se determiné a partir de la curva estandar a 2 copias/microgramo de ADN
(10 copias/200 ng de ADN de entrada); los valores medios por debajo de LLOQ (es decir, no reportables, no
cuantificables) se consideran aproximados. Se realizé una reaccion de amplificacion paralela para controlar la
calidad del ADN analizado utilizando 12-20 ng de ADN gendmico de entrada, una combinacién cebador/sonda
especifica para la secuencia gendémica no transcrita corriente arriba del gen CDKN1A (GENEBANK: Z85996)
(cebador directo: GAAAGCTGACTGCCCCTATTTG Id. de Sec. N°% 25, cebador reverso:
GAGAGGAAGTGCTGGGAACAAT, Id. de Sec. N° 26, sonda: VIC - CTC CCC AGT CTC TTT, Id. de Sec. N°:
27) y una curva patron de 8 puntos creada por dilucion de ADN gendmico de control; estas reacciones de
amplificacion produjeron un factor de correccion (FC) (ng detectado/ng de entrada). Se calcularon copias
transgén/microgramos de ADN de acuerdo con la formula: copias calculadas a partir de la curva estandar
CD19/ADN de entrada (ng) x FC x 1000 ng. La exactitud de este ensayo se determind por la capacidad de
cuantificar el marcaje del producto celular infundido mediante Q-PCR de acuerdo con la féormula: marcaje medio
= copias detectadas/ADN de entrada x 6,3 pg ADN/célula somatica masculina x FC frente a la positividad del
transgén por citometria de flujo utilizando reactivos de deteccion especificos de CAR. Estas determinaciones
ciegas generaron 22,68% de marcaje para el producto de infusion UPN 01 (22,6% por citometria de flujo),
32,33% para el producto de infusion UPN 02 (23% por citometria de flujo) y 4,3% para el producto de infusion
UPN 03 (4,7% marcado por citometria de flujo).

Andlisis de citoquinas

La cuantificacion de factores de citoquinas solubles se llevé a cabo utilizando la tecnologia Luminex bead array
y los equipos adquiridos de las tecnologias Life (Invitrogen). Los ensayos se realizaron segun el protocolo del
fabricante con una curva estandar de 8 puntos generada usando una serie de diluciéon de 3 veces. Cada punto
estandar y muestra se evaluaron por duplicado a una diluciéon de 1:3; el calculo de % de CV para las medidas
duplicadas fueron inferiores al 15%. Los datos se adquirieron en un Bioplex 200 y se analizaron con el programa
Bioplex Manager version 5.0 utilizando el analisis de regresion logistica de 5 parametros. Los intervalos de
cuantificacion de la curva estandar se determinaron por el intervalo de 80-120% (valor observado/esperado).
Los intervalos individuales de cuantificacién del analito se describen en las leyendas de las figuras.

Ensayo celular para detectar la funcion CAR

Las células se evaluaron para la funcionalidad después de descongelar y reposo durante la noche en TCM
midiendo la desgranulacion de CD107 en respuesta a las células diana. Los ensayos de desgranulacién se
realizaron usando 1 x 108 PBMC y 0,25 x 108 células diana en un volumen final de 500 pl en placas de 48
pocillos durante 2 horas a 37°C en presencia de CD49d (Becton Dickinson), anti-CD28, monensina (e-
Bioscience) y anticuerpo CD107a-FITC (eBiosciences) esencialmente como se describe (Betts et al., 2003, J
Immunol Methods 281:6578).

Reactivos de anticuerpos

Para estos estudios se usaron los siguientes anticuerpos: MDA-CAR, un anticuerpo murino anti CD 19 CAR
conjugado con Alexa647 fue una donacién generosa de los Dres. Bipulendu Jena y Laurence Cooper (MD
Anderson Cancer Center). Para inmunofenotipificacion multiparamétrica y ensayos funcionales: anti-CD3-A700,
anti-CD8-PE-Cy7, anti-PD-1-FITC anti-CD25-AF488, anti-CD28-PercP-Cy5.5, anti-CD57-eF450, anti-CD27-
APC-eF780, anti-CD17-APC-eF780, anti-CD45RAeF605NC, CD107a-FITC (todos de e-Bioscience), anti-CD4-
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PE-Texas Red y Live/Dead Aqua (de Life Technologies) y anti-CD14-V500, anti-CD16-V500 (de Becton
Dickinson). Para inmunofenotipificacion general: CD3-PE, CD14-APC, CD14-PE-Cy7, CD16-FITC, CD16PE-
Cy7, CD19-PE-Cy7, CD20-PE, todos de Becton Dickinson.

Citometria de flujo multiparamétrica

Las células se evaluaron por citometria de flujo frescas después del procesamiento de Ficoll-Paque o, si se
congelaron, después de reposo durante la noche a una densidad de 2 x 10° células/ml en medio de linfocitos T
(TCM) (X-vivo 15 (Lonza, 418Q) suplementado con 5% de suero AB humano (GemCall, 100-512), Hepes al 1%
(Gibco, 15630-080), 1% Pen-Strep (Gibco, 15140-122), Glutamax al 1% (Gibco, 35050-061) y 0,2% de N-acetil-
cisteina (American Regent, NDC0517-7610-03) Se realiz6 inmunofenotipado multiparamétrico en 4 x 108 células
totales /condicion, usando tincion de FMO como se describe en el texto. Las células se tifieron a una densidad
de 1 x 10° células/100 pl de PBS durante 30 minutos sobre hielo usando concentraciones de anticuerpo y
reactivo recomendadas por el fabricante, lavadas, resuspendidas en paraformaldehido al 0,5% y adquiridas
usando un LSRII modificado (sistemas de inmunocitometria BD) equipado con laser azul (488 nm) violeta (405
nm), verde (532) y rojo (633 nm) y conjuntos de filtros apropiados para la deteccién y separacion de las
combinaciones de anticuerpos anteriores. Un minimo de 100.000 células CD3+ se adquirieron para cada tincion.
Para los ensayos funcionales, las células se lavaron, se tifieron para marcadores de superficie, se
resuspendieron en paraformaldehido al 0,5% y se adquirieron como anteriormente; se recogieron un minimo de
50.000 eventos CD3+ para cada condicién de tincién. Los valores de compensacién se establecieron usando
tinciones de anticuerpos Unicos y cuentas de compensacion de BD (Becton Dickinson) y se calcularon y
aplicaron automaticamente por el instrumento. Los datos se analizaron utilizando el programa FlowJo (Versién
8.8.4, Treestar). Para la inmunofenotipificacion general se adquirieron células utilizando un citémetro Accuri C6
equipado con un laser azul (488) y rojo (633 nm). Los valores de compensaciéon se establecieron usando
tinciones de anticuerpos unicos y cuentas de compensacion de BD (Becton Dickinson) y se calcularon
manualmente. Los datos se analizaron utilizando el paquete de programa de analisis C-Flow (versiéon 1.0.264.9,
citbmetros de Accuri).

Historial médico previo del paciente y respuesta al tratamiento

Los resumenes de tratamiento clinico se describen en la Figura 10. El paciente UPN 01 fue diagnosticado por
primera vez con LLC de linfocitos B en estadio Il a la edad de 55 afos. El paciente estaba asintomatico y se
observé aproximadamente 1-1/2 afios hasta requerir terapia para linfocitosis progresiva, trombocitopenia,
adenopatia y esplenomegalia. Después de 4 ciclos de fludarabina, el paciente tenia una normalizaciéon completa
del recuento sanguineo y una respuesta completa mediante tomografias computarizadas. Se observé
progresion con linfocitosis asintomatica a los 5 meses, trombocitopenia y aumento de la adenopatia. El paciente
fue observado sin sintomas durante aproximadamente 3 afios, y mas tarde requirié tratamiento con Rituximab y
fludarabina para la leucocitosis progresiva, anemia y trombocitopenia. El paciente fue tratado con 4 ciclos de
rituximab con fludarabina con mejoria parcial en el recuento sanguineo. El paciente tuvo una progresion de
nuevo en un afo que requirié terapia manifestada por leucocitosis (WBC 150.000/ul) y trombocitopenia
(plaquetas 30.000/pl) y se tratd con alemtuzumab con normalizaciéon de los recuentos sanguineos. Se observo
progresion en 13 meses. El paciente recibié rituximab como agente Unico sin una respuesta significativa y
seguido por rituximab, ciclofosfamida, vincristina y prednisona (R-CVP) durante 2 ciclos con una respuesta
minima y seguido de lenalidomida. Se suspendio la lenalidomida por toxicidad. El paciente recibid 2 ciclos de
pentostatina, ciclofosfamida y rituximab con una respuesta minima.

Posteriormente, el paciente recibié bendamustina como quimioterapia de linfoplastia 4 dias antes de la infusion
de células CART19. Antes de la terapia, el recuento de WBC era de 14.200/ul, la hemoglobina de 11,4 g/dl, el
recuento de plaquetas de 78.000/ul y el ALC de 8000/ul. La tomografia computarizada mostré adenopatia difusa
y la médula 6sea se infiltr6 extensamente con LLC (67% de las células). El paciente recibié 1,6 x 107 células
CART-19/kg (1,13 x 10° células CART19 totales evaluadas por FACS). No hubo toxicidad por infusién. El
paciente se hizo neutropénico aproximadamente 10 dias después de la bendamustina y 6 dias después de las
infusiones de células CART19, y comenzando 10 dias después de la primera infusion de CART19, el paciente
desarroll6 fiebre, rigidez e hipotension transitoria. Al mismo tiempo, una radiografia de térax y tomografia
computarizada demostraron una neumonia del I6bulo superior izquierdo tratada con antibidticos. Las fiebres
persistieron durante aproximadamente 2 semanas y se resolvieron cuando hubo recuperacion de neutréfilos. El
paciente no ha tenido mas sintomas infecciosos o constitucionales.

El paciente obtuvo una respuesta rapida y completa como se representa en la Figura 5. Entre 1 y 6 meses
después de la infusion no se han detectado células LLC circulantes en la sangre mediante citometria de flujo. La
médula ésea a los 1, 3 y 6 meses después de las infusiones de células CART-19 muestra una ausencia
sostenida del infiltrado linfocitico mediante la prueba de morfologia y citometria de flujo. Las tomografias
computarizadas a los 1 y 3 meses después de la infusion muestran una resolucion completa de la adenopatia
anormal. El paciente ha tenido leucopenia persistente (WBC 1000-3900/ul) y trombocitopenia (plaquetas ~
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100.000/pl), e hipogammaglobulinia leve (IgG 525 mg/dL, normal 650-2000 mg/dL) pero sin complicaciones
infecciosas.

El paciente UPN 02 se traté con células CART19 a los 77 afios. El paciente tenia antecedentes relevantes de
enfermedad coronaria y fue diagnosticado con LLC en 2000 a los 68 afios cuando el paciente presentaba fatiga
y leucocitosis. El paciente se mantuvo relativamente estable durante 4 afios cuando el paciente desarrolld
leucocitosis progresiva (195.000/ul), anemia y trombocitopenia que requirieron terapia. Las pruebas genéticas
en ese momento mostraron que las células LLC tenian supresién del cromosoma 17p. Debido a la enfermedad
progresiva, el paciente fue tratado con un ciclo de 12 semanas de alemtuzumab con una respuesta parcial y
mejora en los recuentos sanguineos. Al cabo de un afo y medio el paciente tenia leucocitosis progresiva,
anemia, trombocitopenia y esplenomegalia. El analisis cariotipico confirmé la delecion del cromosoma 17p ahora
con una delecién del cromosoma 13q. El paciente se retratdé con alemtuzumab durante 18 semanas con mejoria
de la leucocitosis y estabilizacién de la anemia y esplenomegalia. El paciente tenia evidencia de leucocitosis
progresiva, anemia y trombocitopenia en el plazo de un afio. El tratamiento incluy6 2 ciclos de bendamustina
con rituximab, resultando en una enfermedad estable, pero sin mejoria significativa como se muestra en la
Figura 5A.

El paciente recibié bendamustina sola como quimioterapia de linfoplastia antes de la infusion de células CART-
19. El paciente recibié 4,3 x 108 células CART 19/kg (4,1 x 108 linfocitos totales) en 3 infusiones divididas
complicadas por fiebres transitorias de hasta 102°F durante 24 horas. El dia 11 después de la primera infusion,
el paciente recibié un refuerzo de células CART19 de 4,1x108 (4,3x108/kg) y esta infusion se complicd por
fiebre, rigidez y falta de aire sin hipoxia que requirié una hospitalizacién de 24 horas. No hubo evidencia de
isquemia cardiaca, y los sintomas se resolvieron. El dia 15 después de la primera infusion de CART-19 y el dia
4 después de la infusion de células CART19 de refuerzo, el paciente fue admitido en el hospital con fiebres altas
(hasta 104°F), escalofrios y rigidez. Pruebas extensas con cultivos de sangre y orina y CXR no identificaron una
fuente de infeccion. El paciente se quejaba de falta de aliento, pero no tenia hipoxia. Un ecocardiograma mostro
una hipoquinesia severa. La fraccion de eyeccion fue del 20%. El paciente recibié prednisona 1 mg por
kilogramo durante un dia y 0,3 mg por kilogramo durante aproximadamente una semana. Esto resulté en la
resolucion rapida de la fiebre y la disfuncion cardiaca.

Coincidente con el inicio de la fiebre alta, el paciente tuvo una caida rapida en linfocitos de sangre periférica
como se representa en la Figura 5A. Aunque el paciente tenia normalizacion del recuento de glébulos blancos,
el paciente tenia LLC circulante persistente, anemia moderada estable y trombocitopenia. La médula ésea
mostro infiltracion extensa persistente de LLC un mes después del tratamiento a pesar de la citorreduccion
dramatica de sangre periférica, y las tomografias computarizadas mostraron una reduccion parcial de la
adenopatia y la esplenomegalia. Cinco meses después de las infusiones de células CART19, el paciente
desarrollé linfocitosis progresiva. Nueve meses después de las infusiones el paciente tenia linfocitosis
(16.500/ul) con anemia moderada estable y trombocitopenia con adenopatia estable. El paciente permanece
asintomatico y no ha recibido tratamiento adicional.

El paciente UPN 03 fue diagnosticado con LLC de fase | asintomatica a la edad de 50 y estuvo en observacion
durante 6 afos. Posteriormente, el paciente tenia leucocitosis progresiva (recuento de glébulos blancos
92.000/ul) y adenopatia progresiva que requeria terapia. El paciente recibié 2 ciclos de rituximab con fludarabina
que resultd en la normalizacidon de los recuentos sanguineos y mejoria significativa, aunque no completa
resolucion en la adenopatia. El paciente presenté aproximadamente un intervalo libre de progresion de 3 afios
seguido durante los siguientes 6 meses por leucocitosis rapidamente progresiva (WBC 165.000/ul) y adenopatia
progresiva que requeria terapia. El paciente recibié un ciclo de fludarabina y 3 ciclos de rituximab con
fludarabina con normalizacion del recuento sanguineo y resolucion de la adenopatia palpable. El paciente
presentd un intervalo libre de progresién de aproximadamente 20 meses hasta que el paciente volvid a
desarrollar leucocitosis y adenopatia progresiva rapidamente. En ese momento, la médula ésea estaba
extensamente infiltrada con LLC y el andlisis cariotipico mostré que las células contenian la delecion del
cromosoma 17p con FISH que demostraba una delecion de TP53 en 170/200 células. El paciente recibié un
ciclo de rituximab con bendamustina seguido de 4 ciclos de bendamustina solamente (debido a una reaccién
alérgica severa al rituximab). El paciente tenia normalizacion inicial de los recuentos sanguineos, pero poco
después de la interrupcion de la terapia habia leucocitosis progresiva y adenopatia.

Los linfocitos T autdélogos se recogieron mediante aféresis y se crioconservaron a partir del paciente UPN3. El
paciente fue tratado con alemtuzumab durante 11 semanas con una excelente respuesta hematoldgica. Hubo
mejoria, aunque no la resolucién completa en la adenopatia. El paciente tenia una enfermedad activa pero
estable durante los 6 meses siguientes. Posteriormente, el paciente recibié pentostatina y ciclofosfamida como
quimioterapia de linfoplastia antes de la infusién de células CART19.

Tres dias después de la quimioterapia, pero antes de la infusion celular, la médula 6sea era hipercelular (60%)

con aproximadamente un 40% de LLC. Debido a las limitaciones de fabricacion inherentes a las recogidas de
aféresis de pacientes con LLC como se muestra en la Tabla 3 y (Bonyhadi et al., 2005, J Immunol 174: 2366-
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2375), el paciente fue infundido con un total de 1,46 x 10° células CART 19+ por kg (1,42 x 107 linfocitos totales
CART19+) durante 3 dias. No hubo toxicidad por infusién. Catorce dias después de la primera infusion, el
paciente comenz6 a tener escalofrios, fiebres de hasta 102 °F, rigidez, nauseas y diarrea tratados
sintomaticamente. El paciente no tenia sintomas respiratorios ni cardiacos. Al dia 22 después de la infusion, se
diagnosticé un sindrome de lisis tumoral manifestado por una LDH elevada, acido urico, y complicado por
insuficiencia renal. El paciente fue hospitalizado y tratado con reanimacioén fluida y rasburicasa con rapida
normalizacion del acido drico y la funcion renal. Se realizd una evaluacion clinica detallada con CXR, sangre,
orina y cultivos de heces y todos fueron negativos o normales.

Al cabo de un mes de las infusiones de CART-19, el paciente tenia eliminacién de la LLC circulante de la sangre
y la médula 6sea por morfologia, citometria de flujo, citogenética y analisis FISH y las tomografias
computarizadas mostraron resolucion de adenopatia anormal (Figura 5C). La remision del paciente se ha
mantenido mas alla de 8 meses desde la infusién de células CART19 inicial.

Los resultados de los experimentos se describen a continuacion.
Protocolo clinico

Se incluyeron tres pacientes con LLC avanzada, resistente a la quimioterapia, en un ensayo clinico piloto como
se muestra en la Figura 1. Todos los pacientes fueron extensamente pretratados con diversos regimenes de
quimioterapia y biolégicos como se muestra en la Figura 10. Dos de los pacientes tenian LLC deficiente en p53,
una delecién que presagia una respuesta deficiente a la terapia convencional y una progresion rapida (Dohner
et al., 1995, Blood, 851580-1589). Cada uno de los pacientes tenia cargas tumorales grandes después de la
quimioterapia preparativa, incluyendo infiltracién extensa de la médula (40 a 95%) y linfadenopatia; el paciente
UPN 02 también tuvo linfocitosis periférica significativa. Los linfocitos T CART19 se prepararon como se
representa en la Figura 1B y se muestran detalles de la fabricaciéon de células y caracterizacion del producto
para cada paciente en la Tabla 4. Todos los pacientes fueron pretratados 1-4 dias antes de las infusiones de
linfocitos T CART19 con quimioterapia de eliminacion de linfoma. Se utilizé un programa de infusién de células
de dosis dividida debido a que el ensayo probaba un CAR que incorporaba un dominio de sefalizacién
coestimulador 4-1BB como se representa en la Figura 1A.

Tabla 4: Productos de aféresis y criterios de liberacion del producto CART19

Ensayo Especificacion UPN 01 UPN 02 UPN 03
Producto
de aféresis
Citometria de flujo para N/A 4,46% 2,29% 2,67%
CD3+ de CD45+
Producto
CART19
Numero total de células ~25x10° 5x 10° 1,275 x 10° 1,275 3x108
Infundido x 10°[2,55 x 10°
total]
Viabilidad celular >=70% 96,2% 95,3 (90,5)! 90,3%
Células CD3+ > 80% 88,9% 98,8 98,9
N° Cuentas residuales |<= 100 cuentas / 3 x 3,95 1 4
10° células
Endotoxina <=3,5 EU/mL <0,5 EU/mL <0,5 EU/mL
Micoplasma Negativo Negativo Negativo Negativo
Esterilidad (Bactec) Sin crecimiento Sin crecimiento Sin crecimiento Sin
crecimiento
Cultivo de hongos Sin crecimiento Sin crecimiento Sin crecimiento Sin
crecimiento
ELISA BSA <=1 ug/ml <0,5 ng/mL <0,5 ng/mL <0,5 ng/mL
Replicacién Lentivirus | RCL No Detectable No Detectable No concluyente?
Competente (RCL) No concluyente?
Eficiencia de >=20% 22,6% 23% 4,74%*
transduccion
(expresién scFv)
Secuencia de ADN del | 0,2-3 copias/célula 0,15° 0,275 0,101
vector (PCR CART19)
1 =Dosis n° 2.
2 = valor de ensayo en el dia 12 por debajo de LOQ y habia disminuido a partir de la expansion anterior consistente
con la transferencia del ADN plasmidico a partir de la generacion del vector. Presentado a la FDA como una
enmienda informativa.
3 = Liberacion del producto basada en la tincion superficial por FACS.
4 = Excepcion de tratamiento otorgada por los criterios de liberacién por DSMC externo e IRB.
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Expansioén in vivo y persistencia de CART19 y trafico a médula ésea

Se cree que los linfocitos T CAR+ expandidos usando cuentas de CD3/CD28 y que expresan un dominio de
sefalizacion de 4-1BB estan en mejoras para CAR carentes de 4-1BB. Se desarrollé un ensayo de Q-PCR para
permitir el seguimiento cuantitativo de células CART 19 en sangre y médula ésea. Todos los pacientes tuvieron
expansion y persistencia de las células CART19 en sangre durante al menos 6 meses como se muestra en las
Figuras 2A y 2C. En particular, los pacientes UPN 01 y UPN 03 tuvieron una expansién de 1.000 a 10.000 veces
de células T CAR+ en sangre durante el primer mes después de la infusién. Los niveles maximos de expansion
coincidieron con el inicio de los sintomas clinicos postinfusion en el paciente UPN 01 (dia 15) y paciente UPN 03
(dia 23). Ademas, tras un decaimiento inicial que puede modelarse con cinética de primer orden, los niveles de
linfocitos T CART19 se estabilizaron en los 3 pacientes desde el dia 90 hasta 180 después de la infusion.
Significativamente, los linfocitos T CART19 también migraron a la médula 6sea en todos los pacientes, aunque
a niveles 5 a 10 veces menores que los observados en la sangre como se representa en las Figuras 2D a 2F.
Los pacientes UPN 01 y 03 tuvieron una disminucion lineal logaritmica en la médula, con una desaparicion T1/2
de ~35 dias.

Induccion de respuestas inmunitarias especificas en los compartimientos de sangre y médula 6sea tras la
infusion de CART19

Se recogieron muestras de suero de todos los pacientes y se analizaron por lotes para determinar
cuantitativamente los niveles de citoquinas, evaluando un panel de citoquinas, quimioquinas y otros factores
solubles para evaluar las toxicidades potenciales y proporcionar evidencia de la funcion celular CART19 tal
como se muestra en la Figura 3. De treinta analitos probados, once tuvieron un cambio de 3 veces o mas desde
la linea basal, incluyendo 4 citoquinas (IL-6, INF-y, IL-8 e IL-10), 5 quimioquinas (MIP-1a,, MIP-13, MCP-1,
CXCL9, CXCL10) y receptores solubles para IL-1Ra e IL-2Ra. De estos, el interferén-y tuvo el mayor cambio
relativo desde la linea de base. Curiosamente, el tiempo maximo de elevacion de citoquinas en UPN 01 y UPN
03 se correlacion6 temporalmente con los sintomas clinicos previamente descritos y los niveles maximos de
células CART19 en la sangre en cada paciente. Sélo se observaron cambios modestos en el paciente UPN 02,
tal vez como resultado del tratamiento con corticosteroides administrado a este paciente. No se detectd
elevacion de la IL-2 soluble en el suero de los pacientes, aunque una de las razones preclinicas para desarrollar
linfocitos T CAR+ con dominios de sefializacion 4-1BB era la propensioén reducida a desencadenar la secrecion
de IL-2 comparada con la sefializacion de CD28 (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17: 1453 - 1464). Esto puede ser
relevante para la actividad clinica sostenida ya que estudios previos han demostrado que los linfocitos T CAR+
estan potencialmente suprimidos por los linfocitos T reguladores (Lee y col., 2011, Cancer Res 71: 2871-2881),
células que podrian ser provocadas por CAR que secretan cantidades sustanciales de IL-2 o por la provision de
IL-2 exdgena después de la infusion. Finalmente, se observd una induccidén robusta de la secrecion de
citoquinas en los sobrenadantes de los aspirados de médula ésea de UPN 03 como se representa en la Figura
3D que también coincidi6 con el desarrollo del sindrome de lisis tumoral y remisién completa.

Expresion prolongada y establecimiento de una poblacién de células CART19 de memoria en sangre

Una cuestion central en la inmunoterapia del cancer mediada por CAR es si los dominios optimizados de
fabricacion celular y de coestimulacion aumentan la persistencia de linfocitos T modificados genéticamente y
permiten el establecimiento de linfocitos T de memoria CAR+ en pacientes. Los estudios previos no han
demostrado una expansion robusta, prolongada persistencia y/o expresién de CAR en linfocitos T después de la
infusion (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res 12: 6106-6115, Lamers et al., 2006, J Clin Oncol 24: e20- 22,
Till et al., 2008, Blood, 112, 2261-2271, Savoldo et al., 2011, J Clin Invest doi: 10.1 172/JC146110). El analisis
fluidocitométrico de muestras de sangre y médula a los 169 dias después de la infusion revelo la presencia de
células que expresan CAR19 en UPN 03 (Figuras 4A y 4B) y una ausencia de linfocitos B como se representa
en la Figura 4A. De forma notable, mediante el ensayo QPCR, los tres pacientes presentaron células CAR+
persistentes a los 4 meses y mas alla como se representa en las figuras 2 y 6. La frecuencia in vivo de células
CAR+ por citometria de flujo coincide estrechamente con los valores obtenidos del ensayo de PCR para el
transgén CART19 . De forma importante, en el paciente UPN 03, sélo las células CD3+ expresaron el CAR19,
ya que no se detectaron células CAR19+ en subconjuntos CD16 o CD14-positivo como se muestra en la Figura
4A. También se detectod la expresion de CAR en la superficie del 4,2% de los linfocitos T en la sangre del
paciente UPN 01 en el dia 71 después de la infusién, como se muestra en la Figura 7.

A continuacién, se utilizd citometria de flujo policromatica para llevar a cabo estudios detallados para
caracterizar adicionalmente la expresion, el fenotipo y la funcion de células CART19 en UPN 03 usando un
anticuerpo de idiotipo anti-RAC (MDA-647) y una estrategia de bloqueo mostrada en la Figura 8. Se observaron
diferencias notables en la expresion de marcadores de activacién y memoria tanto en células CD8+ como CD4+
basadas en la expresién de CAR19. Al dia 56, las células CART 19 CD8+ mostraron principalmente un fenotipo
de memoria efector (CCR7-CD27-CD28-) consistente con una exposicion prolongada y robusta al antigeno
como se representa en la Figura 4C. Por el contrario, las células CD8+ CAR-negativas constaban de mezclas
de células efectoras y de memoria central, con expresién de CCR7 en un subconjunto de células, y cantidades
sustanciales en las fracciones CD27+/CD28- y CD27+/CD28+. Aunque ambas poblaciones de células CART19
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y CAR-negativas expresaban expresamente CD57, esta molécula fue coexpresada uniformemente con PD-1 en
las células CART19, un posible reflejo de la extensa historia replicativa de estas células. En contraste con la
poblacién de células CAR-negativas, la totalidad de la poblacion CART19 CD8+ carecia de expresién de CD25
y CD127. En el dia 169, mientras que el fenotipo de la poblacién celular CAR-negativa permanecioé similar a la
muestra del dia 56, la poblacion CART19 habia evolucionado para contener una poblacién minoritaria con
caracteristicas de células centrales de memoria, en particular la expresion de CCRY7, niveles mas altos de CD27
y CD28 , asi como las células CAR+ que eran PD-1-negativas, CD57-negativas y CD 127-positivas.

En el compartimiento CD4+, al dia 56, las células CART 19 se caracterizaron por una falta uniforme de CCR7 y
un predominio de células CD27+/CD28+/PD-1+ distribuidas dentro de ambos compartimentos CD57+ y CD57-,
y una ausencia esencial de expresion de CD25 y CD127 tal como se representa en la figura 4B. En contraste,
las células CAR- negativas en este punto de tiempo fueron heterogéneas en la expresion de CCR7, CD27 y PD-
1, expresaron CD127 y también contenian una poblacion CD25 +/CD127- (poblacion potencialmente reguladora
de linfocitos T). Al dia 169, mientras que la expresién de CD28 permanecio uniformemente positiva en todas las
células CAR+ CD4+, una fraccion de las células CD4+ de CART19 habia evolucionado hacia un fenotipo de
memoria central con expresion de CCR7, un mayor porcentaje de células CD27, la aparicion de un subgrupo
PD-1 negativo, y la adquisicion de la expresion de CD127. Las células CAR-negativas permanecieron
razonablemente consistentes con sus homologos del dia 56, con la excepcidon de una reduccién en la expresion
de CD27 y una disminucion en el porcentaje de células CD25 +/CD127.

Las células CART19 pueden retener la funcidn efectora después de 6 meses en sangre

Ademas de la corta persistencia y la proliferacién in vivo inadecuada, una limitacion de los ensayos previos con
linfocitos T CAR+ ha sido la rapida pérdida de actividad funcional de los linfocitos T infundidos in vivo. El alto
nivel de persistencia de células CART19 y la expresion superficial de la molécula CAR19 en pacientes UPN 01 y
03 proporcionaron la oportunidad de comprobar directamente las funciones efectoras especificas de anticuerpos
anti-CD 19 en células recuperadas de muestras de sangre periférica crioconservadas. Las PBMC del paciente
UPN 03 se cultivaron con células diana que eran positivas o negativas para la expresion de CD 19 (Figura 4d).
La robusta funcién efectora especifica de CD19 de los linfocitos T CART19 fue demostrada por desgranulacion
especifica contra células diana CD19-positivas pero no contra CD19-negativas, segun se evalué mediante la
expresion de superficie de CD107a. Notablemente, la exposicion de la poblacion CART19 a dianas CD19
positivas indujo una rapida internalizacion de CAR-19 de superficie como se muestra en la Figura 8 para la
expresion superficial de CAR 19 en las mismas células efectoras en la tincién citométrica de flujo estandar. La
presencia de moléculas coestimuladoras en las células diana no fue necesaria para desencadenar la
desgranulacion celular de CART19 porque la linea NALM-6 no expresa CD80 o CD86 (Brentjens et al., 2007,
Clin Cancer Res 13: 5426-5435). La funcion efectora fue evidente al dia 56 después de la infusién y se mantuvo
al dia 169. La robusta funcion efectora de las células CAR+ y CAR-T también pudo demostrarse mediante
estimulacion farmacolégica.

Actividad clinica de las células CART19

No se observaron toxicidades significativas durante los cuatro dias siguientes a la infusiéon en ningun paciente,
excepto las reacciones febriles transitorias. Sin embargo, todos los pacientes desarrollaron posteriormente
toxicidades clinicas y de laboratorio significativas entre el dia 7 y el 21 después de la primera infusion. Estas
toxicidades fueron a corto plazo y reversibles. De los tres pacientes tratados hasta la fecha, hay 2 CRy 1 PR a
> 6 meses después de la infusién de CART19 segun criterios estandar (Hallek et al., 2008, Blood 111: 5446).
Los detalles de la historia clinica y la respuesta al tratamiento para cada paciente se muestran en la Figura 10.

En resumen, el paciente UPN 01 desarrollé un sindrome febril, con rigidez e hipotension transitoria a partir del
dia 10 después de la infusion. Las fiebres persistieron durante aproximadamente 2 semanas y se resolvieron; el
paciente no ha tenido mas sintomas constitucionales. El paciente logré una respuesta rapida y completa como
se muestra en la Figura 5. Entre 1 y 6 meses después de la infusion, no se han detectado células LLC
circulantes en la sangre mediante citometria de flujo. La médula 6sea a los 1, 3 y 6 meses después de las
infusiones de células CART19 muestra ausencia sostenida del infiltrado linfocitico por morfologia y analisis de
citometria de flujo como se representa en la Figura 5B. Las tomografias computarizadas a los 1 y 3 meses
después de la infusion muestran la resolucion de la adenopatia como se muestra en la Figura 5C. La remision
completa se mantuvo durante 10 meses o0 mas al momento de este informe.

El paciente UPN 02 se traté con 2 ciclos de bendamustina con rituximab, dando como resultado una
enfermedad estable como se representa en la Figura 5A. El paciente recibié una tercera dosis de bendamustina
como quimioterapia de linfoplastia antes de la infusion de linfocitos T CART19. El paciente desarrollé fiebre a 40
° C, rigidez y disnea, requiriendo una hospitalizacidon de 24 horas al dia 11 después de la primera infusién y el
dia de la segunda infusion de células CART19. Las fiebres y los sintomas constitucionales persistieron y el dia
15, el paciente tenia disfuncion cardiaca transitoria; todos los sintomas se resolvieron después de que se inicid
el tratamiento con corticosteroides el dia 18. Después de la infusién de CART 19 y coincidiendo con el inicio de
fiebres altas, el paciente tenia un aclaramiento rapido de las células LLC deficientes en p53 de la sangre
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periférica como se representa en la Figura 5A y una reduccién parcial de la adenopatia, la médula 6sea mostro
una infiltracién extensa persistente de LLC un mes después del tratamiento a pesar de la citorreduccion
dramatica de sangre periférica. El paciente permanece asintomatico.

El paciente UPN 03 recibi6é pentostatina y ciclofosfamida como quimioterapia de linfoplastia antes de la infusién
de células CART19. Tres dias después de la quimioterapia, pero antes de la infusion celular, la médula 6sea fue
hipercelular (60%) con aproximadamente 50% de LLC. El paciente recibid una dosis baja de células CART19
(1,5x10° linfocitos T CAR+/kg divididas en 3 dias). De nuevo, no hubo toxicidad aguda por infusién. Sin
embargo, 14 dias después de la primera infusién, el paciente comenzé a tener rigidez, fiebres, nauseas y
diarrea. Al dia 22 después de la infusion, el sindrome de lisis tumoral se diagnosticé requiriendo hospitalizacion.
El paciente tenia la resolucion de sintomas constitucionales, y después de un mes de las infusiones de
CART19, el paciente tenia la eliminacién de LLC circulante de la sangre y de médula ésea por morfologia,
citometria de flujo, citogenética y analisis FISH. Las tomografias computarizadas mostraron una resolucion de
adenopatia anormal como se representa en las figuras 5B y 5C. La remisién completa se mantuvo mas alla de 8
meses desde la infusion de células CART19 inicial.

Consideraciones de la proporcién in vivo de CART19 efectora respecto a células LLC diana

Los estudios preclinicos mostraron que los tumores grandes podian ser ablacionados y que la infusiéon de
2,2x107 CAR podria erradicar tumores compuestos de 1x10° células, para una relacién E:T in vivo de 1:42 en
ratones humanizados (Carpenito et al. , 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106: 3360 - 3365), aunque estos calculos
no tuvieron en cuenta la expansion de los linfocitos T después de la inyeccion. La estimacion de la carga
tumoral de LLC a lo largo del tiempo permiti6 el calculo de la reduccion tumoral y las relaciones estimadas de
CART19 E:T alcanzadas in vivo en los tres sujetos basandose en el nimero de células CAR+ infundidas. Las
cargas tumorales se calcularon midiendo la carga de LLC en médula ésea, sangre y tejidos linfoides
secundarios. Las cargas tumorales basales como se muestra en la Figura 10 indican que cada paciente tenia
del orden de 10'? células LLC (es decir, 1 kilogramo de carga tumoral) antes de la infusién de CART19. El
paciente UPN 03 tenia una carga tumoral basal estimada de 8,8x10'! células LLC en la médula 6sea en el dia
-1 (es decir, después de la quimioterapia y previo a la infusion de CART19), y una masa tumoral medida en los
tejidos linfoides secundarios de células de 3,3-5.5x10"" LLC dependiendo del método de andlisis de tomografia
computarizada volumétrica. Dado que UPN 03 se infundié con solo 1,4x107 células CART19, utilizando la
estimacion de la carga tumoral total inicial (1,3x10'2 células LLC), y que no se detectaron células LLC después
del tratamiento, se logré una sorprendente relacion E:T de 1:93.000. Mediante calculos similares, se calculd una
relacion efectiva E:T in vivo de 1:2200 y 1:1000 para UPN 01 y UPN 02 (como se muestra en la Tabla 3). Al
final, una contribucién de la matanza en serie por linfocitos T CART19, combinada con una expansion in vivo
CART19 de> 1.000 veces probablemente contribuyd a los poderosos efectos antileucémicos mediados por
células CART19.

Linfocitos T que expresan receptores quiméricos establecen memoria y potentes efectos antitumorales en
pacientes con leucemia avanzada

La limitada expresion in vivo y la funcién efectora de los CAR ha sido una limitacién central en los ensayos que
analizaron los CAR de primera generacion (Kershaw et al., 2006, Clin Cancer Res 12:6106-6115; Lamers et al.,
2006, J Clin Oncol 24:e20-e22; Till et al., 2008, Blood, 112, 2261-2271; Park et al., 2007, Mol Ther 15:825833;
Pule et al., 2008, Nat Med 14:1264-1270). Basado en un modelo preclinico que demuestra una persistencia
mejorada de CAR que contienen un médulo de sefalizacion 4-1BB (Milone et al., 2009, Mol Ther. 17: 1453 -
1464, Carpenito et al, 2009, Proc Natl Acad Sci USA 106: 3360-3365), se disefiaron experimentos para
desarrollar una segunda generacién de CAR disefiada con tecnologia vectorial lentiviral. Se encontré que esta
segunda generacion de CAR era segura en el contexto de la infeccion crénica por VIH (Levine et al., 2006, Proc
Natl Acad Sci USA 103: 17372-17377). Los presentes resultados muestran que cuando esta segunda
generacion de CAR se expreso en linfocitos T y se cultivd en condiciones disefiadas para promover el injerto de
linfocitos T de memoria central (Rapoport et al., 2005, Nat Med 11: 1230-1237, Bondanza et al., 2006 , Blood
107: 1828-1836), se observd una expansion mejorada de los linfocitos T CAR después de la infusion en
comparacién con los informes anteriores. Las células CART 19 establecieron la memoria celular especifica de
CD19 y mataron células tumorales en relaciones E:T in vivo no alcanzadas previamente.

CART 19 es el primer ensayo de CAR que incorpora un dominio de sefalizacion 4-1BB y el primero en utilizar la
tecnologia de vector lentiviral. Los presentes resultados demuestran el seguimiento eficiente de CAR a sitios
tumorales, con el establecimiento de facto de "linfocitos infiltrantes de tumores" que presentaron especificidad
de CD19. La pronunciada expansion in vivo permitié la primera demostraciéon de que los CAR recuperados
directamente de los pacientes pueden retener la funcion efectora in vivo durante meses. Un estudio previo
sugirié que la introduccién de una primera generacion de CAR en linfocitos T especificos de virus es preferible a
los linfocitos T primarios (Pule et al., 2008, Nat Med 14: 1264-1270), sin embargo, los resultados con CAR de
segunda generacion introducidos de manera éptima en los linfocitos T primarios coestimulados cuestionan esta
nocion. Sin pretender limitarse a ninguna teoria en particular, se hace una advertencia de que los efectos
clinicos fueron profundos y sin precedentes con la lisis de cargas tumorales del tamafio de un kilogramo en los

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2700 966 T3

tres pacientes acompafiadas con la liberacién retardada de niveles potencialmente peligrosos de citoquinas en
dos de los pacientes. No se observaron efectos clasicos de las tormentas de citoquinas. Sin embargo, el
presente estudio fue disefiado para mitigar esta posibilidad por infusién deliberada de CART19 durante un
periodo de tres dias.

Se encontré que dosis muy bajas de CAR pueden provocar respuestas clinicas potentes. Este fue un estudio
piloto que demostro la seguridad del disefio del vector CART19. La observacion de que las dosis de células
CART19 de varios 6rdenes de magnitud por debajo de las ensayadas en ensayos previos pueden tener
beneficios clinicos pueden tener implicaciones importantes para la futura implementacion de la terapia CAR en
una escala mas amplia y para el disefio de ensayos que prueban CAR dirigidos contra dianas distintas de
CD19.

Los presentes estudios indican ademas que CART19 se expresa tanto en linfocitos T de memoria central como
en linfocitos T efectores, lo que probablemente contribuye a su supervivencia a largo plazo en comparacion con
los informes anteriores. Sin desear estar limitados por ninguna teoria en particular, los linfocitos T CAR pueden
diferenciarse in vivo en un estado similar a linfocitos de memoria central al encontrarse y eliminar
posteriormente las células diana (por ejemplo, células tumorales LLC o linfocitos B normales) que expresan el
sustituto de antigeno. De hecho, se ha informado que la sefializacion de 4-1BB promueve el desarrollo de
memoria en el contexto de la sefalizacion de TCR (Sabbagh et al., 2007, Trends Immunol 28: 333 - 339).

La prolongacién de la proliferacion y supervivencia de CART19 ha revelado aspectos de la farmacocinética de
linfocitos T CAR que no se han descrito previamente. Se observo que la cinética de liberacion de citoquinas en
el suero y la médula se correlaciond con los niveles maximos de CART19, de manera que es posible que la
desintegracion se inicie cuando las dianas celulares que expresan CD19 se vuelven limitantes. El mecanismo de
la supervivencia prolongada de CART19 puede estar relacionado con la incorporacién anteriormente
mencionada del dominio 4-1BB o con la sefalizaciéon a través del TCR natural y/o CAR. Una posibilidad
intrigante es que la supervivencia extendida esta relacionada con la poblacion de CART19 que se ha
identificado en los especimenes de médula ésea, planteando la hipétesis de que CD19 CAR podria mantenerse
por encuentro con progenitores de linfocitos B en la médula 6sea. Relacionado con esta pregunta ;qué es lo
que impulsa la expansion inicial de células CART 19 in vivo? Con raras excepciones (Savoldo et al., 2011, J Clin
Invest doi: 10.1172/JC146110, Pule et al., 2008, Nat Med 14: 1264-1270), el presente estudio es el Unico ensayo
que ha omitido las infusiones de IL-2, de manera que las células CART19 probablemente se expandieron en
respuesta a citoquinas homeostaticas 0 mas probablemente a CD19 expresadas en dianas leucémicas y/o
linfocitos B normales. En este ultimo caso, esto podria ser una caracteristica atractiva para CAR dirigidos contra
APC normales o diana tales como CD19 y CD20, ya que es posible que la auto-renovacion de CART19 ocurra
en las células normales, proporcionando un mecanismo para la memoria CAR por medio de "auto-
vacunacion/estimulacién" y por lo tanto, inmunovigilancia tumoral a largo plazo. Los mecanismos de la
homeostasis de CART19 pueden requerir un estudio adicional para elucidar los mecanismos intrinsecos y
extrinsecos de persistencia. Antes de estos resultados, la mayoria de los investigadores han visto la terapia
CAR como una forma transitoria de la inmunoterapia, sin embargo, CAR con dominios de sefalizacion
optimizados pueden tener un papel tanto en la induccidn de la remisién y la consolidacion, asi como para la
inmunodeficiencia a largo plazo.

Se han observado potentes efectos antileucémicos en los tres pacientes, incluyendo dos pacientes con
leucemia deficiente en p53, estudios previos con CAR han tenido dificultad para separar los efectos
antitumorales de la quimioterapia de eliminacién de linfoma. Sin embargo, la liberacidn retardada de citoquinas
combinada con la cinética de lisis tumoral en pacientes refractarios a fludarabina fue coincidente y posiblemente
dependiente de la expansion CAR in vivo en el presente estudio, indica que CART19 media efectos
antitumorales potentes. Los resultados actuales no excluyen un papel de la quimioterapia en la potenciacion de
los efectos del CAR.

Puede ser necesaria una comparacion completa de los procedimientos de fabricacion de vectores, transgenes y
células con los resultados de estudios en curso en otros centros para obtener una comprension completa de las
caracteristicas clave requeridas para obtener una funcién sostenida de linfocitos T CAR in vivo. A diferencia de
las terapias con anticuerpos, los linfocitos T CAR modificados tienen el potencial de replicarse in vivo, y la
persistencia a largo plazo podria conducir a un control sostenido del tumor. La disponibilidad de una terapia
fuera de la plataforma compuesta de linfocitos T asesinos no resistentes tiene el potencial de mejorar el
resultado de pacientes con neoplasias malignas de linfocitos B. Una limitacién de la terapia con anticuerpos,
como, por ejemplo, con agentes tales como rituximab y bevicizumab, es que la terapia requiere infusiones
repetidas de anticuerpos, que es inconveniente y costoso. El suministro de terapia prolongada de anticuerpos
(en este caso durante al menos 6 meses en 3 de 3 pacientes tratados hasta la fecha) con scFv anti-CD19
expresado en linfocitos T después de una sola infusion de células CART19 tiene una serie de ventajas
practicas, incluyendo conveniencias y ahorro de costes.
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Ejemplo 2: Linfocitos T modificados en el receptor de antigeno quimérico en la leucemia linfoide crénica

Se disefié un vector lentiviral que expresa un receptor de antigeno quimérico con especificidad para el antigeno
de linfocitos B CD19, acoplado con CD137 (un receptor coestimulador en linfocitos T [4-1BB]) y CD3-zeta (un
componente de transduccion de sefial del receptor de antigeno de linfocitos T). Se observé que una dosis baja
(aproximadamente 1,5X10° células por kilogramo de peso corporal) de linfocitos T modificados con receptor de
antigeno quimérico autologo, reinfundidos en un paciente con leucemia linfocitica cronica refractaria (LLC), se
expandié a un nivel que era mas de 1000 veces mas alto que el nivel inicial de injerto in vivo. También se
observé que el paciente presentaba un desarrollo tardio del sindrome de lisis tumoral y con remisién completa.

Aparte del sindrome de lisis tumoral, el Unico otro efecto toxico de grado 3/4 relacionado con los linfocitos T de
receptor de antigeno quimérico fue linfopenia. Las células manipuladas persistieron en niveles altos durante al
menos 6 meses en la sangre y la médula 6sea y continuaron expresando el receptor de antigeno quimérico. Se
detectd una respuesta inmune especifica en la médula 6sea, acompafada por pérdida de linfocitos B normales
y células de leucemia que expresan CD19. La remisién estuvo en curso 10 meses después del tratamiento. La
hipogammaglobulinemia fue un efecto téxico crénico esperado.

Los materiales y métodos empleados en estos experimentos se describen ahora.
Materiales y Métodos
Procedimientos del estudio

Se disefid un vector lentiviral autoinactivante (GeMCRIS 0607-793), que se sometié a pruebas de seguridad
preclinicas, como se informé anteriormente (Milone et al., 2009, Mol Ther, 17: 1453-64). Los métodos de
preparacion de linfocitos T también se han descrito anteriormente (Porter et al., 2006, Blood, 107: 1325 - 31). Se
realizé un analisis cuantitativo por reaccién en cadena de polimerasa (PCR) para detectar linfocitos T con
receptores de antigeno quimérico en sangre y médula ésea. El limite inferior de cuantificacion se determiné a
partir de la curva estandar; los valores medios por debajo del limite inferior de cuantificacion (es decir,
notificables pero no cuantificables) se consideran aproximados. El limite inferior de la cuantificaciéon del ensayo
fue de 25 copias por microgramo de ADN gendmico.

Se realizé un analisis de factor soluble con el uso de suero de sangre entera y médula 6sea que se separ6 en
alicuotas para un solo uso y se almacendé a -80°C. La cuantificacion de factores de citoquinas solubles se realizé
con el uso de la tecnologia Luminex bead-array y reactivos (Life Technologies).

Aferesis n° 1

Se lleva a cabo un procedimiento de aféresis de 12-15 litros en el centro de aféresis. Se obtienen células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) para la generacién de linfocitos T CART-19 durante este
procedimiento. De una Unica leucaféresis, se recogen al menos 50 x 10° globulos blancos para fabricar linfocitos
T CART-19. También se obtienen leucocitos basales de sangre y crioconservacion.

Quimioterapia citorreductura

La quimioterapia se inicia aproximadamente entre 5 y 10 dias antes de la infusién, de modo que las células
CART-19 se pueden administrar 1-2 dias después de la finalizacién de la quimioterapia. EI momento de la
iniciacion de la quimioterapia, por lo tanto, depende de la duracion del régimen. El propdsito de la quimioterapia
es inducir linfopenia con el fin de facilitar el injerto y la expansién homeostatica de células CART-19. La
quimioterapia puede elegirse también para reducir la carga tumoral de la enfermedad. La quimioterapia
citorreductora es elegida y administrada por oncélogos de la comunidad. La elecciéon de la quimioterapia
depende de la enfermedad subyacente y de las terapias anteriores. La fludarabina (30 mg/m2/dia x 3 dias) y la
ciclofosfamida (300 mg/m2/dia x 3 dias) son los agentes de eleccién, ya que existe la mayor experiencia con el
uso de estos agentes para facilitar la inmunoterapia adoptiva. También son apropiados otros regimenes
diferentes que utilizan farmacos aprobados por la FDA, incluyendo CHOP, HyperCVAD, EPOCH, DHAP, ICE u
otros regimenes.

Valoracioén de reestadificacion

Se realiza una reestadificacion limitada al completar la quimioterapia con el fin de proporcionar mediciones
basales de la carga tumoral. Esto incluye analisis de pruebas de imagen, examen fisico y enfermedad residual
minima (MRD). Los sujetos se someten a las siguientes pruebas de preinfusiéon: examen fisico, documentacion
de eventos adversos y extracciones de sangre para hematologia, quimica y pruebas de embarazo (si
corresponde).
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Preparacion de linfocitos T CART-19

Los linfocitos T autdlogo se manipulan para expresar un anticuerpo de cadena Unica extracelular (scFv) con
especificidad para CD19. El scFv extracelular puede redirigir la especificidad de los linfocitos T transducidos
hacia células que expresan CD19, una molécula que esta restringida en la expresion en la superficie de las
células malignas y en los linfocitos B normales. Ademas de CD19 scFv, las células son transducidas para
expresar una molécula de sefalizacion intracelular compuesta por la cadena TCRC o un dominio de sefalizaciéon
en tandem compuesto por médulos de sefalizacion 4-1BB y TCRC. El scFv se deriva de un anticuerpo
monoclonal de ratén, y por lo tanto contiene secuencias de ratén, y los dominios de sefalizacion son
enteramente de las secuencias humanas nativas. Los linfocitos T CART-19 se fabrican aislando los linfocitos T
por aféresis y utilizando tecnologia de vector lentiviral (Dropulic et al., 2006, Human Gene Therapy, 17: 577-88,
Naldini et al., 1996, Science, 272: 263 Dull et al., 1998, J. Virol, 72: 8463-71) para introducir el scFv:TCRZ: 4-
1BB en linfocitos T CD4 y CD8. En algunos pacientes, se introduce un scFv:TCRC de control en una porcion de
las células para un experimento de repoblacion competitivo. Estos receptores son "universales" en el sentido de
que se unen al antigeno de una manera independiente del MHC, por lo que se puede usar una construccion de
receptor para tratar una poblacion de pacientes con tumores positivos al antigeno CD19.

Las construcciones de CAR se desarrollaron en la Universidad de Pensilvania, y el vector de grado clinico se
fabric6 en Lentigen Corporation. Las células CART-19 se fabrican en la Unidad de produccion de células
clinicas y vacunas de la Universidad de Pensilvania de acuerdo con el proceso mostrado en la Figura 11. Al final
de los cultivos celulares, las células son crioconservadas en criomedios infundibles. Se administra una sola
dosis de linfocitos T transducidos con CART-19 que comprende la infusion de 2,5 x 10° a 5 x 10° células totales,
en 1 6 2 bolsas. Cada bolsa contiene una alicuota (volumen dependiente de la dosis) de criomedio que contiene
los siguientes reactivos de grado infundible (% v/v): 31,25 plasmalyte-A, 31,25 dextrosa (5%), 0,45 NaCl, hasta
7,50 DMSO, 1,00 dextrano-40, 5,00 albumina de suero humano con aproximadamente 2,5-5 x 10° linfocitos T
autdlogos por bolsa. Para mayor seguridad, la primera dosis se administra como una dosis fraccionada en los
dias 0,1y 2, con ~ 10% de las células el dia 0, 30% el dia 1 y 60% el dia 2.

Almacenamiento

Se almacenan bolsas (capacidad de 10 a 100 ml) que contienen linfocitos T transducidos con CART-19 en
condiciones de banco de sangre en un congelador controlado a -135 °C. Las bolsas de infusion se almacenan
en el congelador hasta que sea necesario.

Descongelacion celular

Después de registrar las células en la farmacia de investigacion, las células congeladas se transportan en hielo
seco hasta la cama del paciente. Las células se descongelan en la cama, una bolsa cada vez usando un bafio
de agua mantenido entre 36°C y 38°C. La bolsa se masajea suavemente hasta que las células se han
descongelado. No debe haber masas congeladas en el recipiente. Si el producto de células CART-19 parece
tener una bolsa dafiada o con fugas, o parece estar comprometida de alguna otra forma, no debe infundirse.

Premedicacién

Los efectos secundarios después de infusiones de linfocitos T pueden incluir fiebre transitoria, escalofrios y/o
nauseas. Se recomienda que el sujeto sea premedicado con paracetamol 650 mg por via oral e hidrocloruro de
difenhidramina 25-50 mg por via oral o IV, antes de la infusion de células CART-19. Estos medicamentos
pueden repetirse cada seis horas segun sea necesario. Un curso de medicacién antiinflamatoria no esteroide
puede ser prescrito si el paciente contintia teniendo fiebre no aliviada por el acetaminofeno. Se recomienda que
los pacientes no reciban corticoides sistémicos como la hidrocortisona, la prednisona, la prednisolona (Solu-
Medrol) o la dexametasona (Decadron) en ningin momento, excepto en el caso de una emergencia
potencialmente mortal, ya que esto puede tener un efecto adverso sobre los linfocitos T. Si se requieren
corticosteroides para una reaccién aguda de infusién, se recomienda una dosis inicial de 100 mg de
hidrocortisona.

Administracién/infusiéon

Las infusiones comienzan 1 a 2 dias después de la finalizacion de la quimioterapia. El dia de las primeras
infusiones, los pacientes tienen un CBC con diferencial, y la evaluacion de los recuentos de CD3, CD4 y CD8,
desde la quimioterapia se administra en parte para inducir linfopenia, sin pretender estar vinculado por ninguna
teoria en particular, se cree que una dosis inicial i.v. de 2,5 x 10° linfocitos CART-19 es 6ptimo para el protocolo,
debido a que existen 1x10'2 linfocitos T en un adulto sano, la dosis total propuesta es equivalente a
aproximadamente al 0,5% de la masa corporal total de linfocitos T (Roedere, 1995, Nat Med, 1: 621-7, Macallan
et al., 2003, Eur. J. Immunol, 33, 2316 - 26). La primera dosis se administra usando una dosis dividida en los
dias 0 (10%), 1 (30%) y 2 (60%). Los sujetos reciben la infusion en una habitacion aislada. Las células se
descongelan en la cama del paciente como se describe en otra parte del presente documento. Las células
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descongeladas se administran a una velocidad de infusion tan rapidamente como se tolere, de manera que la
duracioén de la infusién es de aproximadamente 10-15 minutos. Los linfocitos T transducidos se administran por
infusion intravenosa rapida a una velocidad de flujo de aproximadamente 10 ml a 20 ml por minuto a través de
un equipo de transfusion de calibre 18 de tipo Y libre de latex con una llave de paso de 3 vias. La duracion de la
infusion es de aproximadamente 15 minutos. Una o dos bolsas de células modificadas CART-19 se suministran
sobre hielo, y las células se administran al sujeto mientras estan frias. En sujetos que reciben mezclas de
células CART-19, con el fin de facilitar el mezclado, las células se administran simultdaneamente usando un
adaptador en forma de Y. Los sujetos son infundidos y premedicados como se describe en otra parte del
presente documento. Los signos vitales de los sujetos son evaluados y la oximetria de pulso se realiza antes de
la dosificacion, al final de la infusién y cada 15 minutos después de 1 hora y hasta que éstos sean estables y
satisfactorios. Se obtiene una muestra de sangre para la determinacion del nivel basal de CART-19 antes de la
infusién y 20 minutos después de la infusion. Los pacientes que experimentan toxicidades de su quimioterapia
citorreductora anterior tienen retrasado su programa de infusion hasta que estas toxicidades se han resuelto.

Las toxicidades especificas que justifican el retraso de las infusiones de linfocitos T incluyen: 1) Pulmonar:
exigencia de oxigeno suplementario para mantener la saturacion superior al 95% o presencia de anomalias
radiograficas en la radiografia de térax que sean progresivas; 2) Cardiaco: Nueva arritmia cardiaca no
controlada con tratamiento médico. 3) Hipotensién que requiere soporte de presion. 4) Infeccion activa:
hemocultivos positivos para bacterias, hongos o virus dentro de las 48 horas de infusion de linfocitos T. Se
recoge una muestra de suero para el potasio y el acido Urico antes de la primera infusién, asi como dos horas
después de cada infusién subsiguiente.

Andlisis post-infusion para evaluar el injerto y la persistencia

Los sujetos regresan al dia 4 y 10 después de la infusion de células CART-19 inicial para extraer sangre para
niveles de citoquina en suero, y la PCR CART-19 para evaluar la presencia de células CART-19, Los sujetos
regresan una vez a la semana durante tres semanas para someterse a lo siguiente: examen fisico,
documentacién de eventos adversos y extracciones de sangre para andlisis de hematologia, quimica, injerto y
persistencia de células CART-19 y otras pruebas de investigacion.

Segunda infusién

Sin desear estar limitado por ninguna teoria en particular, se cree que una segunda dosis de células CART-19
puede administrarse el dia 11 a los pacientes, siempre que presenten una tolerancia adecuada a la primera
dosis y se hayan fabricado suficientes células CART-19. La dosis es 2-5 x 10° células totales. Una muestra de
suero para analizar el potasio y el acido uUrico se puede recoger dos horas después de la infusion.

Segunda aféresis

Se lleva a cabo un procedimiento de aféresis de 2 litros en el centro de aféresis, se obtienen PBMC para
investigacion y crioconservacion. Los sujetos se someten a: examen fisico, documentacion de eventos adversos
y extracciones de sangre para hematologia, quimica, injerto y persistencia de células CART-19 y otras pruebas
de investigacion. Ademas, se realiza un andlisis de la reestadificacion con el fin de proporcionar mediciones de
la carga tumoral. Las pruebas de reestadificacion se determinan por tipo de enfermedad e incluyen andlisis de
imagenes, evaluaciones de MRD, aspiracion y biopsia de médula 6sea y/o biopsia de ganglios linfaticos,

Evaluaciones mensuales de 2 a 6 meses después de la infusién

Los sujetos vuelven mensualmente durante los meses 2 a 6 después de la infusién de células CART-19. En
estas visitas de estudio, los sujetos se someten a: medicacién concomitante, examen fisico, documentacién de
eventos adversos y extracciones de sangre para hematologia, quimica, injerto y persistencia de células CART-
19 y otras pruebas de investigacion. El ensayo de ADN de para VIH se realiza a los meses 2-6 después de la
infusién de células CART-19 para excluir la presencia de RCL detectable.

Evaluaciones trimestrales hasta 2 afios después de la infusién

Los sujetos son evaluados trimestralmente hasta 2 afios después de la infusion. En estas visitas de estudio, los
sujetos se someten a: medicacion concomitante, examen fisico, documentacidon de eventos adversos y
extracciones de sangre para hematologia, quimica, injerto y persistencia de células CART-19 y otras pruebas de
investigacion. El ensayo de ADN de HIV se realiza a los meses 3 y 6 después de la infusion de células CART-19
para excluir la presencia de RCL detectable.

Ahora se describen los resultados de los experimentos.

43



10

15

20

25

30

35

40

ES 2700 966 T3

Historial del paciente

El paciente recibié un diagnoéstico de LLC en estadio | en 1996. Primero requirié tratamiento después de 6 afios
de observacién para leucocitosis progresiva y adenopatia. En 2002, fue tratado con dos ciclos de rituximab mas
fludarabina; este tratamiento resulté en la normalizacion de los recuentos sanguineos y la resolucién parcial de
la adenopatia. En 2006, recibié cuatro ciclos de rituximab y fludarabina para la progresion de la enfermedad,
nuevamente con la normalizacion de los recuentos sanguineos y la regresion parcial de la adenopatia. Esta
respuesta fue seguida por un intervalo libre de progresién de 20 meses y un intervalo libre de tratamiento de 2
afos. En febrero de 2009 tuvo leucocitosis progresiva y adenopatia recurrente. Su médula 6sea estaba
extensamente infiltrada con LLC. El andlisis citogenético mostré que 3 de las 15 células contenian una delecion
del cromosoma 17p y la hibridacién in situ por fluorescencia (FISH) mostré que 170 de 200 células tenian una
delecién que implicaba TP53 en el cromosoma 17p. Recibié rituximab con bendamustina durante un ciclo y tres
ciclos adicionales de bendamastina sin rituximab (debido a una reaccién alérgica grave). Este tratamiento dio
como resultado sélo una mejora transitoria en la linfocitosis. La adenopatia progresiva se documentd mediante
tomografia computarizada (CT) después de la terapia.

Los linfocitos T autdélogos se recogieron por medio de leucaféresis y se crioconservaron. El paciente recibio
entonces alemtuzumab (anti-CD52, linfocitos maduros, antigeno de superficie celular) durante 11 semanas, con
hematopoyesis mejorada y resoluciéon parcial de la adenopatia. Durante los siguientes 6 meses tuvo una
enfermedad estable con médula persistente y extensa y adenopatia difusa con multiples ganglios linfaticos de 1
a 3 cm. En julio de 2010, el paciente se inscribié en un ensayo clinico de fase 1 de linfocitos T con receptor de
antigeno quimérico modificado.

Infusiones de células

Los linfocitos T autélogos del paciente se descongelaron y transdujeron con lentivirus para expresar el receptor
de antigeno quimérico especifico de CD19 (Figura 12A); los identificadores de secuencia para el vector lentiviral
y las secuencias relevantes se describen en la Tabla 5. Cuatro dias antes de la infusién celular, el paciente
recibié quimioterapia disefiada para el agotamiento de linfocitos (pentostatina a una dosis de 4 mg por metro
cuadrado de superficie corporal y ciclofosfamida a una dosis de 600 mg por metro cuadrado) sin rituximab
(Lamanna et al., 2006, J Clin Oncol, 24: 1575-81). Tres dias después de la quimioterapia, pero antes de la
infusién celular, la médula 6sea era hipercelular con una afectacién aproximada del 40% por LLC. Las células
de leucemia expresaron cadena ligera kappa y CD5, CD19, CD20 y CD23. El analisis citogenético mostrd dos
clones separados, ambos resultando en la pérdida del cromosoma 17p y el locus TP53 (46, XY, del(17)
(p12)[51/46, XY, del(17)t(17;21)(q10;910)[5]/46, XY[14]). Cuatro dias después de la quimioterapia, el paciente
recibio un total de 33x108 linfocitos T, de las cuales el 5% fueron transducidos, para un total de 1,42x107 células
transducidas (1,46x10° células por kilogramo) divididas en tres infusiones intravenosas diarias consecutivas
(10% el dia 1, 30% el dia 2 y 60% el dia 3). No se administraron citoquinas postinfusion. No se observaron
efectos toxicos de las infusiones.

Tabla 5: Identificadores de secuencia para el vector de transferencia pELPS-CD19-BBz

N° de Id. de Sec. IDENTIDAD

Id. de Sec. N°: 1 vector de transferencia pELPS-CD19-BBZ (secuencia de acido nucleico)
Id. de Sec. N°: 2 U3 de VRS (secuencia de acidos nucleicos)

Id. de Sec. N°: 3 Repeticion del VIH R (secuencia de acidos nucleicos)
Id. de Sec. N°: 4 Repeticion del VIH U5 (secuencia de acidos nucleicos)
Id. de Sec. N°: 5 Gag/Pol parcial (secuencia de acidos nucleicos)

Id. de Sec. N°: 6 cPPT (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 7 promotor EF1 alfa (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 8 CD19-BBzeta CAR (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 9 PRE Hu de marmota americana (secuencia de acido nucleico) t
Id. de Sec. N°: 10 repeticion R (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 11 repeticion U5 (secuencia de &cido nucleico)

Id. de Sec. N°: 12 CD19-BBzeta CAR (secuencia de aminoacidos)

Id. de Sec. N°: 13 Lider CD8 (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 14 anti CD19scFv (secuencia acido nucleico)

Id. de Sec. N° 15 bisagra CD8 (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 16 transmembrana CD8 (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 17 4-1BB (secuencia de acido nucleico)

Id. de Sec. N°: 18 CD3zeta (secuencia de aminoacidos)

Id. de Sec. N°: 19 Lider CD8 (secuencia de aminoacidos)

Id. de Sec. N°: 20 anti CD19scFv (secuencia de aminoacidos)

Id. de Sec. N°: 21 bisagra CD8 (secuencia de aminoacidos)

Id. de Sec. N°: 22 transmembrana CD8 (secuencia de aminoacidos)
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Id. de Sec. N°: 23 4-1BB (secuencia de aminoacidos)

Id. de Sec. N°: 24 CD3zeta (secuencia de aminoacidos)

Respuesta clinica y evaluaciones

Catorce dias después de la primera infusidn, el paciente comenzé a tener escalofrios y fiebre ligera asociada
con fatiga de grado 2. Durante los siguientes 5 dias, los escalofrios se intensificaron y su temperatura aumenté
a 39,2 °C (102,5 °F), asociada con rigidez, diaforesis, anorexia, nauseas y diarrea. No tenia sintomas
respiratorios o cardiacos. Debido a las fiebres, se realizaron radiografias de térax y cultivos de sangre, orina y
heces y todas fueron negativas o normales. El sindrome de lisis tumoral se diagnosticé al dia 22 después de la
infusion (Figura 12B). El nivel de acido urico fue de 10,6 mg por decilitro (630,5 pmol por litro), el nivel de fosforo
fue de 4,7 mg por decilitro (1,5 mmol por litro) (rango normal, 2,4 a 4,7 mg por decilitro [0,8 a 1,5 mmol por litro]),
y el nivel de lactato deshidrogenasa fue 1130 U por litro (intervalo normal, 98 a 192). Hubo evidencia de lesion
renal aguda, con un nivel de creatinina de 2,60 mg por decilitro (229,8 umol por litro) (nivel basal, <1,0 mg por
decilitro [< 88,4 umol por litro]). La paciente fue hospitalizada y tratada con reanimacion fluida y rasburicasa. El
nivel de 4cido urico regresé al rango normal al cabo de 24 horas, y el nivel de creatinina en 3 dias; fue dado de
alta del hospital el dia 4. El nivel de lactato deshidrogenasa disminuy6é gradualmente, volviéndose normal
durante el mes siguiente.

Al dia 28 después de la infusion de células CART19, la adenopatia ya no era palpable, y al dia 23, no habia
evidencia de LLC en la médula 6sea (Figura 12C). El cariotipo era normal en 15 de 15 células (46, XY), y la
prueba FISH fue negativa para la delecion TP53 en 198 de 200 células examinadas; esto se considera que esta
dentro de los limites normales en controles negativos. El analisis por citometria de flujo no mostré LLC residual y
los linfocitos B no fueron detectables (<1% de células dentro de la seleccion de linfocitos CD5+CD10-
CD19+CD23+). El escaner por TC realizado el dia 31 después de la infusion mostré una resolucion de la
adenopatia (Figura 12D).

Tres y seis meses después de la infusion de células CART19, el examen fisico permanecié sin hallazgos
significativos, sin adenopatia palpable, y la tomografia computarizada realizada 3 meses después de la infusion
de células CART19 mostré remision sostenida (Figura 12D). Los estudios de médula 6sea a los 3 y 6 meses
tampoco mostraron evidencia de LLC por medio de analisis morfoldgico, andlisis de cariotipo (46, XY), o andlisis
de citometria de flujo, con una continua falta de linfocitos B normales. La remision se mantuvo durante al menos
10 meses.

Toxicidad de las células CART 19

Las infusiones celulares no tuvieron efectos téxicos agudos. El Unico evento adverso grave (grado 3 6 4) que se
observo fue el sindrome de lisis tumoral de grado 3 descrito anteriormente. El paciente tenia linfopenia de grado
1 al inicio y linfopenia de grado 2 o 3 comenzando el dia 1 y continuando por lo menos 10 meses después del
tratamiento. La linfopenia de grado 4, con un recuento absoluto de linfocitos de 140 células por milimetro cubico,
se registro el dia 19, pero desde el dia 22 hasta al menos 10 meses, el recuento absoluto de linfocitos oscild
entre 390 y 780 células por milimetro cubico (grado 2 6 3 de linfopenia). El paciente presenté trombocitopenia
transitoria de grado 1 (recuento de plaquetas, 98.000 a 131.000 por milimetro cubico) desde el dia 19 hasta el
dia 26 y neutropenia grado 1 o 2 (recuento absoluto de neutréfilos, 1090 a 1630 por milimetro cubico) del dia 17
al dia 33. Otros signos y sintomas que probablemente estaban relacionados con el tratamiento del estudio
incluyeron elevaciones de grado 1 y 2 en los niveles de aminotransferasa y fosfatasa alcalina, que se
desarrollaron 17 dias después de la primera infusion y se resolvieron el dia 33. Los sintomas constitucionales
de grado 1 y 2 consistian en fiebres, diaforesis, mialgias, dolor de cabeza y fatiga. La hipogammaglobulinemia
de grado 2 se corrigié con infusiones de inmunoglobulina intravenosa.

Andlisis de citoquinas en suero y médula 6sea

La respuesta clinica del paciente fue acompanada por un aumento retardado en los niveles de citoquinas
inflamatorias (Figura 13A a Figura 13D), con niveles de interferon-y, quimioquinas CXCL9 y CXCL10
respondedoras a interferon-y y la interleuquina-6 que fueron 160 veces mas alto que los niveles basales. El
aumento temporal de los niveles de citoquinas fue paralelo a los sintomas clinicos, alcanzando un maximo entre
los 17 y 23 dias después de la primera infusion de células CART19.

Los sobrenadantes de los aspirados en serie de médula 6sea se midieron para las citoquinas y mostraron
evidencia de activacion inmune (Figura 13E). Se observaron incrementos significativos en interferon-y, CXCL9,
interleuquina-6 y receptor soluble de interleuquina-2, en comparacion con los niveles basales del dia anterior a
la infusion de linfocitos T; los valores alcanzaron su maximo al dia 23 después de la primera infusion de células
CART19. El aumento de las citoquinas de la médula 6sea coincidio con la eliminacion de las células leucémicas
de la médula 6sea. El factor a de necrosis tumoral y de médula 6sea permanecieron sin cambios.
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Expansion y persistencia de linfocitos T con receptores de antigeno quimérico

La PCR en tiempo real detecté ADN que codifica el receptor de antigeno quimérico anti-CD19 (CAR19) a partir
del dia 1 después de la primera infusion (Figura 14A). Se observé mas de una expansion de 3 log de las células
in vivo al dia 21 después de la infusién. A niveles maximos, las células CART19 en sangre representaban mas
del 20% de los linfocitos circulantes; estos niveles maximos coincidieron con la aparicion de sintomas
constitucionales, el sindrome de lisis tumoral (Figura 12B) y elevaciones en los niveles séricos de citoquinas
(Figura 13A a Figura 13D). Las células CART19 permanecieron detectables a niveles altos 6 meses después de
las infusiones, aunque los valores disminuyeron en un factor de 10 desde los niveles maximos. El tiempo de
duplicacion de los linfocitos T con receptores de antigeno quimérico en sangre fue de aproximadamente 1,2
dias, con una semivida de eliminacion de 31 dias.

Linfocitos T con receptor de antigeno quimérico en la médula 6sea

Se identificaron células CART 19 en muestras de médula 6sea comenzando 23 dias después de la primera
infusion (Figura 14B) y persistieron durante al menos 6 meses, con una vida media de desintegracién de 34
dias. Los niveles mas altos de células CART19 en la médula dsea se identificaron en la primera evaluaciéon 23
dias después de la primera infusion y coincidié con la induccion de una respuesta inmune, como se indica en los
perfiles de secrecion de citoquinas (Figura 13E). El analisis por citometria de flujo de los aspirados de médula
6sea indicd una expansion clonal de células CD5+CD19+ en la linea basal que estaba ausente 1 mes después
de la infusion y en una muestra obtenida 3 meses después de la infusion (datos no mostrados). Los linfocitos B
normales no se detectaron después del tratamiento (Figura 14C).

Tratamiento con células autélogas CART19 genéticamente modificadas

Se describe aqui el desarrollo tardio del sindrome de lisis tumoral y una respuesta completa 3 semanas
después del tratamiento con linfocitos T autdlogos modificadas genéticamente para detectar CD19 mediante
transduccion con un vector lentivirus que expresa los dominios de sefalizacion anti-CD19 unido a CD3-zeta y
CD137 (4-1BB). Las células genéticamente modificadas estuvieron presentes a niveles altos en la médula 6sea
durante al menos 6 meses después de la infusidn. La generacion de una respuesta inmune especifica de CD19
en la médula 6sea se demostré6 mediante la liberacion temporal de citoquinas y la ablaciéon de células de
leucemia que coincidié con la infiltracion maxima de linfocitos T con receptores de antigeno quimérico. El
desarrollo del sindrome de lisis tumoral después de la inmunoterapia celular no se habia descrito previamente
(Baeksgaard et al., 2003, Cancer Chemother Pharacol, 51: 187 - 92).

La manipulacion genética de linfocitos T autélogos para detectar antigenos tumorales especificos es una
estrategia atractiva para la terapia del cancer (Sadelain et al., 2009, Curr Opin Immunol, 21: 215-23, Jena et al.,
2010, Blood, 116: 1035 - 44). Una caracteristica importante del enfoque aqui descrito es que los linfocitos T con
receptores de antigeno quimérico pueden reconocer dianas tumorales de una manera no dependiente del HLA,
de manera que se pueden construir receptores de antigenos quiméricos comerciales para tumores con una
amplia variedad de caracteristicas histologicas. Se utilizaron vectores lentivirales derivados del VIH para la
terapia del cancer, un enfoque que puede presentar algunas ventajas sobre el uso de vectores retrovirales
(June et al., 2009, Nat Rev. Immunol, 9: 704-16).

En ensayos previos de linfocitos T con receptores de antigeno quimérico, las respuestas tumorales objetivas
han sido modestas, y la proliferacion in vivo de células modificadas no se ha mantenido (Kershaw et al., 2006,
Clin Cancer Res, 12: 6106-15; et al., 2008, Blood, 112: 2261-71, Pule et al., 2008, Nat Med, 14: 1264-70).
Brentjens y sus colegas describieron los resultados preliminares de un ensayo clinico de receptores de antigeno
quimérico dirigidos a CD19 unidos a un dominio de sefalizaciéon CD28 y encontraron respuestas tumorales
transitorias en dos de tres pacientes con LLC avanzada (Brentjens et al., 2010, Mol Ther, 18: 666 -8); sin
embargo, los receptores de antigeno quiméricos desaparecieron rapidamente de la circulacion.

Es inesperado que las dosis tan bajas de linfocitos T con receptores de antigeno quimérico que fueron
infundidas resultara en una respuesta antitumoral clinicamente evidente. De hecho, la dosis infundida de
1,5x10°% linfocitos T con receptor de antigeno quimérico por kilogramo fue varios ordenes de magnitud por
debajo de las dosis usadas en estudios previos de linfocitos T modificados para expresar receptores de
antigeno quiméricos o receptores de linfocitos T transgénicos (Kershaw et al. Res, 12: 6106-15, Brentjens et al.,
2010, Mol Ther, 18: 666-8, Morgan et al., 2010, Mol Ther, 18: 843-51, Johnson et al., 2009, Blood, 114: 535-46).
Sin estar sujeto a ninguna teoria en particular, se especula que la quimioterapia puede potenciar los efectos del
receptor de antigeno quimérico.

La prolongada persistencia de células CART19 en la sangre y médula 6sea del paciente resulta de la inclusion
del dominio de sefializacion 4-1BB. Es probable que la eliminacion mediada por células CART19 de linfocitos B
normales facilite la induccion de tolerancia inmunolégica al receptor de antigeno quimérico, ya que las células
CART 19 que expresan el fragmento de anticuerpo Fv de cadena unica que contiene secuencias murinas no se
rechazaron. Dada la ausencia de células leucémicas CD19 positivas detectables en este paciente, y sin estar
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sujeto a ninguna teoria en particular, es posible que la homeostasis de los linfocitos T con receptores de
antigeno quimérico se consiga al menos en parte de la estimulacion suministrada por progenitores tempranos
de linfocitos B cuando comenzaron a emerger en la médula 6sea. La invencion se refiere al descubrimiento de
que puede existir un nuevo mecanismo para mantener linfocitos T con receptor de antigeno quimérico de
"memoria".

Aunque CD19 es una diana tumoral atractiva, con una expresion limitada a linfocitos B normales y malignos,
existe la preocupacion de que la persistencia de los linfocitos T con receptores de antigeno quimérico pueda
mediar la deficiencia de linfocitos B a largo plazo. De hecho, en el paciente, los linfocitos B estaban ausentes de
la sangre y la médula 6sea durante al menos 6 meses después de la infusién. Este paciente no tenia
infecciones recurrentes. La seleccion de los linfocitos B a través de CD20 con rituximab es una estrategia eficaz
y relativamente segura para los pacientes con neoplasias de linfocitos B, y la linfopenia de linfocitos B a largo
plazo es manejable (Molina, 2008, Ann Rev Med, 59: 237-50). Se ha informado que los pacientes tratados con
rituximab tienen un retorno de los linfocitos B unos meses después de suspender el tratamiento. Todavia no
esta claro si dicha recuperacion se produce en pacientes cuyos linfocitos T anti-linfocitos B persisten in vivo.

Los pacientes que tienen LLC con deleciones de TP53 tienen remisiones cortas después de terapias estandar
(Dohner et al., 1995, Blood, 85: 1580-9). El trasplante alogénico de médula 6sea ha sido el tnico enfoque que
ha inducido remisiones a largo plazo en pacientes con LLC avanzada (Gribben et al., 2011, Biol Blood Marrow
Transplant, 17: Supl: S63-S70). Sin embargo, el potente efecto de injerto contra tumor se asocia con una
morbilidad considerable debido a la alta frecuencia de la enfermedad crénica de injerto contra huésped, que a
menudo es especialmente grave en los pacientes de edad avanzada que son normalmente los mas afectados
por LLC (Gribben et al , 2011, Biol Blood Marrow Transplant, 17: Suppl: S63 - S70, Sorror et al., 2008, Blood,
111: 446-52). Los datos presentados aqui sugieren que los linfocitos T autélogos genéticamente modificados
pueden eludir esta limitacion.

El inicio tardio del sindrome de lisis tumoral y la secreciéon de citoquinas, combinada con una vigorosa
expansion de linfocitos T con receptor de antigeno quimérico in vivo y la actividad antileucemia prominente,
apunta a funciones efectoras sustanciales y sostenidas de las células CART19. Los experimentos aqui descritos
destacan la potencia de esta terapia y proporcionan soporte para el estudio detallado de linfocitos T autdlogos
modificados genéticamente para dirigirse contra CD19 (y otras dianas) a través de la transduccion de un
receptor de antigeno quimérico unido a potentes dominios de sefializacion. A diferencia de la terapia mediada
por anticuerpos, los linfocitos T modificados con receptor de antigeno quimérico tienen el potencial de replicarse
in vivo, y la persistencia a largo plazo puede conducir a un control sostenido del tumor. Otros dos pacientes con
LLC avanzada también han recibido infusiones de CART 19 de acuerdo con este protocolo, y los tres han tenido
respuestas antitumorales. Estos hallazgos justifican el estudio continuo de linfocitos T redirigidos contra CD19
para neoplasias de linfocitos B.
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4380



aggaatagaa
atctcgacgg
agaaggaaaa
aattccageca
gccagtaaaa
cgectgttagyg
aggagtaata
ggctgaacat
aggggggatt
acaaactaaa
ggacagcaga
gecagagcgcea
gotgectaga
ctttttocoy
tttegeaacy
ggcctcttta
gtgattettg
taaggagccc
gtgcgaatoet
taaaattttt
gygccaagatc
gegbteeecage
cgggggtagt
geceecgeeet
cegetteeeg
gcgggtgagt
gactccactg
acgtecgtett
gtggagactg
tttgagtttg

ccatttcagg

gaagaaggtg
tatcgattag
gttatcttgg
gagacagggc
acagtacata
tgggcgggga
gaatctatga
cttaagacag
ggggggtaca
gaattacaaa
gatccagttt
catcgccecac
gaaggtggceg
agggtgggygg
ggtttgecge
cgggttatgg
atccegaget
cttegectey
aggtggcacct
gatgacctge
tgcacactgg
gcacatgttce
cteaagetygg
gggcggcaag
gceetgctge
cacccacaca
agtaccgggc
taggttggygy
aagttagagcc
gatcttggtt

tgtegtgatce
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gagagagaga
actgtagcecco
tagcagttca
aagaaacadgc
cagacaatgg
tcaagcagga
ataaagaatt
cagtacaaat
gtgcagggga
aacaaattac
ggctgeattyg
agtecceccgag
cggggtaaac
agaaccgtat
cagaacacag
ccecttgegtg
tcgggttgga
tgebtgagtt
tcgegectgt
tgcgacgolt
tatttcggtt
ggcgaggegy
ccggectget
gctggecegy
agggagctcea
aaggaaaagg
gccegtocagy
ggaggggttt
agcttggcac
cattctcaag

tagaggatcc

cagagacaga
aggaatatgg
tgtagccagt
atacttccte
cagecaattte
atttggecatt
aaagaasatt
ggcagtatte
aagaatagta
aaaaattcaa
atcacgtgag
aagttggggg
tgggaaagtg
ataaglgcag
gtaagtgeeg
ccttgaatta
agtgggtggy
gaggcctgge
ctegetgett
tttttctgge
tttggggeceyg
ggectgegag
ctggtgcectg
teggcaccag
aaatggagga
gcettteegt
cacctegatt
tatgcgatgg
ttgatgtaat
cctcagacag

atggccttac

51

tecattegat
cagctagatt
ggatatatag
ttaaaattag
accagtacta
ccctacaatc
ataggacagg
atccacaatt
gacataatag
aattttcggg
getecggtge
gaggggtcgg
atgtecgtgta
tagtcgccgt
tgtgtggttc
cttccacctyg
agagttcgag
ctgggegety
tecgataagtc
aagatagtct
€gggcggega
cgcggecace
gcctcegegeco
ttgcgtgage
cgcggcegete
cctcageaegt
agttctegag
agtttcceca
tctecttgga
tggttcaaag

cagtgaccge

tagtgaacgg
gtacacattt
aagcagaagl
caggaagatg
cagttaaaggc
cccaaagtea
taagagatca
ttaaaagaaa
caacagacat
tttattacag
ccgtcagtgg
caattgaace
ctggctecge
gaacgttctt
cegegggeet
gctgcagtac
geclttgeget
gggecgcecge
tctagccatt
tgtaaatgcg
cggggccecegt
gagaatoegga
gcecgtgtate
ggaaagatgyg
ggyagagegg
cgettecatgt
cttttggagt
cactgagtgg
atttgceccecett
ttttittett

cttgctecctg

4620

4680

4740

4800

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

€420



ccgetggect
tcectgtetyg
agtaaatatt
catacatcaa
gattattcte
cagggtaata
ggtggetegg
ggacctggee
tcattaccceqg
ctgggagtaa
accatecatca
gatgacacaq
gactactggg
ccaccaacac
cggecagegqy
atctgggecge
factgcaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
cagaaccagce
aagagacgtyg
ggcctgtaca
aaaggcgagc
accaaggaca
caacctctgyg
tttacgctat
gctttcaftt
cccgttgtca
tggggcattg

gccacggegy

tgctgcteea
cctctetagg
Laaattggta
gattacactc
tcaccattag
cgctteegta
geggtggtygy
tggtggegee
actatggtgt
tatggggtag
aggacaactc
ccatttacta
gccaaggaac
cggegeceac
€gggygygcge
ccttaaccgyg
ggggcagaaa
ctcaagagga
tgagagtgaa
tctataacga
gcegggacece
atgaactgca
gccggagggg
cclbacgacge
attacaaaat
gtggatacgc
tetecteett
ggcaacgtgg
ccaccacctg

aactcatcge
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cgecegecaqgq
agacagagte
tcagcagaaa
aggagtcccea
caacctggag
cacgttcgga
gtcgggtygge
cteacagaqgc
aagctggatt
tgaaaccaca
caagagccaa
ctgtgcecaaa
ctcagtcacc
catcgeatey
agtgcacacy
gacttgtggy
gaaactcctg
agatggetqgt
agttcagecagg
gctcaatcta
tgagatgggy
gaaagataag
caaggggcac
cchtcacatg
ttgtgaaaga
tgectttaatg
gtataaatcce
cgtggtgtgce
tcagcteett

cgcctgectt

ceggacatcee
accatcagtt
ccagatggaa
tcaaggttca
caagaagata
ggggggacca
ggcggatcetyg
ctgtcegtea
cgecageete
tactataatt
gttttcttaa
cattattact
gtctecctecaa
cagecectgt
agggggetgg
gtcecttetee
tatatattca
agetgeecgat
agcgcagacyg
ggacgaagag
ggaaagccga
atggcggagyg
gatggccttt
caggccctgce
ttgactggta
cctttgtate
taggttgetgt
actgtgtttyg
tcegggactt

gccecgetget

52

agatgacaca
gecagggcaag
ctgttaaact
gtggcagtgg
ttgeccactta
agctggagat
aggtgaaact
catgcactgt
cacgaaaggqg
cagctctcaa
aaatgaacaqg
acggtggtag
cecacgacgece
ceetgegece
acttegectyg
tgtcactggt
aacaaccatt
tteccagaaga
cceoecogegta
aggagtacga
gaaggaagaa
cctacagtga
accaggatct
ccccecteacta
ttcttaacta
atgctattge
ctctttatga
ctgacgcaac
tegetttece

ggacaggggc

gactacatcc
tcaggacatt
cctgatctac
gtectyggaaca
cttttgcecaa
cacagqgtgge
gcaggagtca
cteaggggte
tctggagtgg
atccagactg
tctgeaaact
ctatgctatg
agegecgega
agaggcgtge
tgatatctac
tatcaccctt
tatgagacca
agaagaagga
caageagggo
tgttttggac
ccctcaggaa
gattgggatyg
cagtacagcc
agtcgacaat
tgttgctect
ttocccgtatg
ggagttgtgy
cccecactggt
cctccctatt

teggetgtig

6480

6600
6660
6720
6780
6840
6900
6360
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160

8220



10

15

20

ggcactgaca
tgtgttgcca
ccagcggacce
cttegeecte
cggtaccttt
aaaagggayy
gtactggatc
acccactget
tgttgtgtga
ctagcagtag
tatcagagaqg
gcatcacaaa
aactcatcaa
ccegececta
tatttatgca
cttttttagga
<210>2

<211> 228
<212> DNA

attecegtggt
cctggattcot
tteccttceeg
agacgagteg
aagaccaalg
actggaaggg
tctctggtta
Laagcctcecaa
ctctggtaac
tagtteatgt
tgagaggaac
tttcacaaat
tgtatcttat
actecgececa
gaggccgagg

ggcctaggga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizada quimicamente

<400> 2
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gttgtegygy
gcgegggacy
cggeccetgetyg
gatctcccett
acttacaaqg
ctaattcact
gaccagatct
taaagettge
tagagatcce
catcttatta
ttgtttattyg
aaagecatttt
catgtctggce
gtitcecgecea
ccgeetegge

cgtacccaat

atgtagtclt atagcaatact cttgtagtet

gccttacaag
cgtgccttat
cegeattgea
<210> 3

<211>98
<212> DNA

gagagaaaaa
taggaaggca

gagatattgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizada quimicamente

<400> 3

gecaccgtgea

acagacgggt

atttaagtgc

aagctgacgt
tcecttctget
ceggetotge
tgggecegect
cagctgtaga
cccaacgaag
gagocctggga
cttgagtget
tcagaccett
ttcagtattt
cagelbtataa
tttcactgca
tctagectate
ttctcegeece
ctectgageta

tcgecetata

tgcaacatgqg
Lgcegattgg
ctgacatgga

ctagclLegat

53

cctttecatg
acgtecctte
ggcectcttee
cecegectgy
tcttagecac
acaagatctg
gctctctgge
tcaagtagly
ttagtcagtg
ataacltgca
tggttacaaa
ttctagttgt
ccgeccectaa
catggctgac
ttecagaagt

gtgagtcgta

taacgalgag ttagcaacat

gctgetegee
ggccctcaat
gcgtettege
aattcgagct
tLttttaaaag
ctttttgett
taactaggga
Ltotgcecegte
Eggaaaatct
aagaaatgaa
taaagcaata
ggtttgteca
ctcageccat
Lagttttttt
agtgaggagqg

ttac

tggaagtaag gtggtacgat

ttggacgaac cactgaattg

acataaac

8580

8640

8700

" 8760

8820

8880

8940

9000

5060

9120

9174

60

120

180

228



10

15

20

25

gggtectetet ggttadgacca gatctgagec tgggagctct ctggctaact agggaaccca
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ctgcttaage ctcaataaag cttgecttga gtgettcea

<210> 4

<211> 85

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 4
agtagtgtgt goccegtetgt
gtcagtgtgg aaaatctcta

<210>5

<211> 1377

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 5

cgaacaggga
ttgctgaage
tgactagegyg
gaattagatc
taaaacatat
tagaaacatc
gatcagaaga
ggatagagat
gtaagaccac
gacaattgga
gcacccacca
getttgttee
ctgacggtac
agggctattg
caggcaagaa
ggttgctctg

aaatclclgg

cttgaaageg
gegeacggea
aggctagaag
gcgatgggaa
agtatgggceca
agaaggctgt
acttagatca
aaaagacacc
cgeacagceaa
gaagltgaatt
aggcaaagag
ttgggttctt
aggccagaca
aggcegeaaca
tectggetgt
gaaaactcat

aacagatttyg

tgtgtgactc tggtaactag agatccctca gaccctttta

gcagt

aaagggaaac
agaggcegagyg
gagagagatqg
aaaattecggt
agcagggagc
agacaaatac
tLtatataata
aaggaagetl
gcggecgety
atataaatat
aagagtggtg
gggagcagca
attattgtct
geatetgttyg
ggaaagatac
ttgcaccact

gaatcacacg

cagaggaget
ggcggegact
ggtgcgagag
taaggccagg
tagaacgatt
tgggacaget
cagtagcaac
tagacaagat
atcttcagac
aaagtagtaa
cagagagaaa
ggaagcackta
ggtatagtge
caactcacag
ctaaaggatce
gctgtgectt

acctggatgg

54

ctetegacge
ggtgagtacg
cgtcagtatt
gggaaagaaa
cgcagttaat
acaaccatcc
cctetatogt
agaggaagag
ctggaggagy
aaattgaacc
aaagagcagt
tgggecgecage
agcagcagaa
tctgggaoeat
aacagctcecet
ggaatgctag

agtgggacayg

aggactegge
ccaaaaattt
aagcgyggygaga
aaatataaat
cctggectgt
cttcagacaqg
gtgcatcaaa
caaaacaaaa
agatatgagg
attaggagta
gggaatagga
gtcaatgacg
caatttgctyg
caagcagete
ggggatttgg
ttggagtaat

agaaattaac

50
08

60

85

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
760
840
900
960

1020
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15

20

aattacacaa
gaacaagaat
aattggetgtl
atagtttttg
ttteagacee

ggtggagaga

gcttaataca
tattggaatt
ggtatataaa
ctgtacttte
accteccaac

gagacagaga

<210> 6

<211> 547

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 6

tagactgtag
tggtagcagt
ggcaagaaac
atacagacaa
ggatcaagea
tgaataaaga
cagcagtaca
acagtgcagg

aaaaacaaat

cccaggaata
tcatgtagec
agcatactte
tggcageaat
ggaatttggce
atlaaagaaa
aatggcagta
ggaaagaata

tacaaaaatt

tttaoget

<210>7

<211> 1178

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400>7
gcteceggtge ccecgteaghtygg
gaggggtceqg caattgaacc

atgtcgtgta ctggctccge

tagtegeegt

tatgtggtte

gaacgttett

cegegggect
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cteccttaatt
agataaatgg
attattcata
tatagtgaat
cccgaggygga

cagatccatet

tggcagctag
agtggatata
ctcttaaaat
ttcaccagta
attccctaca
attataggac
ttcatceaca
gtagacataa

caaaattttc

gcagagcgca
ggtgcctaga
ctttttcoecg
tttcgecaacg

ggcctettia

gaagaatcgce
gcaagtttgt
atgatagtaqg
agagttaggc
ceegacaggce

cgattagtga

attgtacaca
tagaagcaga
tagcaggaag
ctacagttaa
atccccaaag
aggtaagaga
attttaaaag
tagcaacaga

gggtttatta

catcgeccac
gaaggtggeyg
agggtggggyg
ggtttgcege

cgggttatgg

55

aaaaccagca
ggaattggtt
gaggcttggt
agggatattc
ccgaaggaat

acggatcteg

tttagaagga
agtaattcca
atggccagta
ggeccgectgt
tcaaggagta
tcaggctgaa
daaaqgggay
catacaaact

cagggacagc

agtccecgag
cggggtaaac
agaaccgtat
cagaacacag

ccecttgegty

agaaaagaat
taacataaca
aggltttaaga
accattatcg
agaagaagaa

acggtat

aaagttatct
gcagagacag
aaaacagtac
tggtgggcayg
atagaatcta
catcttaaga
attggggggt
aaagaattac

agagatccag

aagttggggyg
tgggaaagtg
ataagtgcag
gtaagtgeeg

ccttgaatta

1080

1140

12C0

12860

1320

1377

50

120

180

240

300

360

420

480

60

120

180

240

300
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cttecacetg
agagttcgag
ctgggcgety
tegataagte
aagatagtct
cgggcggcega
cgeggecaco
agcetegegee
ttgcgtgage
cgeggegete
cctcagececgt
agttctegay
agtttcceca
tetecttgga
tggttcaaag
<210> 8

<211> 1459
<212> DNA

gclgoagtac
gcecettgegoet
gggecgecge
tctagceatt
tgtaaatgcg
cggggcccogt
gagaatcgga
geccgtgtate
ggaaagatgyg
gggagagcgg
cgetteatgt
cttttggagt
cactgagtgg
atttgccett

tctttttett

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizada quimicamente

<400> 8

atggcecttac
ccggacatoec
accatcagtt
ccagatggaa
tcaaggttca
caagaagata
ggggggacca
ggcggately
ctagtecgtea

cgcecagecte

cagtgaccge
agatgacaca
geagggcaag
ctgttaaact
gtggeagtgg
ttgcecactta
agctggagat
aggtgaaact
catgcactgt

cacgaaaggy
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gtgattcttg
taaggagccc
gtgcgaatct
taaaattttt
ggccaagatc
gcglocecage
cgggggtagt
gcececegeeet
ccgcetteceeg
gcgggtgagt
gactccactyg
acgtegtett
gtggagactg
tttgagtttyg

ccatttcagg

cttgctectyg
gactacatee
tcaggacatt
ccltgatectac
gtctggaaca
cttttgecaa
cacaggtggc
gcaggagtcea
ctcaggggtce

tetggagtgg

atcecegaget
cttegectog
ggtggcacct
gatgacctge
tgcacactag
gcacatgttc
ctcaagctag
gggcggceaag
gceceetgetge
cacccacaca
agtaccggge
taggttagyy
aagttaggee
gatelhtggtt

tgtcgtga

cegetggect
tecectgtetyg
agtaaatatt
catacatcaa
gattattecte
caggglaata
ggtggctegyg
ggacciggee
tecattacccyg

ctgggagtaa

56

tcgggttgga
Lgecttgagtt
tcgecgectgt
tgegacgett
tattteggtt
ggcgaggegqg
ccggeectget
gctggecegg
agggagctca
aaggaaaagqg
geegtceeagyg
ggaggggttt
agcttggcac

cattctcaag

tgctygctececa
cetetetggg
tazattggta
gattacactc
tcaccattag
cgcttecgta
gecggtggtoyg
tggtggcgece
actatggtgt

tatggggtag

agtgggtggg
gaggcctgge
ctcgetgett
tttttetgge
tttggggeeg
ggectgegag
ctggtgectg
tcggcaccag
aaalggagga
gecetttecgt
cacctegatt
tatgecgatqgg
ttgatgtaat

cctcagacaqg

cgcegecagg
agacagagtc
Lcagcagaaa
aggagtccca
caacctggag
cacgttegga
gtcgggtgge
cleacagage
aagctggatt

tgaaaccaca

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

10290

1080

1140

1178

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600
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tactataatt
gttttcttaa
cattattact
gtetecteaa
cagececctgt
agggggctag
gtecttetee
tatatattca
agctgecgat
agcgeagacy

ggacgaagag

ggaaagecga
atggceggagg
gatggcctit

caggcectge

cagctcelcaa
aaatgaacag
acggtggtag
ccacgacgcc
ceetgegece
acttecgectg
tgtcactggt
aacaaccatt
tteccagaaga
ccecegegta

aggagtacga

gaaggaagaa
cctacagtga
accagggtct

ccecteget

<210>9

<211> 591

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 9

atcaacctct
cttttacget
tggectttcat
ggecegttgt
gttggggcat
ttgecacggce
tgggecactyga
cotgtgttge
atccagegga

gcettegecee

ggattacaaa
atgtggatac
tttetectee
caggcaacgt
tgccaccace
ggaactcecatc
caattccgtg
cacctggatt
ccttecttee

tcagacgagt
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atccagactg
tctgcaaact
ctatgctatg
agecgeegega
agaggcgtge
tgatatctac
tatcaccett
tatgagacca
agaagaagga
caagcaggygc

tgttttggac

ccctcaggaa

gattgggatyg

cagtacagcce

atttgtgaaa
gctgctttaa
ttgtataaat
ggcgtggegt
tgtcagectec
gcegectgee
gtgttgtecgg
ctgegeggga
cgcggectge

cggatctcec

accatcatca
gatgacacag
gactactggg
ccaccaacac
cggccagegg
atetgggege
tactgcaaac
gtacaaacta
ggatgtgaac
cagaaccagce

aagagacgtyg

ggecetgtaca
aaaggcgagc

accaaggaca

gattgactgyg
tgcetitgta
cctggttget
gecactgtgtt
tttccgggac
ttgececegetyg
ggaagchtgac
cgtecttetyg
tgeecggetcet

tttgggecege

57

aggacaactc
ccatttacta
gccaaggaac
cggcgeecac
€ggggggcygc
ccttggeegyg
guggcagaaa
ctcaagagga
tgagagtgaa
tctataacga

geegggacec

atgaactgeca

gccggaqggyy

cctacgacgc

tattcttaac
tcatgctatt
gtotetttat
tgctgacgea
tttegettte
chtggacaggg
gtcctttecea
ctacgtcecect
gecggectett

ctceocgect

caagagccaa
ctgtgccaaa
ctecaghtcace
catcgegteg
agltgcacacg
gacttgtggg
gaaactcctyg
agatggctgt
gttcagcagg
gctcaatcta

tgagatgggg

gaaagataag
caaggggcac

ccttcacatg

tatgttgete
gchtcecegta
gaggagttgt
acccccactg
ccecteecta
gecteggetgt
tagctgeteg
teggcectcea
cegegtette

g

660

720

780

840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1459

60

120

180

240

300

360

420

480

540
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<210> 10

<211> 98

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 10
gggtectectet ggttagacca gatctgagec tgggagcetet clhggcetaact agggaaccca 60
ctgcttaage ctcaataaag cttgeccttga gtgettca 98
<210> 11
<211> 84
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 11

agtagtgtgt gcecegtectgt tgtgtgacte tggtaactag agatccctca gacccttitta 60
gtcagtgtgg aaaatctecta gcag B4
<210> 12

<211> 486

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 12

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His ala Ala Arg Pro Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu
20 25 30

Ser Ala Ser Leu Gly Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg RAla Ser Gln
35 40 45

Asp Ile Ser Lys Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr
50 55 60

Val Lys Leu Leu Ile Tyr His Thr Ser Arg Leu Eis Ser Gly Val Pro
65 70 15 BO

Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile
85 90 95

Ser Asn Leu Glu Gln Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly
100 105 110

Asn Thr Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Thr
115 120 125
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Gly

Val

145

Leu

Val

Val

Arg

Met

225

His

Thr

Thr

Ala

Phe
305

Gly

130

Lys

Ser

Ser

Tle

Leu

210

Asn

Tyr

Ser

Pro

Cys

290

Ala

Gly

Leu

Val

Trp

Trp

195

Thr

Ser

Val
Ala
275

Arg

Cys

WVal Leu Leu

l-ys

Thr

Glu

Pro

385

Gly

Pro

Tyxr

Lys

Thr

Gly

370

Ala

Arg

Glu

Asn

Leu

Glin

355

Gly

Tyr

Arg

Met

Glu
435

Gly

Gln

Thr C

Ile

180

Gly

Ile

Leu

Tyr

'f]l T

260

Pro

Pro

Asp

Leu

Leu

340

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

420

Leu

Ser

Glu

Ser

Ile

Gln

Gly
245

Val §

Thr

Ala

Ile

Ser

325

Tyr

Glu

Glu

Gln

Glu

405

Gly

Gln

Gly

Ser

150

Gln

Glu

Thr
230

Gly

Ile

Ala

Tyr
310

Leu

Ile

Asp

Leu

Gly
390

Tyr I

Lys

Lys
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Gly

135

Gly

Val

Pro

Th r

Asp

215

Asp

Ser

Ser

Ala

Gly

295

Ile

Val

Phe

Gly

Arg

375

Gln

Gly

Pro

Pro

Thr

200

Asn

Asp

Tyr

Thr

Ser

280

Gly

| YS

Cys

360

Val

Asn

Val

Arg

Lys
440

Gly

Gly

Gly

Arg

185

Tyr

Ser

Ala
Thr
265
Gln

Ala

Ala

Thr

Gln

345

Ser

Lys

Gln

Leu

Arg

425

Met

59

Ser

Leu

Val

17¢C

Lys

Tyr

Lys

Ala

Met

250

Thr

Pro

Val

Pro

Leu
330

Pro

Leu
Asp
410

Lys

Ala

Gly

Val

155

Ser

Gly

Asn

Ser

Ile

235

Asp

Leu

His

Leu

315

Tyr

Phe

Arg

Ser

Tyr

395

Lys

Asn

Glu

Gly

140

Ala

Leu

Leu

Ser

Gln

220

Tyr

Tyr

Ala

Ser

Thr

300

Ala

Cys

Met

Phe

Arg

380

Asn

Arg

Pro

Ala

Gly

Pro

Pro

Glu

Ala

205

Val

Tyr

Trp

Pro

Leu

285

Arg

Gly

Lys

Arg

Pro

365

Ser

Glu

Arg

Gln

Tyr
445

Asp
Trp
190
Leu
Phe
Cys
Gly
Arg
270
Arg
Gly
Thr
Arg
Pro

350

Ala
Leu
Gly
Glu

430

Ser

Ser

Gln

Tyr

175

Leu

Lys

Leu

Ala

Gln

255

Pro

Pro

Leu

Cys

Gly
335
Val
Glu
Asp
Asn
brg
415

Gly

Glu

Glu

Ser

160

Gly

Gly

Ser

Lys

Lys

240

Gly

Glu

ASD

Gly
320

Arg

Gln

Glu

Ala

Leu

400

Asp

Leu

Ile
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Gly Met Lys Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr
450 455 460

Gln Gly Leu Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met

465 470 475 480
Gln Ala Leu Pro Pro Arg
485
<210>13
<211> 63
5 <212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizada quimicamente
10
<400> 13
atggccttac cagtgaccge cttgctectg cecgetyggect tgctgcteca cgccgecagg 60
ceqg 63
15 <210> 14
<211> 726
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
20 <220>
<223> Sintetizada quimicamente
<400> 14
gacatccaga tgacacagac tacatcctcecce ctgtctgect ctetgggaga cagagtcacce 60
atcagttgeca gggcaagtca ggacaltagt aaatatttaa attggtatca gcagaaacca 120
gatggaactqg ttaaactcct gatctaccat acatcaagat tacactcagg agtcccatca 180
aggttcagtg gcagtgggtc tggaacagal tattctctceca ccattagecaa cctggagceaa 240
gaagatattg ccacttactt ttgccaacag ggtaatacgc ttecgtacac gttcggaggg 300
gggaccaagce tggagatcac aggtggeggt ggetcgggeg gtggtgggte gggtggcgge 360
ggatctgagyg tgaaactgca ggagtcagga cctggectgg tggcgeoctc acagagcectg 420
tcegtecacat gecactgtete aggggtcteca ttacccgact atggtgtaag ctggattege 480
cagectccac gaaagggbtcet ggagtggcectyg ggagtaatat gggagtagtga aaccacatac 540
tataattcag ctetcaaatc cagactgacc atcatcaagg acaactccaa gagccaagtt 600
ttcttaaaaa tgaacagict gcaaactgat gacacagcca tttactactg tgccaaacat 660
tattactacg gtggtagcta tgctatggac tactgggycce aaggaaccte agtcaccgte 720
25 tectea 726
<210>15
<211> 135
<212> DNA

30 <213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

60



10

15

20

25

30

35

ES 2700966 T3

<400> 15
accacgacge cagcgecgeg accaccaaca ccggcegcecca ccategegte gcagceccctg
tcecktgegee cagaggegtg cecggecageg geggggggceg cagtgeacac gagggggetyg
gacttcgeet gtgat

<210> 16

<211>72

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 16

atctacatct gggegcectt ggecegggact tgtggggtee ttctectgtc actggttatc
accctttact ge

<210> 17

<211> 126

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 17

aaacggggea gaaagaaach cctgtatata Cttcaaacaac catltatgag accagtacaa
actactcaag aggaagatgg ctgtagctuc cgatttccayg aagaagaaga aggaggatgt
gaactg

<210> 18

<211> 336

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 18
agagtgaagt tcagcaggag cgcagacgcc cccgegtaca agecagggcca gaaccagcectce
tataacgagce teaatctagg acgaagagag gagtacgatg ttttggacaa gagacgtgge
cgggaccctyg agatgguggg aasagecgaga aggaagaacc ctcaggaagg cctglacaat
gaactgcaga aagataagat ggcggaggce tacagtgaga titgggatgaa aggcgagcege
cggaggggca aggggeacga tggectitac cagggtetca gtacagccac caaggacacce

tacgacgece ttceacatgeca ggecctgcece cclege

61

60
120

135

60

72

60

120

126

60

120

180

240

3090

336
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<210> 19

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 19

Met Ala Leu Pro Val Thr Ala Leu Leu Leu Pro Leu Ala Leu Leu Leu
1 5 10 15

His Ala Ala Arg Pro
20

<210> 20

<211> 242

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 20

Asp Ile Gln Met Thr Gln Thr Thr Ser Ser Leu Ser Ala Ser Leu Gly
1 5 10 15

Asp Arg Val Thr Ile Ser Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Lys Tyr
20 25 30

Leu Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Asp Gly Thr Val Lys Leu Leu Ile
35 40 45

Tyr His Thr Ser Arg Leu His Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
50 55 60

Ser Gly Ser Gly Thr Asp Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Leu Glu Gln
Glu Asp Ile Ala Thr Tyr Phe Cys Gln Gln Gly Asn Thr Leu Pro Tyr
85 20 95

Thr Fhe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Thr Gly Gly Gly Gly Ser
100 105 110

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Glu Val Lys Leu Gln Glu
115 120 125

Ser Gly Pro Gly Leu Val Ala Pro Ser Gln Ser Leu Ser Val Thr Cys
130 135 140

Thr Val Ser Gly Val Ser Leu Pro Asp Tyr Gly Val Ser Trp Ile Arg
145 150 155 160
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Gln Pro Pro Arg Lys Gly Leu Glu Trp Leu Gly Val Ile Trp Gly Ser
165 170 175

Glu Thr Thr Tyr Tyr Asn Ser Ala Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ile
180 185 190

Lys Asp Asn Ser Lys Ser Gln Val Phe Leu Lys Met Asn Ser Leu Gln
195 200 205

Thr Asp Asp Thr Ala Tle Tyr Tyr Cys Ala Lys His Tyr Tyr Tyr Gly
210 215 220

Gly Ser Tyr Ala Met Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Ser Val Thr Val
225 230 235 240

Ser Ser

<210> 21

<211> 47

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizada quimicamente
<400> 21

Thr Thr Thr Pro Ala Pro Arg Pro Pro Thr Pro Ala Pro Thr Tle Ala
1 5 10 15

Ser Gln Pro Leu Ser Leu Arg Pro Glu Ala Cys Arg Pro Rla Ala Gly

20 25 30
Gly Ala Val His Thr Arqg Gly Leu Asp Phe Ala Cys Asp Ile Tyrx
35 40 45
<210> 22
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizada quimicamente
<400> 22
Ile Trp Ala Pro Leu Ala Gly Thr Cys Gly Val Leu Leu Leu Ser Leu
1 5 10 15
Val Ile Thr Leu Tyr Cys
20
<210> 23
<211> 42
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 23

Lys Arg Gly Arg Lys Lys Leu Leu Tyr Ile Phe Lys Gln Pro Phe Met
1 5 10 15

Arg Pro Val Gln Thr Thr Gin Glu Glu Asp Gly Cys Ser Cys Arg Phe

10

15

20

25

30

20 25 30
Pro Glu Glu Glu Glu Gly Gly Cys Glu Leu
35 40
<210> 24
<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Sintetizada quimicamente
<400> 24
Arg Val Lys Phe Sexr Arg Ser Ala Asp Ala Pro Ala Tyr Lys Gln Gly
1 3 10 15
Gin Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg Glu Glu Tyr
20 25 30
Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Giu Met Gly Gly Lys
35 10 45
Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu Leu Gln Lys
50 55 60
Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys Gly Glu Arg
65 70 75 80
Arg Arg Gly Lys Gly Rils Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu Ser Thr Ala
85 90 85
Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu Pro Pro Arg
ic0 105 110
<210> 25
<211> 22
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sintetizada quimicamente

<400> 25

gaaagctgac tgcccctatt tg 22
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<210> 26

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<900> 26

gagaggaagt gctgggaaca at 22
<210> 27

<211>15

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizada quimicamente

<400> 27

ctceecagte tettt 15
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REIVINDICACIONES

1. Un linfocito T modificado genéticamente para expresar un CAR en el que el CAR comprende (a) un dominio
de unién al antigeno que es un scFv anti-CD19 (b) una regién de sefalizacion coestimuladora 4-1BB, y (c) un
dominio de sefalizacion CD3 zeta para utilizar en un método para tratar el cancer en un humano, en el que el
scFv anti-CD19 comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 20 y/o el dominio de sefalizaciéon
CD3 zeta comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, y en el que el humano es resistente
por lo menos a un agente quimioterapéutico.

2. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el cancer comprende un tumor no
sélido como un tumor hematolégico.

3. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el cancer es una leucemia o linfoma.
4. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la leucemia puede ser:

(i) una leucemia aguda o una leucemia crénica; o
(i) una leucemia linfocitica aguda.

5. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el cancer puede ser:

(i) leucemia linfocitica aguda pre-B (indicacion pediatrica), leucemia linfocitica aguda en adultos,
linfoma de células del manto o linfoma difuso de linfocitos B grandes;

(ii) linfoma no Hodgkin;

(iii) mieloma muiltiple; o

(iv) enfermedad de Hodgkin.

6. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el cancer es una leucemia linfocitica
aguda.

7. Un linfocito T modificado genéticamente para expresar un CAR, en el que el CAR comprende (a) un dominio
de unidén al antigeno que es un scFv anti-CD19 (b) una regién de sefalizacion coestimuladora 4-1BB, y (c) un
dominio de sefializacion CD3 zeta para utilizar en un método para tratar el cancer que comprende administrar
dicho linfocito T, a un humano diagnosticado con cancer, en el que el scFv anti-CD19 comprende la secuencia
de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 20 o el dominio de sefializacion CD3 zeta comprende la secuencia de
aminoacidos de Id. de Sec. N° 24, y en el que dicho método genera una poblacion de linfocitos T modificados
genéticamente que persiste en el ser humano durante al menos ocho meses, nueve meses, diez meses, once
meses, doce meses, dos afos o tres afios después de la administraciéon y en donde el ser humano es resistente
por lo menos a un agente quimioterapéutico.

8. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la poblacién persistente de linfocitos T
modificados genéticamente comprende al menos una célula seleccionada del grupo que consiste de un linfocito
T que se ha administrado al humano, una progenie de linfocitos T que se ha administrado al humano, y una
combinacién de las mismas.

9. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la poblacién persistente de linfocitos T
modificados genéticamente comprende un linfocito T de memoria.

10. Un linfocito T modificado genéticamente para expresar un CAR, en el que el CAR comprende (a) un dominio
de unién al antigeno que es un scFv anti-CD19 (b) una regién de sefalizacion coestimuladora 4-1BB, y (c) un
dominio de sefializacion CD3 zeta para utilizar en un método para tratar el cancer que comprende administrar
dicho linfocito T, a un humano diagnosticado con cancer, en el que el scFv anti-CD19 comprende la secuencia
de aminoacidos de Id. de Sec. N°: 20 o el dominio de sefializacion CD3 zeta comprende la secuencia de
aminoacidos de Id. de Sec. N°: 24, y en el que dicho método expande una poblacién de linfocitos T modificados
genéticamente en el ser humano y en donde el ser humano es resistente por lo menos a un agente
quimioterapéutico.

11. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en el que los linfocitos T modificados
genéticamente administrados genera una progenie de linfocitos T en el humano que comprende un linfocito T de
memoria.

12. El linfocito T para utilizar de acuerdo con la reivindicacion 10, en el que los linfocitos T modificados
genéticamente administrados generan una poblacién de progenie de linfocitos T que persiste en el humano
durante al menos tres meses, cuatro meses, cinco meses, seis meses, siete meses, ocho meses, nueve meses,
diez meses, once meses, doce meses, dos afos o tres afios después de la administracion.
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13. El linfocito T para utilizar de acuerdo con las reivindicaciones 7-12, en el que el cancer es como se ha
definido en cualquiera de las reivindicaciones 2-5 o en el que el cancer es una leucemia linfocitica crénica.

14. El linfocito T para utilizar de acuerdo con las reivindicaciones 6, 7 o 10, en el que el humano tiene una
leucemia linfocitica crénica que es una leucemia CD19+ refractaria y linfoma.

15. El linfocito T para utilizar de acuerdo con las reivindicaciones 1-14, en el que el linfocito T es una célula
autéloga o alogénica.

16. El linfocito T para utilizar de acuerdo con las reivindicaciones 1-15, en el que dicha célula se administra
después de terapia ablativa de linfocitos B, tal como con agentes que reaccionan con CD20, por ejemplo,
Rituxan.

17. El linfocito T para utilizar de acuerdo con las reivindicaciones 1-16 en el que dicha célula se administra en
una composicion farmacéutica a una dosis de 10* a 10° células/kg peso corporal o de 10° a 108 células/kg peso
corporal.

18. El linfocito T para utilizar de acuerdo con las reivindicaciones 1-17 en el que:

(i) la regiéon de sefializacion coestimuladora 4-1BB comprende la secuencia de aminoacidos de Id. de
Sec. N°: 23;

(i) el CAR comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en |d. de Sec. N°: 12;

(iii) el scFv anti-CD19 esta codificado por Id. de Sec. N°: 14;

(iv) la regiéon de sefializacion 4-1BB puede estar codificada por Id. de Sec. N° 17 y el dominio de
sefializacion CD3 zeta esta codificado por Id. de Sec. N°: 18;

(v) el scFv anti-CD 19 esta codificado por Id. de Sec. N°: 14, la region de sefializacion 4-1BB esta
codificada por Id. de Sec. N°: 17 y el dominio de sefializacién CD3 zeta esta codificada por Id. de Sec.
N°: 18; o

(vi) el CAR esta codificado por la secuencia de acido nucleico expuesta en |d. de Sec. N°: 8.
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Proceso de fabricacién CART-19

—— - Muestras:
Aféresis linfocitos ] Esterilidad
Dia0 I; Contaje/
s Viabilidad g
[Elutriacién (Borrador SOP 0211) ] Citometria flujo 1
Lavado Cytomate (SOP 0290) J
r
l N Muestras:
- Pre-expansion/ botdn Pre-TND
e e s s Pt r———— ——— | I— SS———
Dia1l Transduccién (SOP 0262)
0.CD19-41BBC
Cultivo en recipientes ]
Dias 3-4 Lavado para eliminar el vector (SOP 0290)
Cultivo en recipientes Lifecell (SOP 0221) /“"'i Citometria flujo D7 __ J
, 4 Muestras pre-recogida:
Dias 5-11 . . Contaje/ Viabilidad
Cultivo en bioreactor Wave Supe Células+ (Mycoplasma)
(SOP 0660,0661,0665) Citometria flujo
l— - Botén (secuencia ADN
| vector, ADN VSV-G
Eliminar cuentas —MaxSep (SOP 0264) ] cuantitativo)
- S L T Criopreservacién de células
o R ————————————————
o R S e
% Recogida — Fenwal (SOP 0263) ]
§ { l P | Superecogida (RCL)
Rick o
% Producto post-recogida I Muestras post-recogida:
- Contaje/ Viabilidad
- » l o L Supe post-recogida (ELISA
i Criopreservacion del producto final en BSA)
criomedio infusible (SOP 0271, 0272, 0717) Numero cuentas residuales
Muestras formulacién
T ) final:
Cultivo bacteriano/fungico
Endotoxina

Viales centinela

Figura 11
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