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DESCRIPCION
Métodos para mejorar la eficiencia de la transduccién vectorial en linfocitos T
1. Campo

La divulgacién del presente documento se refiere a métodos para mejorar la eficiencia de transduccion de vectores en
células.

2. Antecedentes

Los linfocitos T reconocen e interactdan con antigenos especificos, incluidos los antigenos asociados a tumores o
especificos de tumores. Debido a que los linfocitos T son capaces de matar células tumorales, los ultimos 25 afios han
visto un gran objeto de interés dirigir células tumorales hacia linfocitos T, bien linfocitos T especificos de antigeno o
linfocitos T genéticamente modificados para expresar uno o mas receptores de antigeno quimérico (CAR; véase, p.
ef., Eshhar, patente de EE.UU. No. 7,741,465; Eshhar, publicacion de solicitud de patente de EE.UU. No.
2012/0093842). Existe una necesidad en el campo de nuevos métodos para mejorar la eficiencia de la derivacion de
CAR a partir de linfocitos T.

3. Compendio

La invencién se refiere a un método de transduccion de linfocitos T primarios como se describe en las reivindicaciones
adjuntas.

Se describen métodos para mejorar la eficiencia de la produccién de células genéticamente modificadas, por ejemplo,
células inmunes, tales como linfocitos T, por ejemplo, linfocitos T humanos, por ejemplo, linfocitos T primarios (p. €j.,
linfocitos T humanos primarios). Sin desear estar ligado a ningin mecanismo o teoria en particular, se cree que el
sistema inmunolégico innato puede inhibir la etapa de transduccion viral de la produccién de células CAR T vy, por lo
tanto, inhibir la actividad del sistema inmunolégico innato (p. €j., inhibiendo la capacidad del sistema inmunolégico
innato para inhibir la transduccion viral y/o posterior produccion de proteina viral), se puede mejorar la derivacién de
células CAR T usando vectores (p. ej., vectores virales, p. ej., vectores retrovirales, por ejemplo, vectores lentivirales).

Los métodos proporcionados en el presente documento pueden usarse junto con cualquier tipo de célula, en particular,
cualquier célula de mamifero, por ejemplo, cualquier célula humana, p. €j., células usadas para terapéutica celular, p.
e/., terapéutica de células humanas. Ejemplos no limitantes de células en as que se pueden usar los métodos incluyen,
pero no se limitan a, células citotoxicas naturales (NK) (p. ej., células citotoxicas naturales de la placenta intermedia
descritas en la patente de EE.UU. No. 8,263,065 o en la solicitud de EE.UU. No. 2012/0148553, células dendriticas
(DC), células madre de la placenta p. ej., las células madre de la placenta descritas en las patentes de EE.UU. Nos.
7,468,276; 8,057,788 y 8,202,703), células adherentes derivadas del amnios (AMDACS) (p. €., las AMDAC descritas
en la patente de EE.UU. No. 8.367), linfocitos de infiltracion tumoral, células de empaquetamiento viral (p. €., células
293T HEK); células madre de tipo mesenquimal (o células madre mesenquimales o células del estroma
mesenquimales) de sangre del cordén umbilical, sangre de la placenta, sangre periférica, médula 6sea, pulpa dentaria,
tejido adiposo, tejido osteocondrial y similares; células madre embrionarias, células germinales embrionarias, células
madre de la cresta neural, células madre neurales y células diferencias (p. €., fibroblastos, etc.). Los métodos también
pueden usarse en lineas de células tumorales, p. gj., con fines experimentales en modelos animales.

En determinadas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden incluir la transduccion (p. ej.,
la transduccion con un retrovirus, por ejemplo, un lentivirus) células (p. ej., linfocitos T humanos primarios). En
determinadas realizaciones, los métodos descritos en el presente documento pueden incluir poner en contacto células
(p. €/., linfocitos T humanos primarios) con un compuesto que es un inhibidor del sistema inmunitario innato antes,
concurrentemente o después de dicha transduccion (p. €., fransduccion retroviral, por ejemplo transduccion lentiviral).
En una realizacién particular, la transduccién (p. )., transduccién retroviral, por ejemplo la transduccién lentiviral)
introduce en las células un &cido nucleico aislado mayor que 10 kilobases. En otra realizaciéon mas, el acido nucleico
aislado transducido a las células (p. ej., mediante transduccion retroviral, por ejemplo, transduccién lentiviral en
linfocitos T humanos primarios), por ejemplo, un vector, p. ej., un vector viral, codifica una o mas proteinas, por ejemplo,
codifica uno 0 mas receptores de antigenos quiméricos.

En una realizacién particular, el compuesto usado en los métodos descritos en el presente documento para poner en
contacto dichas células (p. €j., linfocitos T humanos primarios) durante la transduccion (p. €., transduccidn retroviral,
por ejemplo transduccion lentiviral) es un inhibidor del sistema inmunolégico innato. En una realizacion particular, dicho
inhibidor del sistema inmunoldgico innato es un inhibidor de la quinasa € IkB (IKK €) y/o quinasa 1 de unién a TANK
(TBK1). En una realizacién especifica, dicho compuesto es BX795. En una realizacion especifica, dicho inhibidor del
sistema inmunoldgico innato es un inhibidor de la proteina quinasa R (PKR). En una realizacion especifica, dicho
compuesto es 2-Aminopurina (2-AP).

En una realizacion de los métodos descritos en el presente documento, las células (p. ej., linfocitos T humanos
primarios) se ponen en contacto con un compuesto descrito en el presente documento (p. ¢j., BX795 o 2-AP) antes,
concurrentemente o después de la transducciéon con un vector, por ejemplo, un vector viral (p. ej., transduccién
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retroviral, por ejemplo transduccion lentiviral). En otra realizacion, las células (p. €j., finfocitos T humanos primarios)
se ponen en contacto con un compuesto descrito en el presente documento (p. ej., BX795 o 2-AP) 30 minutos, 60
minutos, 2 horas o 3 horas antes de la transduccién con un vector viral (p. gj., fransduccion retroviral, por ejemplo
transduccion lentiviral). En otra realizacién, las células (p. gj., finfocitos T humanos primarios) se ponen en contacto
con un compuesto descrito en este documento (p. gj., BX795 o 2-AP) concurrentemente con la transduccion con un
vector viral (p. gj., fransduccion retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) y durante un periodo de 2 horas, 4 horas
0 6 horas a partir de entonces. En otra realizacién, las células (p. gj., finfocitos T humanos primarios) se ponen en
contacto con un compuesto descrito en este documento (p. ., BX795 2-AP) durante 30 minutos, 60 minutos, 2 horas
0 3 horas antes de la transduccién con un vector viral (p. €j., transduccién retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral)
y concurrentemente con la transduccion (p.ej., fransduccion retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) durante un
periodo de 2 horas, 4 horas o 6 horas a partir de entonces. En una realizacién especifica, dicho compuesto descrito
en el presente documento (p.ej., BX795 o 2-AP) se usa a una concentracién de 1-20 uM o mM, respectivamente. In
another embodiment, said compound described herein (e.g., BX795 or 2-AP) is used at a concentration of 2.5-10 uM
or mM, respectively. En otra realizacién mas, dicho compuesto descrito en el presente documento (por ejemplo, BX795
0 2-AP) se usa a una concentracién de 4-8 uM o mM, respectivamente.

En una realizacion, los métodos proporcionados en el presente documento comprenden adicionalmente poner en
contacto células (p. ej., linfocitos T humanos primarios) con un reactivo de transformacion (por ejemplo, dietilaminoetil-
dextrano o sulfato de protamina) antes o concurrentemente con la transduccién con un vector, por ejemplo, un vector
viral. (por ejemplo, transduccion retroviral, por ejemplo transduccién lentiviral).

En una realizaciéon de los métodos descritos en el presente documento, las células (p. ej., linfocitos T humanos
primarios) se ponen en contacto adicionalmente con un agente capaz de estimular un complejo receptor de células T
antes de la transduccion con un vector, por ejemplo, un vector viral (p. ej., transduccion retroviral, por ejemplo,
transduccion lentiviral). En una realizacion particular, dicho agente es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno.
En una realizacién particular, dicho anticuerpo o fragmento(s) de unién a antigeno se une especificamente a CD3 y/o
CD28. En una realizacion particular, dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se acopla a un sustrato sélido
(p. €., dynabeads®). En otra realizacién particular, dicho anticuerpo o fragmento(s) de unién a antigeno (por
ejemplo,anti-CD3 y/o anti-CD28) no estan presentes en una superficie sélida, p. ej., la misma superficie sélida, sino
que estan presentes en disolucion, o forman complejos con otro compuesto 0 composicion que permite la presentacion
del anticuerpo o fragmento(s) de union al antigeno a la célula, p. ej., el anticuerpo o fragmento(s) de unién al antigeno
forman complejos con un polimero, hidrogel, albumina, y/o una molécula hidrofébica. En determinadas realizaciones,
la molécula con la que forman complejos el anticuerpo o fragmento(s) de unién al antigeno no es un adyuvante. En
otra realizacion, dicha puesta en contacto ocurre al menos 48 horas, al menos 44 horas, al menos 40 horas, al menos
36 horas, al menos 32 horas, al menos 28 horas, al menos 24 horas, al menos 20 horas, al menos 16 horas, al menos
12 horas, al menos 8 horas o al menos 4 horas antes de la transduccién de dichas células con un vector, por ejemplo
un vector viral (p. €j., transduccién retroviral, por ejemplo transduccion lentiviral).

En una realizacion particular de los métodos descritos en el presente documento, las células (p. ej., linfocitos T
humanos) se transducen con un virus (p. €j., un retrovirus, por ejemplo un lentivirus) a una multiplicidad de infeccion
(MQI) de 1.5 a 3.0.

En una realizacion especifica, en el presente documento se proporciona un método de transduccién de linfocitos T
primarios (p. €j., linfocitos T primarios humanos), que comprende: poner en contacto linfocitos T primarios con i) un
vector viral (p. ej., vector retroviral, por ejemplo, un vector lentiviral) que comprende un acido nucleico y ii) un
compuesto que es un inhibidor del sistema inmunolégico innato, de modo que el acido nucleico se transduce a los
linfocitos T. En otra realizacion especifica, dicha puesta en contacto de dichos linfocitos T primarios con dicho
compuesto ocurre antes (p. /., 30 minutos antes, 1 hora antes, 2 horas antes, 3 horas antes, 4 horas antes, 6 horas
antes, 7 horas antes, 8 horas antes, 9 horas antes 0 10 horas antes) y/o concurrentemente con el contacto de dichos
linfocitos T con dicho vector viral. En otra realizacion especifica, dicho vector viral comprende un acido nucleico que
codifica una 0 mas proteinas, por ejemplo, uno 0 mas receptores de antigenos quiméricos (CAR).

En otra realizacion especifica, dicho compuesto inhibe la actividad de la quinasa IKB € (IKK €) o la quinasa 1 de unién
a TANK (TBK1). En otra realizacion especifica, dicho compuesto que inhibe la actividad de la quinasa € IkB (IKK €) o
la quinasa 1 de union a TANK (TBK1) es BX795 (p. /., BX795 1 uM, 2 uM, 3 uM, 4 pM, 5 uM, 6 pM, 7 uM, 8 uM, 9
pM o 10 uM). En otra realizacion especifica, dicho compuesto inhibe la actividad de la proteina quinasa R (PKR). En
otra realizacion especifica, dicho compuesto que inhibe la actividad de la proteina quinasa R (PKR) es 2-Aminopurina
(2-AP) (p. €., 2-AP 1mM, 2mM, 2.5mM, 3mM, 4mM, 5mM, 6mM, 7mM, 8mM, 9mM o 10mM).

En otra realizacién especifica, el método de transduccion de linfocitos T primarios comprende ademas poner en
contacto dichos linfocitos T primarios con un agente capaz de estimular un complejo receptor de linfocitos T antes de
poner en contacto los linfocitos T primarios con el vector viral. En una realizacion especifica, dicho agente es un
anticuerpo o fragmento de unién a antigeno, p. ej., un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que se une
especificamente a CD3 y/o CD28. En otra realizacion especifica, el método de transduccién de linfocitos T primarios
comprende ademdas poner en contacto los linfocitos T primarios con un reactivo de transformacién (p. ej.,
dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina) y, opcionalmente, una citoquina (p. €j., interleucina 2 (IL-2), interleucina
7 (IL-7), interleucina 12 (IL-12), interleucina 15 (IL-15) o interleucina 21 (IL-21)).
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En otra realizacién especifica, en el presente documento se proporciona un método de transduccion de linfocitos T
primarios (p. €j., linfocitos T primarios humanos), que comprende: poner en contacto linfocitos T primarios humanos,
en presencia de dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina e interleucina 2, con i) a vector retroviral, por ejemplo,
un vector lentiviral que comprende un acido nucleico que codifica una o mas proteinas, por ejemplo, uno o mas
receptores de antigenos quiméricos, y ii) BX795 (por ejemplo, BX795 6 uM), de manera que el acido nucleico se
transduce en los linfocitos T. En una realizacion especifica, dicha puesta en contacto de dichos linfocitos T primarios
con BX795 ocurre antes (p. €., 3 horas antes, 6 horas antes) y/o concurrentemente con la puesta en contacto de
dichos linfocitos T con dicho vector viral. En otra realizacion especifica, dicho vector comprende un acido nucleico que
codifica uno 0 mas receptores de antigenos quiméricos.

En otra realizacién especifica, en el presente documento se proporciona un método de transduccion de linfocitos T
primarios (p. €j., linfocitos T primarios humanos), que comprende: poner en contacto linfocitos T primarios humanos,
en presencia de dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina e interleucina 2 (IL-2), con i) un vector retroviral, por
ejemplo, un vector lentiviral que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico vy ii)
BX795 6 uM, en donde el contacto de los linfocitos T primarios humanos con el BX795 6 uM se produce durante
aproximadamente 3 horas, seguido de al menos 6 horas de poner en contacto simultdneamente los linfocitos T
primarios humanos con el vector viral y el BX795 6 pM, de modo que el acido nucleico se transduce en los linfocitos
T. En otra realizacién especifica, dicho vector viral comprende un &cido nucleico que codifica uno 0 mas receptores
de antigenos quiméricos.

En otra realizacién especifica, en el presente documento se proporciona un método de transduccion de linfocitos T
primarios (p. €j., linfocitos T primarios humanos), que comprende: poner en contacto linfocitos T primarios humanos,
en presencia de dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina e interleucina 2, con i) a vector retroviral, por ejemplo,
un vector lentiviral que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico y ii) 2-AP (p. €j.,
2-AP 2.5-10 mM), de manera que el &cido nucleico se transduce en los linfocitos T. En una realizacion especifica,
dicho contacto de dichos linfocitos T primarios con 2-AP ocurre antes (p. gj..90 minutos antes, 2 horas antes o 3 horas
antes) y/o concurrentemente con el contacto de dichos linfocitos T con dicho vector viral. En otra realizacion especifica,
dicho vector viral comprende un acido nucleico que codifica uno 0 mas receptores de antigenos quiméricos.

En otra realizacién especifica, en el presente documento se proporciona un método de transduccion de linfocitos T
primaros (p. €j., linfocitos T primarios humanos), que comprende: poner en contacto linfocitos T primarios humanos,
en presencia de dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina e interleucina 2, con i) a vector retroviral, por ejemplo,
un vector lentiviral que comprende un acido nucleico que codifica un receptor de antigeno quimérico y ii) 2-AP 2.5-10
mM, en donde la puesta en contacto de los linfocitos T primarios humanos con el 2-AP 2.5-10 mM se produce durante
90 minutos, seguido de al menos 5 horas de puesta en contacto concurrente de los linfocitos T primarios humanos
con el vector viral y el 2-AP 2.5-10 mM, de forma que el acido nucleico se transduce a los linfocitos T. En otra
realizacién especifica, dicho vector viral comprende un &cido nucleico que codifica uno o méas receptores de antigenos
quiméricos.

4. Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A y 1B muestran los efectos del tratamiento concurrente de DEAE-dextrano solo (Figura 1A) o con
BX795 en presencia de DEAE-dextrano (Figura 1B, a concentraciones de 1 uM, 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM y 10 uM)
sobre la eficiencia de la transduccion de linfocitos T primarios usando lentivirus que codifican receptores de antigenos
quiméricos.

La Figura 2 muestra los efectos del tratamiento con BX795 sobre la eficiencia de la transduccién lentiviral. Se evalué
la eficiencia de transduccion de linfocitos T primarios transducidos con lentivirus que codifican el receptor de antigeno
quimérico para diversas condiciones: (i) pretratamiento con BX795, (ii) tratamiento concurrente con BX795, (iii) una
combinacion de pretratamiento con BX795 y tratamiento concurrente y (iv) un tratamiento de control.

Las Figuras 3A y 3B muestran los efectos de los reactivos de transformacion DEAE-dextrano y sulfato de protamina
sobre la viabilidad de los linfocitos T humanos primarios (Figura 3A) y los efectos de varias concentraciones de 2-
AP en presencia de DEAE-dextrano o sulfato de protamina en la viabilidad de los linfocitos T humanos primarios
transducidos con lentivirus (Figura 3B).

Las Figuras 4A y 4B muestran la eficiencia de la transduccion lentiviral en ausencia de 2-AP (Figura 4A) o en
presencia de concentraciones en aumento de 2-AP (Figura 4B a concentraciones de 2.5 mM, 5 mM o 10 mM).

5. Descripcion detallada
5.1. Métodos de transduccion
5.1.1. Células

Los ejemplos no limitantes de células que se pueden usar en los métodos descritos en el presente documento incluyen
linfocitos T, células dendriticas (DC), células madre de la placenta (p. €j., las células madre de la placenta descritas
en las patentes de EE.UU. Nos. 7.468.276; 8.057.788 y 8.202.703) las células madre de tipo mesenquimal de sangre
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del corddn umbilical, sangre de la placenta, sangre periférica, médula 6sea, pulpa dentaria, tejido adiposo, tejido
osteocondrial, y similares; células madre embrionarias, células germinales embrionarias, células madre de la cresta
neural, células madre neurales y células diferenciadas (p. €., fibroblastos, etc.). Los métodos también pueden usarse
en lineas de células tumorales, p. gj., con fines experimentales en modelos animales. En una realizacion particular,
las células de los métodos descritos en este documento pueden ser células primarias. Las células primarias son bien
conocidas en la técnica y pueden incluir células extraidas de un sujeto (p. €., un ser humano) que se cultivan o
expanden in vitro durante un periodo de tiempo que no conduce al inicio de la senescencia celular, y no se cultivan ni
se expanden de una manera que conduzca a la inmortalizacion de las células. En una realizacion especifica, las
células utilizadas en los métodos descritos en este documento son linfocitos T humanos. En otra realizacion especifica,
las células utilizadas en los métodos descritos en este documento no son células citotoxicas naturales. En otra
realizacién especifica, las células utilizadas en los métodos descritos en el presente documento no son lineas celulares
de linfocitos T.

En una realizacion especifica, las células utilizadas en los métodos proporcionados en este documento son linfocitos
T primarios (p. €j., linfocitos T humanos primarios). Los linfocitos T primarios usados en los métodos proporcionados
en este documento pueden ser linfocitos T nativos o linfocitos T restringidos por MHC. En determinadas realizaciones,
los linfocitos T son CD4 *+. En otras realizaciones, los linfocitos T son CD8 *. En determinadas realizaciones, los
linfocitos T primarios son linfocitos que infiltran tumores (TIL). En determinadas realizaciones, los linfocitos T primarios
se han aislado de una biopsia de tumor o se han expandido a partir de linfocitos T aislados de una biopsia de tumor.
En determinadas realizaciones, los linfocitos T primarios se han aislado de, o se han expandido a partir de, linfocitos
T aislados de sangre periférica, sangre de cordén o linfa. En determinadas realizaciones, los linfocitos T son alogénicos
con respecto a un individuo particular, p. €j., un receptor de dichos linfocitos T. En algunas otras realizaciones, los
linfocitos T no son alogénicos con respecto a un determinado individuo, p. €j., un receptor de dichos linfocitos T. En
ciertas realizaciones, los linfocitos T son aut6logos con respecto a un individuo particular, p. ej., un receptor de dichos
linfocitos T.

En una realizacion, los linfocitos T primarios se obtienen de un individuo, opcionalmente expandidos y luego
transducidos, usando los métodos descritos en este documento, con un acido nucleico que codifica uno o mas
receptores de antigenos quiméricos (CAR) y opcionalmente luego expandidos. Véase la seccion 5.2. Los linfocitos T
se pueden expandir, por ejemplo, mediante puesta en contacto con linfocitos T en cultivo con anticuerpos a CD3 y/o
CD28, p. €., anticuerpos unidos a perlas, o a la superficie de una placa de cultivo celular; véase, p. €j., las patentes
de EE.UU. Nos. 5,948,893; 6,534,055; 6,352,694; 6,692,964; 6,887,466; y 6,905,681. En realizaciones especificas,
los anticuerpos son anti-CD3 y/o anti-CD28, y los anticuerpos no se unen a una superficie sélida (p. €j., los anticuerpos
entran en contacto con los linfocitos T en disolucion). En otras realizaciones especificas, el anticuerpo anti-CD3 o el
anticuerpo anti-CD28 se unen a una superficie sdlida (p. gj., una perla, plastico de placa de cultivo de tejidos) y el otro
anticuerpo no se une a una superficie sélida (p. ej., esta presente en solucién).

En determinadas realizaciones, los linfocitos T primarios usados en los métodos descritos en este documento se aislan
de un tumor, p. €j., son linfocitos que infiltran el tumor. En realizaciones particulares, tales linfocitos T son especificos
para un antigeno especifico de tumor (TSA) o antigeno asociado a tumor (TAA). Véase la Seccién 5.2.2.

5.1.2. Reactivos de transformacioén

Como se usa en este documento, términos como "transduccion", "transformacion" y "transfeccion" se usan
indistintamente, a menos que se indique lo contrario. Los métodos de transduccion de células son bien conocidos en
la técnica. Durante la transduccion, se pueden afnadir pequefias moléculas y/o polimeros, por ejemplo, a cultivos
celulares para facilitar la union y/o absorcion de las proteinas y/o acidos nucleicos de interés. En particular, se pueden
anadir pequefos compuestos polares a las condiciones de cultivo para facilitar la unién y transduccion de virus y
acido(s) nucleico(s) en los mismos. Los reactivos de transformacion ilustrativos incluyen, sin limitacién,
Lipofectamine®, FUGENE®, fosfato calcico, dietilaminoetilcelulosa-dextrano (DEAE-dextrano o DD) y sulfato de
protamina. En determinadas realizaciones de los métodos descritos en este documento, la transduccion (p. ej.,
tfransduccién retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. ej., infocitos T humanos primarios) se
produce en presencia de DEAE-dextrano o sulfato de protamina. En realizaciones particulares de los métodos
descritos en este documento, la transduccion (p. ej., fransduccion retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de
linfocitos T (p. €., linfocitos T humanos primarios) se produce en presencia de DEAE-dextrano, p. ej., DEAE-dextrano
10ug/ml o sulfato de protamina, p. €j., sulfato de protamina 10ug/ml.

5.1.3. Condiciones de cultivo y activacion de linfocitos T

Las células descritas en el presente documento se pueden mantener en condiciones de cultivo especificas para facilitar
0 mejorar la transduccion (p. ej., transduccion viral). En una realizacion particular, los linfocitos T (p. ej., finfocitos T
humanos primarios) son activados por un antigeno o un fragmento de unién a antigeno que se une especificamente
a una molécula coestimuladora de linfocitos T (p. ej.,, CD28, CD3 y/o CD45) antes o concurrentemente con la
transduccion. En otra realizacion, dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno se acopla a un sustrato sélido (p.
€., dynabeads®). En una realizacién particular, los linfocitos T (p. e/, finfocitos T humanos primarios) son estimulados
por anti-CD3, anti-CD28, y/o anticuerpos anti-CD45, o fragmento(s) de unién a antigeno de los mismos, acoplados a
Dynabeads® durante 24 horas antes de la transduccion (p. €j., fransduccion viral). En otra realizacién particular, dicho
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anticuerpo o fragmento(s) de unién a antigeno (p. €j., de anti-CD3, anti-CD28 y/o anticuerpos anti-CD45 o fragmento(s)
de unién a antigeno de los mismos) no estan presentes en un sustrato solido, sino que forman complejos con otro
compuesto o composicién que permite la presentacion del anticuerpo o fragmento(s) de unién a antigeno a la célula,
p. €j., el anticuerpo o fragmento(s) de unién a antigeno forman complejos con un polimero, hidrogel, albumina, y/o una
molécula hidrofébica. En realizaciones particulares, tal molécula o moléculas que forman complejos con el anticuerpo
o fragmento(s) de union a antigeno del mismo no es un adyuvante. En otra realizacion, dicho contacto ocurre al menos
48 horas, al menos 44 horas, al menos 40 horas, al menos 36 horas, al menos 32 horas, al menos 28 horas, al menos
24 horas, al menos 20 horas, al menos 16 horas, al menos 12 horas, al menos 8 horas o al menos 4 horas antes de
la transduccion de dichas células con un vector viral (p. ej., transduccion retroviral, por ejemplo transduccion lentiviral).
En otra realizacién mas, dicho contacto ocurre al menos 48 horas a 40 horas, 44 horas a 36 horas, 40 horas a 32
horas, 36 horas a 28 horas, 32 horas a 24 horas, 28 horas a 20 horas, 24 horas a 16 horas, 20 horas a 12 horas, 16
horas a 8 horas, 12 horas a 4 horas o al menos 8 horas a 1 hora antes de la transduccion de dichas células con un
vector viral (p. ej., fransduccion retroviral, por ejemplo transduccién lentiviral).

En otra realizacion, se pueden afadir citocinas y/o factores de crecimiento que estimulan la activacién y/o proliferacion
de linfocitos T antes de o concurrentemente con la transduccion. En una realizacién particular, se afiade interleucina
2 (IL-2), p. )., IL-2 50U/ml, a los cultivos de linfocitos T (p. ej., cultivos primarios de linfocitos T humanos) antes de o
concurrentemente con la transduccion (p. ej., transduccién viral). En otra realizacion, se afade interleucina 7 (IL-7), p.
gj., IL-7 10ng/ml, a los cultivos de linfocitos T (p. €j., cultivos primarios de linfocitos T humanos) antes de o
concurrentemente con la transduccion (p. ej., ransduccién viral). En otra realizacion, se afade interleucina 12 (IL-12),
p. €j., IL-12 10ng/ml, a los cultivos de linfocitos T (p. €j., cultivos de linfocitos T humanos primarios) antes de o
concurrentemente con la transduccion (p. ej., transduccién viral). En otra realizacion, se afiade interleucina 15 (IL-15),
p. €j., IL-15 10ng/ml, a los cultivos de linfocitos T (p. €j., cultivos primarios de linfocitos T humanos) antes de o
concurrentemente con la transduccién (p. ej., fransduccion viral). En otra realizacion mas, se afiade interleucina 21
(IL-21), p. €., IL-21 25ng/ml, a los cultivos de linfocitos T (p. €j., cultivos de linfocitos T humanos primarios) antes de o
concurrentemente con la transduccion (p. €., transduccién viral).

5.1.4. Inhibidores de la inmunidad innata

El sistema inmunolégico innato puede reprimir la expresion de genes de virus, incluidos los virus sintéticos. Es bien
conocido en la técnica que el sistema inmunolégico innato comprende proteinas (p. €j., gen | inducible por acido
retinoico (RIG-I), proteina quinasa R (PKR), quinasa ¢ IkB (IKK €), quinasa 1 de uniéon a TANK (TBK1)) que puede ser
desencadenada por ARN bicatenario y otras macromoléculas patégenas, y que puede medirse facilmente la actividad
inmunoldgica innata (p. e/., niveles secretados de proteinas de interferdn que incluyen, pero no se limitan a, interferén-
a, interferdn-B, interferon-d, interferdn-¢, interferdn-k e interferdn-t). Por consiguiente, en una realizacion particular de
los métodos descritos en este documento, las células cultivadas se ponen en contacto con un inhibidor de la inmunidad
innata. En otra realizacién, se puede mejorar la transduccion (p. ej., fransduccion retroviral, por ejemplo, transduccion
lentiviral) de linfocitos T (p. €j., finfocitos T humanos primarios) mediante la adicion de compuestos, por ejemplo
moléculas pequenas, que inhiben la sefializacion inmune innata (p. ej., BX795, Piceatannol, Gefitinib, Z-VAD-FMK,
Glybenclamida, Pepinh-MyD, OxPAPC, CLI-095, Polimixina B, H-89, 2-Aminopurina (2-AP), Cloroquina, Bafilomicina
A1 o similares).

En determinadas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion
(p. €j., transduccion retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €j., linfocitos T humanos primarios)
poniendo en contacto los linfocitos T con un inhibidor de la respuesta inmunoldgica innata antes de, concurrentemente
con o después de la transduccion. En una realizacion especifica de los métodos descritos en el presente documento,
se puede mejorar la transduccién (p. gj., transduccién retroviral, por ejemplo, transduccién lentiviral) de linfocitos T (p.
ef., infocitos T humanos primarios) tras el tratamiento con un inhibidor de la quinasa € IKB (IKK ¢€) y/o quinasa 1 de
unién a TANK (TBK1) antes de, concurrentemente con o después de la transduccion. En otra realizacion especifica
de los métodos descritos en este documento, se puede mejorar la transduccion (p. gj., transduccién retroviral, por
ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €j., finfocitos T humanos primarios) con el tratamiento con BX795
antes de, concurrentemente con o después de la transduccion de células.

En una realizacion especifica de los métodos descritos en este documento, se puede mejorar la transduccion (p. gj.,
transduccion retroviral, por ejemplo transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €j., linfocitos T humanos primarios) tras
tratamiento con BX795 a una concentracion de 0.5uM, 1uM, 2uM, 3uM, 4uM, 5uM, 6uM, 7uM, 8uM, 9uM, 10uM,
11uM, 12uM, 13puM, 14pM, 15uM, 16uM, 17uM, 18uM, 19uM, 20uM, o mayor. En otra realizacion especifica de los
métodos descritos en este documento, se puede mejorar la transduccion (p. €., transduccidn retroviral, por ejemplo
transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. ej., linfocitos T humanos primarios) tras tratamiento con BX795 a una
concentracién de 0.5uM a 1uM, 1uM a 3uM, 2uM a 4uM, 3uM a 5uM, 4uM a 6uM, 5uM a 7uM, 6uM a 8uM, 7uM a
9uM, 8uM a 10uM, 9uM a 11uM, 10uM a 12uM, 11uM a 13uM, 12uM a 14uM o 13uM a 15uM, 10uM a 20uM, 10uM
a 15uM o 10uM a 12uM.

En determinadas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion
(p. €j., transduccion retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €j., linfocitos T humanos primarios)
tras tratamiento con BX795 antes de la transduccién de las células. Por ejemplo, en ciertas realizaciones de los
métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccidon (p. ej., fransduccién retroviral, por

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2813437713

ejemplo, transduccidn lentiviral) de linfocitos T (p. €., finfocitos T humanos primarios) tras tratamiento con BX795
durante mas de 5 horas antes de la transduccién. 5 horas antes de la transduccién, 4 horas antes de la transduccion,
3 horas antes de la transduccion, 2 horas antes de la transduccion, 1 hora antes de la transduccion, 30 minutos antes
de la transduccion, 15 minutos antes de la transduccién, 5 minutos antes de la transduccién o concurrentemente con
la transduccién. En una realizacién especifica de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar
la transduccion (p. ej., transduccidn retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €f., finfocitos T
humanos primarios)con el tratamiento con BX795 de 4 a 5 horas antes de la transformacién, 3 a 4 horas antes de la
transduccion, 2 a 3 horas antes de la transduccioén, 1 a 2 horas antes de la transduccién, 30 minutos a 1 hora antes
de la transduccién o concurrentemente a 30 minutos antes de la transduccion. En una realizacion especifica de los
métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion (p. ej., fransduccion retroviral, por
ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. ej., finfocitos T humanos primarios) tras el tratamiento con BX795
tanto antes como concurrentemente con la transduccion en cualquiera de los puntos temporales descritos en este
documento.

En una realizacion especifica, dicho inhibidor del sistema inmunolégico innato es un inhibidor de la proteina quinasa
R (PKR). En una realizacién especifica de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la
transduccion (p. e€j., fransduccion retroviral, por ejemplo, transduccién lentiviral) de linfocitos T (p. gj., linfocitos T
humanos primarios) tras el tratamiento con un inhibidor de la proteina quinasa R (PKR) bien antes, concurrentemente
con o después de la transduccion. En una realizacion especifica, dicho compuesto es 2-Aminopurina (2-AP).

En determinadas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion
(p. /., transduccién retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. ej., linfocitos T humanos primarios)
tras tratamiento de linfocitos T con un inhibidor de la respuesta inmunitaria innata antes, concurrentemente o después
de la transduccion. En una realizacion especifica de los métodos descritos en el presente documento, se puede
mejorar la transduccién (p. ej., fransduccion retroviral, por ejemplo, transduccién lentiviral) de linfocitos T (p. ej.,
finfocitos T humanos primarios) tras el tratamiento con un inhibidor de la proteina quinasa R (PKR) bien antes,
concurrentemente con o después de la transduccién. En otra realizacién especifica de los métodos descritos en el
presente documento, se puede mejorar la transduccion (p. ej., transduccién retroviral, por ejemplo, transduccion
lentiviral) de linfocitos T (p. €j., finfocitos T humanos primarios) tras tratamiento con 2-AP antes de, concurrentemente
con o después de la transduccion. de las células.

En una realizacion especifica de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion
(p. ej., transduccion retroviral, por ejemplo, transduccién lentiviral) de linfocitos T (p. ej., linfocitos T humanos primarios)
tras tratamiento con 2-AP a una concentracién de 0.5mM, 1mM, 2mM, 3mM, 4mM, 5mM, 6mM, 7mM, 8mM, 9mM,
10mM, 11mM, 12mM, 13mM, 14mM, 15mM o mayor. En otra realizacién especifica de los métodos descritos en este
documento, se puede mejorar la transduccion (p. ej., transduccidn retroviral, por ejemplo, transduccién lentiviral) de
linfocitos T (p. €/., linfocitos T humanos primarios) tras tratamiento con 2-AP a una concentraciéon de 0.5mM a 1mM,
1mM a 3mM, 2mM a 4mM, 3mM a 5mM, 4mM a 6mM, 5mM a 7mM, 6mM a 8mM, 7mM a 9mM, 8mM a 10mM, 9mM
a11imM, 10mM a 12mM, 11mM a 13mM, 12mM a 14mM o 13mM a 15mM.

En determinadas realizaciones de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion
(p. €., transduccién retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €j., Linfocitos T humanos
primarios) tras el tratamiento con 2-AP antes de la transduccion de las células. Por ejemplo, en ciertas realizaciones
de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccién (p. €j., fransduccion retroviral,
por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. ej., finfocitos T humanos primarios) tras tratamiento con 2-AP
durante mas de 5 horas antes de la transduccién, 5 horas antes de la transduccién, 4 horas antes de la transduccion,
3 horas antes de la transduccién, 2 horas antes de la transduccién, 1 hora antes de la transduccién, 30 minutos antes
de la transduccion, 15 minutos antes de la transduccién, 5 minutos antes de la transduccién o concurrentemente con
la transduccién. En una realizacién especifica de los métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar
la transduccion (p. ej., transduccidn retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €f., finfocitos T
humanos primarios) tras tratamiento con 2-AP 4 a 5 horas antes de la transduccion, 3 a 4 horas antes de la
transduccién, 2 a 3 horas antes de la transduccién, 1 a 2 horas antes de la transduccién, 30 minutos a 1 hora antes
de la transduccién o concurrentemente a 30 minutos antes de la transduccion. En una realizacion especifica de los
métodos descritos en el presente documento, se puede mejorar la transduccion (p. ej., fransduccion retroviral, por
ejemplo, transduccién lentiviral) de linfocitos T (p. ej., finfocitos T humanos primarios) tras tratamiento con 2-AP tanto
antes como concurrentemente con la transduccién en cualquier momento de los puntos temporales descritos en este
documento.

5.1.5. Transduccion viral

En una realizacién de los métodos descritos en el presente documento, puede producirse la transduccion (p. ej.,
transduccion retroviral, por ejemplo, transduccion lentiviral) de linfocitos T (p. €j., linfocitos T humanos primarios)
usando virus a diversas multiplicidades de infeccion (MOI). En una realizacion especifica de los métodos descritos en
este documento, la transduccion se produce (p. ej., transduccion retroviral, por ejemplo transduccion lentiviral) de
linfocitos T (p. €j., linfocitos T humanos primarios) a una multiplicidad viral de infecciéon (MOI) de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
1.0,1.2,1.4,1.6,1.8,2.0,2.2,24, 2.6, 2.8, 3.0 0 mayor. Una realizacion especifica de los métodos descritos en este
documento, la transduccion se produce (p. ej., transduccion retroviral, por ejemplo transduccién lentiviral) de linfocitos
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T (p. ej., linfocitos humanos primarios) a una multiplicidad viral de infeccion (MOI) de 0.1 20.3,0.2a0.4,0.42 0.6, 0.6
a08,08a1.0,10a12,12a14,14a16,16a18,1.8a2.0,20a22,22a2.4,24a26,26a2802.8a3.0.

En una realizacién especifica de los métodos descritos en el presente documento, poner en contacto linfocitos T (p.
ej., linfocitos T humanos primarios) con un compuesto (p. €., BX795 o 2-AP) para aumentar la eficiencia de
transduccion (p. €., eficiencia de transduccion lentiviral) mejora la transduccién de secuencias de acido nucleico
aisladas (p. €j., vectores que codifican receptores de antigenos quiméricos). Por ejemplo, secuencias de acido nucleico
de 9 kilobases (kb) de longitud, 10 kb de longitud, 11 kb de longitud, 12 kb de longitud, 13 kb de longitud, 14 kb de
longitud, 15 kb de longitud, 16 kb de longitud, 17 kb de longitud o 18 kb de longitud o méas se pueden transducir a
células con mayor eficiencia como resultado de los métodos descritos en este documento (es decir, en comparacion
con la eficiencia de transduccion en ausencia de un compuesto descrito (p. ej., BX795 o 2 -AP)). En determinadas
realizaciones, los métodos descritos en este documento dan como resultado una transduccion mejorada de moléculas
de acido nucleico (p. €j., vectores, por ejemplo, vectores virales tales como retrovirales, p. ej., lentivirales, vectores,
incluidos vectores que codifican una o mas proteinas, p. ej., uno 0 mas receptores de antigenos quiméricos), en donde
dichas moléculas de acido nucleico tienen 9 kilobases (kb) de longitud a 10 kb de longitud, 10 kb de longitud a 11 kb
de longitud, 11 kb de longitud a 12 kb de longitud, 12 kb de longitud a 13 kb de longitud, 13 kb de longitud a 14 kb de
longitud, 14 kb de longitud a 15 kb de longitud, 15 kb de longitud a 16 kb de longitud, 16 kb de longitud a 17 kb de
longitud, 17 kb de longitud a 18 kb de longitud, o de 9 a 18 kb de longitud o de 10 a 15 kb de longitud.

En un aspecto particular de los métodos descritos en este documento, los linfocitos T (p. €j., linfocitos T humanos
primarios) se pueden transducir (p. ej., transducir un retrovirus, por ejemplo, un lentivirus) con dos o mas acidos
nucleicos aislados diferentes, p. €j., dos, tres, cuatro o cinco acidos nucleicos de secuencia no idéntica. En una
realizacién especifica, poner en contacto los linfocitos T (p. ej., infocitos T humanos primarios) con un compuesto para
aumentar la eficiencia de transduccion (p. ej., eficiencia de transduccién retroviral, por ejemplo, eficiencia de
transduccion lentiviral) mejora la transduccion de uno, dos, tres, cuatro o cinco acidos nucleicos aislados diferentes
(p. €j., vectores, por ejemplo, vectores virales, tales como retrovirales, p. ej., vectores lentivirales, que incluyen vectores
que codifican una o mas proteinas, por ejemplo, codifican uno o mas receptores de antigenos quiméricos).

En una realizacion especifica de los métodos descritos en este documento, los linfocitos T humanos primarios se
estimulan durante 24 horas con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28, o fragmento(s) de unién al antigeno de los
mismos, en presencia de IL-2 50U/ml y DEAE-Dextrano 10 ug/ml, seguido de tratamiento de dichos linfocitos con
BX795 durante 3 horas, seguido de transduccién lentiviral de dichos linfocitos, en donde el virus esta a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 1.8 y en donde los linfocitos T humanos se tratan con BX795 6 uM
concurrentemente con la adicién del lentivirus durante otro periodo de 6 horas.

En una realizacion especifica de los métodos descritos en este documento, los linfocitos T humanos primarios se
estimulan durante 24 horas con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28, o fragmento(s) de unién al antigeno de los
mismos, en presencia de IL-2 50U/ml y DEAE-Dextrano 10 pg/ml, seguido de tratamiento de dichos linfocitos con 2-
AP durante 5 horas, seguido de transduccion lentiviral de dichos linfocitos, en donde el virus esta a una multiplicidad
de infeccion (MOI) de 1.8 y en donde los linfocitos T humanos se tratan con 2-AP 2.5-10 mM concurrentemente con
la adicion del lentivirus durante otro periodo de 5 horas.

En una realizacion especifica de los métodos descritos en este documento, los linfocitos T humanos primarios se
estimulan durante 24 horas con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28, o fragmento(s) de unién al antigeno de los
mismos, en presencia de IL-2 50U/ml y 10ug/ml de sulfato de protamina, seguido de tratamiento de dichos linfocitos
con BX795 durante 6 horas, seguido de transduccion lentiviral de dichos linfocitos, en donde el virus esta a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 1.8 y en donde los linfocitos T humanos se tratan con BX795 6 uM
concurrentemente con la adicién del lentivirus durante otro periodo de 6 horas.

En una realizacion especifica de los métodos descritos en este documento, los linfocitos T humanos primarios se
estimulan durante 24 horas con anticuerpos anti-CD3 y/o anti-CD28, o fragmento(s) de unién al antigeno de los
mismos, en presencia de IL-2 50U/ml y 10ug/ml de sulfato de protamina, seguido de tratamiento de dichos linfocitos
con 2-AP durante 5 horas, seguido de transduccion lentiviral de dicho linfocitos, en donde el virus esta a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 1.8 y en donde los linfocitos T humanos se tratan con 2-AP 2.5-10 mM
concurrentemente con la adicién del lentivirus durante otro periodo de 5 horas.

5.2. Receptores de Antigenos Quiméricos

En determinadas realizaciones, los métodos proporcionados en este documento se utilizan para transducir un acido
nucleico que codifica uno 0 mas receptores de antigenos quiméricos (CAR) en una célula, p. ej., un linfocito T (p. €/,
un linfocito T primario). Los CAR son proteinas artificiales unidas a la membrana que dirigen un linfocito T hacia un
antigeno y estimulan al linfocito T para que mate las células que exhiben el antigeno. Véase, p. gj., Eshhar, patente
de EE.UU. No. 7,741,465. Generalmente, los CAR comprenden un dominio extracelular que se une a un antigeno, p.
/., un antigeno en una célula, un dominio transmembrana y un dominio de sefializacion intracelular (citoplasmico) que
transmite una sefal de activacién primaria a una célula inmunitaria. Habiéndose cumplido todas las demas
condiciones, cuando se expresa un CAR en la superficie de, p. gj., un linfocito T, y el dominio extracelular del CAR se
une a un antigeno, el dominio de sefalizacién intracelular transmite una sefial al linfocito T para activarlo y/o proliferar
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y, Si el antigeno esta presente en una superficie de la célula, matar la célula que expresa el antigeno. Debido a que
los linfocitos T requieren dos sefiales, una sefal de activacion primaria y una sefal coestimuladora, para activarse al
maximo, los CAR pueden comprender un dominio estimulador y coestimulador de tal manera que la union del antigeno
al dominio extracelular da como resultado la transmision de una senal de activacién primaria y una senal
coestimuladora.

5.2.1. Dominio Intracelular de la Estructura de CAR General

[0043]En determinadas realizaciones, el dominio intracelular del CAR es o comprende un dominio o motivo intracelular
de una proteina que se expresa en la superficie de los linfocitos T y desencadena la activacion y/o la proliferacion de
dichos linfocitos T. Tal dominio o motivo es capaz de transmitir una sefial primaria de unién al antigeno que es
necesaria para la activacion de un linfocito T en respuesta a la unién del antigeno a la porcién extracelular del CAR.
Normalmente, este dominio o motivo comprende, o es, un ITAM (motivo de activacion inmunorreceptor basado en
tirosina). Los polipéptidos que contienen ITAM adecuados para los CAR incluyen, por ejemplo, la cadena zeta CD3
(CD3¢) o porciones de la misma que contienen ITAM. En una realizacion especifica, el dominio intracelular es un
dominio de sefalizacion intracelular CD3¢. En otras realizaciones especificas, el dominio intracelular es de una cadena
de receptor de linfocitos, una proteina compleja TCR/CD3, una subunidad del receptor de Fc o una subunidad del
receptor de IL-2.

En determinadas realizaciones, el CAR comprende adicionalmente uno o mas dominios o motivos coestimuladores,
p. €j., como parte del dominio intracelular del polipéptido. El uno o0 mas dominios o motivos coestimuladores pueden,
por ejemplo, ser o comprender, uno 0 mas de una secuencia de polipéptido de CD27 coestimulador, una secuencia
de polipéptido de CD28 coestimulador, una secuencia de polipéptido de OX40 (CD134) coestimulador, una secuencia
de polipéptido 4-1BB coestimulador (CD137), o una secuencia de polipéptido (ICOS) coestimulador de células T
inducibles coestimuladoras u otro dominio o motivo coestimulador, o cualquier combinacién de los mismos.

La regién transmembrana puede ser cualquier regién transmembrana que se pueda incorporar en un CAR funcional,
p. €j., una region transmembrana de una molécula CD4 o CDS8.

En determinadas realizaciones, el dominio intracelular se puede modificar adicionalmente para codificar una proteina
detectable, por ejemplo, fluorescente (p. ej., proteina verde fluorescente) o cualquier variante conocida de la misma.

5.2.2. Dominio Extracelular CAR

En determinadas realizaciones, el acido nucleico transducido en células usando los métodos descritos en este
documento comprende una secuencia que codifica un polipéptido, en donde el dominio extracelular del polipéptido se
une a un antigeno de interés. En determinadas realizaciones, el dominio extracelular comprende un receptor, o0 una
porcién de un receptor, que se une a dicho antigeno. En determinadas realizaciones, el dominio extracelular
comprende, 0 es, un anticuerpo o una porcién que se une al antigeno del mismo. En realizaciones especificas, el
dominio extracelular comprende, o es, un dominio Fv monocatenario. El dominio Fv monocatenario puede comprender,
por ejemplo, un VL unido a VH mediante un enlazador flexible, en donde dichos VL y VH son de un anticuerpo que se
une a dicho antigeno.

El antigeno al que se une el dominio extracelular del polipéptido puede ser cualquier antigeno de interés, p. ej., puede
ser un antigeno en una célula tumoral. La célula tumoral puede ser, p. ej., una célula en un tumor sélido o una célula
de un cancer de sangre. El antigeno puede ser cualquier antigeno que se exprese en una célula de cualquier tumor o
tipo de cancer, p. gj., células de un linfoma, un cancer de pulmén, un cancer de mama, un cancer de préstata, un
carcinoma adrenocortical, un carcinoma de tiroides, un carcinoma nasofaringeo, un melanoma, p. gj., un melanoma
maligno, un carcinoma de piel, un carcinoma colorrectal, un tumor desmoide, un tumor desmoplasico de células
redondas pequefas, un tumor endocrino, un sarcoma de Ewing, un tumor neuroectodérmico primitivo periférico, un
tumor de células germinales soélidas, un hepatoblastoma, un neuroblastoma, un sarcoma de tejido blando no
rabdomiosarcoma, un osteosarcoma, un retinoblastoma, un rabdomiosarcoma, un tumor de Wilms, un glioblastoma,
un mixoma, un fibroma, un lipoma o similares. En realizaciones mas especificas, dicho linfoma puede ser leucemia
linfocitica cronica (linfoma linfocitico pequefo), leucemia prolinfocitica de células B, linfoma linfoplasmocitico,
macroglobulinemia de Waldenstrom, linfoma de zona marginal esplénica, mieloma de células plasmaticas,
plasmocitoma, linfoma de células B de zona marginal extranodal, linfoma MALT, linfoma nodal de células B de zona
marginal, linfoma folicular, linfoma de células del manto, linfoma difuso de células B grandes, linfoma mediastinico
(timico) de células B grandes, linfoma intravascular de células B grandes, linfoma de efusion primaria, linfoma de
Burkitt, leucemia prolinfocitica de linfocitos T, leucemia linfocitica granular grande de linfocitos T, leucemia agresiva
de células NK, leucemia/linfoma de linfocitos T adultos, linfoma de linfocitos NK/T extranodal, tipo nasal, linfoma de
linfocitos T de tipo enteropatia, linfoma de linfocitos T hepatoesplénico, linfoma de células NK blasticas, micosis
fungoide, sindrome de Sezary, linfoma anaplasico cutaneo primario de células grandes, papulosis linfomatoide, linfoma
de linfocitos T angioinmunoblasica, linfoma de linfocitos T periférico (sin especificar), linfoma anaplasico de células
grandes, linfoma de Hodgkin o linfoma no Hodgkin. En una realizacién especifica, en la que el cancer es leucemia
linfocitica crénica (CLL), las células B de la CLL tienen un cariotipo normal. En otras realizaciones especificas, en las
que el cancer es leucemia linfocitica cronica (CLL), las células B de la CLL llevan una delecion 17p, una delecion 11q,
una trisomia 12q, una delecién 13qg o una delecion p53.
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En determinadas realizaciones, el antigeno es un antigeno asociado a tumor (TAA) o un antigeno especifico de tumor
(TSA). En diversas realizaciones especificas, sin limitacion, el antigeno asociado al tumor o el antigeno especifico del
tumor es el antigeno de maduracion de células B (BCMA), el factor de activacion de células B (BAFF), Her2, el antigeno
de células madre prostaticas (PSCA), el antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA) alfa-fetoproteina
(AFP), antigeno carcinoembrionario (CEA), EGFRuvIII, antigeno del cancer-125 (CA-125), CA19-9, calretinina, MUC-1,
proteina de la membrana epitelial (EMA), antigeno tumoral epitelial (ETA) ), tirosinasa, antigeno asociado a melanoma
(MAGE), CD19, CD20, CD34, CD45, CD99, CD117, cromogranina, citoqueratina, desmina, proteina acida fibrilar glial
(GFAP), proteina del fluido de la enfermedad quistica macroscépica (GCDFP-15), antigeno HMB-45, proteina melan-
A (antigeno de melanoma reconocido por los linfocitos T; MART-1), myo-D1, actina especifica de musculo (MSA),
neurofilamento, enolasa especifica de neurona (NSE), fosfatasa alcalina placentaria, sinaptofisis, tiroglobulina, factor
-1 de transcripcion tiroideo, receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), la forma dimérica de la
isoenzima piruvato quinasa tipo M2 (tumor M2-PK), una proteina ras anormal o una proteina p53 anormal.

En determinadas realizaciones, el TAA o TSA es un antigeno de cancer/testis (CT), p. ej., BAGE, CAGE, CTAGE,
FATE, GAGE, HCA661, HOM-TES-85, MAGEA, MAGEB, MAGEC, NA88, NY-ESO-1, NY-SAR-35, OY-TES-1,
SPANXB1, SPA17, SSX, SYCP1 o TPTE.

En determinadas realizaciones, el TAA o TSA es un hidrato de carbono o gangliésido, p. ej., fuc-GM1, GM2 (antigeno
oncofetal-inmunogénico-1; OFA-I-1); GD2 (OFA-1-2), GM3, GD3 y similares.

En determinadas realizaciones, el TAA o TSA es alfa-actinina-4, Bage-1, BCR-ABL, proteina de fusién Bcr-Abl, beta-
catenina, CA 125, CA 15-3 (CA 27.29\BCAA), CA 195, CA 242, CA-50, CAM43, Casp-8, cdc27, cdk4, cdkn2a, CEA,
coa-1, proteina de fusién dek-can, EBNA, EF2, antigenos del virus de Epstein Barr, proteina de fusién ETV6-AMLA1,
HLA-A2, HLA-A11, hsp70-2, KIAAO205, Mart2, Mum-1, 2, y 3, neo-PAP, clase | de miosina, OS-9, proteina de fusion
pml-RARa, PTPRK, K-ras, N-ras, isomerasa triosafosfato, Gage 3,4,5,6,7, GnTV, Herv-K-mel, Lage-1, NA-88, NY-
Eso-1/Lage-2, SP17, SSX-2, TRP2-Int2, gp100 (Pmel 17), tirosinasa, TRP-1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, RAGE,
GAGE-1, GAGE-2, p15(58), RAGE, SCP-1, Hom/Mel-40, PRAME, p53, H-Ras, HER-2/neu, E2A-PRL, H4-RET, IGH-
IGK, MYL-RAR, antigenos E6 y E7 del papilomavirus humano (HPV), TSP-180, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6,
p185erbB2, p180erbB-3, c-met, nm-23H1, PSA, TAG-72-4, CA 19-9, CA 72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, 13-Catenina,
Mum-1, p16, TAGE, PSMA, CT7, telomerasa, 43-9F, 5T4, 791Tgp72, 13HCG, BCA225, BTAA, CD68\KP1, CO-029,
FGF-5, G250, Ga733 (EpCAM), HTgp-175, M344, MA-50, MG7-Ag, MOV18, NB\70K, NY-CO-1, RCAS1, SDCCAG186,
TA-90, TAAL6, TAG72, TLP, TPS, CD19, CD22, CD27, CD30, CD70, GD2 (gangliésido G2), EGFRVIII (variante Il del
factor de crecimiento epidérmico) proteina 17 del esperma (Sp17), mesotelina, PAP (fosfatasa acida prostatica),
prosteina, TARP (proteina del marco de lectura alterna gamma del receptor de células T), Trp-p8, STEAP1 (antigeno
epitelial transmembrana seis de la préstata 1), una proteina anormal ras, o una proteina p53 anormal. En otra
realizacién especifica, dicho antigeno asociado a tumor o antigeno especifico de tumor es integrina avB3 (CD61),
galactina, K-Ras (oncogén viral de sarcoma de rata de Kirsten V-Ki-ras2) o Ral-B. Los expertos en la técnica conocen
otros antigenos asociados a tumores y especificos de tumores.

Los anticuerpos y scFv que se unen a TSA y TAA incluyen anticuerpos y scFV que se conocen en la técnica, al igual
que las secuencias de nucleotidos que los codifican.

En determinadas realizaciones especificas, el antigeno es un antigeno que no se considera un TSA o un TAA, pero
que, no obstante, esta asociado con células tumorales o dafio causado por un tumor. En determinadas realizaciones,
por ejemplo, el antigeno es, p. €j., un factor de crecimiento, citoquina o interleucina, p. €j., un factor de crecimiento,
citoquina o interleucina asociada con angiogénesis o vasculogénesis. Dichos factores de crecimiento, citocinas o
interleucinas pueden incluir, por ejemplo, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de
fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento de hepatocitos
(HGF), factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) o interleucina-8 (IL-8). Los tumores también pueden crear un
ambiente hipdxico local al tumor. Como tal, en otras realizaciones especificas, el antigeno es un factor asociado a
hipoxia, p. €j., HIF-1a, HIF-13, HIF-2a, HIF-23, HIF-3a o HIF-3[. Los tumores también pueden causar dafo localizado
al tejido normal, provocando la liberacion de moléculas conocidas como moléculas de patrén molecular asociadas al
dafo (DAMP, también conocidas como alarminas). En algunas otras realizaciones especificas, por lo tanto, el antigeno
es un DAMP, p. ej., una proteina de choque térmico, una proteina asociada a la cromatina, cuadro 1 de grupo de alta
movilidad (HMGB1), S100A8 (MRPS8, calgranulina A), S100A9 (MRP14, calgranulina B), amiloide A sérico (SAA), o
puede ser un &cido desoxirribonucleico, trifosfato de adenosina, acido Urico o sulfato de heparina.

En determinadas realizaciones de los polipéptidos descritos en este documento, el dominio extracelular se une a dicho
dominio transmembrana directamente o mediante una secuencia polipeptidica enlazadora, espaciadora o bisagra, p.
ef., una secuencia de CD28 o una secuencia de CTLA4.

5.3. Acidos Nucleicos Aislados

Un experto en la técnica apreciara que los métodos descritos en este documento no se limitan a la transduccion de
ningun tipo particular de vector y que los vectores transducidos no se limitan con respecto al tipo particular de acido
nucleico que comprenden. Por consiguiente, deberia entenderse que los vectores que comprenden acidos nucleicos

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2813437713

usados para transducir células de acuerdo con los métodos descritos en este documento pueden comprender, por
ejemplo, cualquier acido nucleico que codifique cualquier proteina o polipéptido de interés (p. gj., CAR).

En determinadas realizaciones, los acidos nucleicos pueden estar contenidos dentro de cualquier vector
polinucleotidico adecuado para la transduccién de células inmunes, p. ej., linfocitos T. Por ejemplo, los linfocitos T se
pueden transformar o transducir usando vectores sintéticos, vectores retrovirales (p. €j., vectores lentivirales),
plasmidos de replicacion auténoma, un virus (p. j., un retrovirus, lentivirus, adenovirus o virus herpes), o similares,
que contienen polinucleotidos que codifican polipéptidos de interés (p. €., receptores quiméricos).

En una realizacion especifica, los vectores retrovirales, por ejemplo los vectores lentivirales, se usan de acuerdo con
los métodos descritos en este documento. Los vectores retrovirales, por ejemplo vectores lentivirales, adecuados para
la transformacion o transduccién de linfocitos T incluyen, pero no se limitan a, p. ej., los vectores antivirales descritos
en las patentes de EE.UU. Nos. 5,994,136; 6,165,782; 6,428,953; 7,083,981; y 7,250,299.

En otra realizacion especifica, los vectores de VIH se utilizan de acuerdo con los métodos descritos en este documento.
Los vectores de HIV adecuados para la transduccion de linfocitos T incluyen, pero no se limitan a, p. €., los vectores
descritos en la patente de EE.UU. No. 5,665,577.

Los acidos nucleicos utiles en la produccion de polipéptidos, p. €j., dentro de un linfocito T, incluyen ADN, ARN o
andalogos de acidos nucleicos. Los analogos de acidos nucleicos se pueden modificar en el resto de base, resto de
azucar o cadena principal de fosfato, y pueden incluir la sustitucion de desoxiuridina por desoxitimidina, 5-metil-2'-
desoxicitidina o la sustitucion de 5-bromo-2'-desoxicitidina por desoxicitidina. Las modificaciones del resto de azucar
pueden incluir la modificacién del hidroxilo 2' del azucar ribosa para formar azucares 2'-O-metilo o 2'-O-alilo. La cadena
principal de la desoxirribosa fosfato se puede modificar para producir acidos morfolino nucleicos, en los que cada resto
de base esta unido a un anillo morfolino de seis miembros o acidos nucleicos peptidicos, en los que el esqueleto de
desoxifosfato se reemplaza por un esqueleto pseudopeptidico y se retienen las cuatro bases. Véase, por ejemplo,
Summerton and Weller (1997) Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7:187-195; y Hyrup et al. (1996) Bioorgan. Med.
Chain. 4:5-23. Ademas, la cadena principal del desoxifosfato se puede reemplazar, por ejemplo, con una cadena
principal de fosforotioato o fosforoditioato, una fosforamidita o una cadena principal de alquilfosfotriéster.

6. Ejemplos
6.1 Ejemplo 1: Transduccion Primaria de Linfocitos T con Exposicion Concurrente a BX795

6.1.1. Tratamiento Concurrente de Linfocitos T Humanos Primarios con DEAE-Dextrano Facilita la
Transduccion Lentiviral

Se cultivaron linfocitos T humanos primarios en medio RPMI-1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v),
y activado con Dynabeads® anti-CD3/CD28 en una proporcién Dynabead:linfocitos T de 3:1. Después de 24 horas de
activacion, se anadio IL-2 50U/ml al medio de cultivo con o sin DEAE-Dextrano (DD). Se afadio lentivirus que codifica
el vector JL28.2 (VEGFR2-CD28TM-CD28IC-P2A-GFP), que codifica un receptor de antigeno quimérico compuesto
de proteina VEGFR2 y GFP, al cultivo de linfocitos T activados a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 1.8. Se usé
la clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS) para determinar la proporcién de linfocitos T que
expresan VEGFR2 como marcador para células transducidas con éxito. Como se muestra en la Figura 1A, el 2.61%
de las células tratadas con un blanco (es decir, células que no recibieron virus) eran VEGFR2*, el 3.99% de las células
incubadas con lentivirus pero sin DD eran VEGFR2*, mientras que el 9.80% de las células incubadas con lentivirus y
DD eran VEGFR2*. Por tanto, se determiné que el tratamiento de linfocitos T humanos primarios con DEAE-dextrano
facilita la transduccién lentiviral.

6.1.2. Tratamiento Concomitante con BX795 Mejora la Eficiencia de la Transduccion de Linfocitos T Humanos
Primarios

Se cultivaron y activaron linfocitos T humanos primarios como en la Seccién 6.1.1 y se transdujeron con el vector
JL28.2 en presencia de DEAE-Dextrano (DD) y un rango de concentraciones de BX795, que se afadié
concurrentemente con el lentivirus y se dej6 incubar durante seis horas. A continuacién, se analizaron los linfocitos
transducidos mediante FACS para determinar la proporcion de células transducidas con éxito. Como se muestra en la
figura 1B, hubo un aumento en la eficiencia de la transduccion viral que se correlacionaba con la concentracion
aumentada de BX795 (el 7.63% de las células transducidas eran VEGFR2* cuando se trataba con BX795 1uM y el
10.5% de células transducidas era VEGFR2* cuando se trataba con BX795 10uM). Por tanto, se determin6 que el
tratamiento concurrente de linfocitos T con lentivirus y BX795 a dosis altas (10 pM) da como resultado una mayor
eficiencia de transduccién de las células por vectores lentivirales.

6.2. Ejemplo 2: Se Requiere Pretratamiento con BX795 para Aumentar la Eficiencia de la Transduccion de
Linfocitos T Humanos Primarios

Se cultivaron y activaron linfocitos T humanos primarios como se describe en el Ejemplo 1, pero con una poblacién
celular que se traté con DD solo ("Control solo DD"), siendo tratada una poblacién celular con BX795 6 um afadido
concurrentemente con la transduccién lentiviral durante un periodo de seis horas ("Concurrente"), siendo tratada una
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poblacién de células con BX795 6 pM durante tres horas antes de la transduccion lentiviral ("Pretratada”) y siendo
tratadas una poblacion de células con BX795 6 uM tanto antes como concurrentemente con la transduccion lentiviral
durante un periodo de tiempo total de nueve horas ("Pretratada+Concurrente").

Los linfocitos T se cultivaron durante ocho dias después de la transduccion y se controlé la expresién de VEGFR2 los
dias 3 y 8 después de la transduccion. Como se muestra en la Figura 2, BX795 afadido a cultivos de linfocitos T
concurrentemente con el lentivirus no mostré ninguna mejora en la expresion de VEGFR2 ni en el dia 3 ni en el dia 8
en comparacion con los cultivos de control solo DD. El pretratamiento de linfocitos T con BX795 condujo a un aumento
en la expresion de VEGFR2 tanto en el dia 3 como en el dia 8 en comparacion con los cultivos de control solo DD.
Los cultivos de linfocitos T tratados con BX795 ambos antes y durante la transduccién lentiviral expresaban VEGFR2
a un nivel aproximadamente dos veces tal alto como en los cultivos solo DD y mayor que los otros dos linfocitos
tratados con BX795 (el 9.80% de las células eran VEGFR2* en el Control Solo DD el dia 3 en comparacion al 18.4%
de células VEGFR2* en el grupo Pretratado+Concurrente el dia 3;y el 4.95% de las células era VEGFR2* en el Control
Solo DD el dia 8 en comparacién con el 10.6% de células VEGFR2* en el grupo Pretratado+Concurrente).

6.3. Ejemplo 3: Tratamiento de Linfocitos T Humanos Primarios con 2-Aminopurina 6.3.1. La 2-Aminopurina
no altera la viabilidad celular

Se cultivaron linfocitos T humanos primarios en medio RPMI-1640 complementado con suero fetal bovino (FBS)al 10%
(v/v) y activado con Dynabeads® anti-CD3/CD28 en una proporcion Dynabead: linfocitos de 3:1 durante 24 horas. Se
anadioé 2-Aminopurina (2-AP) a los cultivos y se incubaron durante 90 minutos a 37°C. Se afadié DEAE-dextrano (DD)
o sulfato de protamina (PS) a los cultivos en presencia de IL-2 50U/ml y vector lentiviral JL28.2 a una MOI de 3. Se
analizé la viabilidad de las células mediante FACS.

En ausencia de 2-AP, el 84% de las células tratadas sin DD o PS eran viables después de transduccion lentiviral,
mientras que el 73.6% de las células eran viables cuando se transduccion en presencia de DD, y el 84.9% de las
células eran viables cuando se transducian en presencia de PS. (Figura 3A) Cuando los linfocitos T primarios se
cultivaron como anteriormente con la adicién de 2-AP a 2.5mM, 5mM o 10mM, la viabilidad no se redujo en
comparacioén con las células cultivadas en ausencia de 2-AP (Figura 3B), indicando que 2-AP no altera la viabilidad
de los linfocitos T humanos primarios activados en cultivo.

6.3.2. El Tratamiento con 2-Aminopurina Mejora la Eficiencia de la Transduccion Lentiviral de los Linfocitos T
Humanos Primarios

Se cultivaron linfocitos T humanos primarios como en la Seccion 6.3.1 y se analizaron mediante FACS para determinar
la expresion de VEGFR2. Como se muestra en la Figura 4A, el 4.49% de las células transducidas con lentivirus en
ausencia de DD o PS eran positivas para VEGFR2, mientras que el 1.25% de las células tratadas solo con DD era
VEGFR2*y el 0.565% de las células tratadas con PS solo era VEGFR2+.

En presencia de DD o PS, la transduccién lentiviral mejoré cuando los linfocitos T primarios se pretrataron con 2-AP
durante 90 minutos y se mantuvieron en cultivo con lentivirus y diversas concentraciones de 2-AP durante 5 horas
(Figura 4B). Todas las concentraciones de 2-AP (es decir, 2.5 mM, 5 mM o 10 mM) aumentaron la eficiencia de la
transduccion en comparacion con las células no expuestas a 2-AP (Control). Estos resultados indican que el
tratamiento con 2-AP aumenta la eficacia de transduccion de linfocitos T humanos primarios en presencia de DEAE-
dextrano o sulfato de protamina.

Equivalentes

La presente divulgacion no esta limitada en alcance por las realizaciones especificas descritas en este documento.
De hecho, diversas modificaciones de la invencién proporcionadas en este documento, ademas de aquellas descritas,
seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la descripcion que antecede. Dichas modificaciones estan
destinadas a caer dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1.Un método de transduccion de un linfocito T primario, que comprende:
(i) poner en contacto un linfocito T primario con un compuesto que es BX795 o 2-Aminopurina;

(i) poner en contacto dicho linfocito T primario con un vector lentiviral o vector retroviral que comprende un acido
nucleico,

en donde dicha puesta en contacto de dicho linfocito T primario con dicho compuesto se produce antes de la puesta
en contacto de dicho linfocito T primario con dicho vector lentiviral o vector retroviral; y

en donde dicho método comprende ademas poner en contacto dicho linfocito T primario con un agente capaz de
estimular un complejo receptor de células T antes de poner en contacto dicho linfocito T primario con dicho vector
lentiviral o vector retroviral;

en donde dicho agente es un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno que se une especificamente a CD3 y/o
CD28;y

mediante el cual el acido nucleico se transduce al linfocito T.
2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicho linfocito T primario es un linfocito T primario humano.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha puesta en contacto de dicho linfocito T primario con dicho
compuesto se produce tres horas antes de dicha puesta en contacto de dicho linfocito T primario con dicho vector
lentiviral o vector retroviral.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicho vector lentiviral o vector retroviral se
pone en contacto con dicho linfocito T primario a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1.5 a 2.5.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicho acido nucleico:
(i) tiene una longitud superior a 10 kilobases (kb);
(ii) tiene una longitud de aproximadamente 9 a 20 kb; y/o
(iii) codifica un receptor de antigeno quimérico.
6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho BX795 esté a una concentracion de 4-8 uM.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha 2-Aminopurina esta a una concentracién
de 2.5-10 mM.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde dicho agente se pone en contacto con dicho
linfocito T primario durante 24 horas antes de poner en contacto dicho linfocito T primario con dicho vector lentiviral o
vector retroviral.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas poner en contacto dicho linfocito T
primario con dicho compuesto concurrentemente con y/o después de dicha puesta en contacto con dicho vector
lentiviral o vector retroviral.

10.El método de la reivindicacién 9, que comprende poner en contacto dicho linfocito T primario con dicho vector
lentiviral o vector retroviral y dicho compuesto concurrentemente durante al menos seis horas.

11.El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas poner en contacto dicho
linfocito T primario con un reactivo de transformacion y una citocina.

12. El método de la reivindicacién 11, en donde:
(i) dicho reactivo de transformacion es dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina, y/o
(i) dicha citocina es interleucina 2 (IL-2).

13. El método de la reivindicacion 12, que comprende poner en contacto dicho linfocito T primario, en el que dicho
linfocito T primario es un linfocito T primario humano, en presencia de dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina
e interleucina 2 (IL-2), con

(i) dicho BX795,

(ii) comprendiendo dicho vector lentiviral o vector retroviral dicho &cido nucleico, en donde dicho acido nucleico
codifica un receptor de antigeno quimérico y

13
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mediante el que dicho &cido nucleico se transduce en dicho linfocito T primario humano; en donde dicho BX795 esta
a una concentracion de 6 uM; y

en donde dicha puesta en contacto de dicho linfocito T primario humano con dicho BX795 se produce durante tres
horas, seguido de al menos seis horas de puesta en contacto concurrente de dicho linfocito T primario humano con
dicho vector lentiviral o vector retroviral y dicho BX795.

14. El método de la reivindicacién 12, que comprende poner en contacto dicho linfocito T primario, en donde dicho
linfocito T primario es un linfocito T primario humano, en presencia de dietilaminoetil-dextrano o sulfato de protamina
e interleucina 2 (IL-2), con

(i) dicha 2-Aminopurina,

(ii) comprendiendo dicho vector lentiviral o vector retroviral dicho &cido nucleico, en donde dicho acido nucleico
codifica un receptor de antigeno quimérico y

mediante el cual dicho acido nucleico se transduce a dicho linfocito T humano primario,
en donde dicha 2-Aminopurina esté a una concentracion de 2.5-10 mM; y

en donde dicha puesta en contacto de dicho linfocito T humano con dicha 2-Aminopurina se produce durante 90
minutos, seguido de al menos cinco horas de puesta en contacto concurrente de dicho linfocito T humano con ducho
ventor lentiviral o vector retroviral y dicha 2-Aminopurina.

14



ES 2813437713

Blanco

mw

S AL T
%&g ?\ﬁ}g ® “Ki} ’§3§§ 1 # i ® i@;
APCATVEGIRZ AR AR VEGRR ARTR

solo DD Is6topo

. ' : L N [ ""*”E . T
: i
ﬁ}g p i&z 1{33 mﬁ 10 1@3 1&34
00 A VEGHRY APC.4 S5C EPC-Bz 161 APC-A
VEGFR2 F Eg” EA

15



ES 2813437713

93y SRR Y Y

[~ 91 514

¥ 08 DO 2t
I T
f it b b

S6LX{ + ouenX(-HVHA

¥ 28 SN S el

J88

¥

16



ES 2813437713

¥ ZHA Sl

¥

W

ik AR |

Yl IR Y

A g

S6LXd + ouen)xo(I-HVHA

Ul AN

17



ES 2813437713

V7 91

4 F4A

NS

529

B Thed CRRATYAS U et

- B0

e 34582

.

JJUR.LINOUO )

7
%
3

YA THAEA YO

ad ojos _mmwscw

437
g 8 ei(q
A
4o g
7§33
H3% )
Z € BIq
%o

18



ES 2813437713

gz s "’

ALIdA

IS8

IJUALINDUO)) + BPeIBII]

G el TRIEA N DS

B
»w. mmw

§

%9’

¥R DA Dl

P58

PRzt R R e g

B8E
-~ QY
i

- B

¥

epejeajdIg

Pous

8 Bld

19



ES 2813437713

TR

No policacion Blanco (DD)

=
1 §
{08 “ f,s'e ’

BRL-H

#

o

: i i I H N t i
§ MG 480 & 4G K § X W s M
FRCA FSCR

Isotopo

(BXT05 2uM)

Blanco (SP)

F8C

20



ES 2813437713

P

A Lot ) .
£

NEOL

WL

B

WoOBS

4

biciz ]

18

H g BB M 9 8

k]
b2 He e ®;r W

X5

b Mg Wwn G 8

%8EL
WWST

i 3%

s T

o3

- a5

b

.

[LIBELILLN

s

£ ojejng
BUIWIR)OIJ

TR ournxXd(q

; qHvad

21



ES 2813437713

No policacion Blanco (DD)

1% q *
B0 4 80 -
W o 00
td W
@ @
100 4 200
200 - S
3
AR B A MR R (i A A BN T
! : 3 ! 3 :
A A A U U C R
APC.A: VEGHR? APC-A AP A VEGERD AFCA

Blanco (PS)

SSC

VEGFR2

DRAE Ak S
w % oW W

ARC& VEGFRI APGR

Fig. 4A

22



ES 28134371713

G0 AR g

v
S

YOS

Y QUEROH Y

4

dp ‘S0

- 57
- ¥

- B

VAN

- 9%

%

Wiig

WU

WY

A A T O

%bsh

gy

dV-¢

o SO Y Y

& SO

5 i

- o0t
&
N..u
y

S

%88’}

[OE3UO)

ojejIng
BUIWR)OI]

ouenxd(
aviad

23



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

