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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccién de células T TCRyd*

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos procedimientos para el aislamiento y la expansion selectiva ex vivo de células
T TCRy&* Vo2 y su aplicacion clinica.

Antecedentes de la invencién

Células T TCRy&*

El sistema inmunoldégico de los vertebrados con mandibula incluye varias poblaciones de linfocitos capaces de reconocer
y eliminar las células tumorales, lo que constituye la base de la inmunoterapia del cancer. Una poblacion se caracteriza
por la expresion de un receptor de células T (TCR) formado por la uniéon de una cadena gamma (y) y una cadena delta
(®). Las células T TCRyd* (también designadas en esta invencion como células T yd) representan del 1 al 10 % de los
linfocitos de sangre periférica humana (PBL), pero se enriquecen sustancialmente en los tejidos epiteliales de individuos
sanos, donde alcanzan hasta el 50 % de las células T. Las células T TCRy&* ' tienen una potente citotoxicidad sin
restricciones del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) contra las células malignas e infectadas, al tiempo que
dejan células y tejidos sanos ilesos. Por lo tanto, suelen considerarse como un mecanismo de vigilancia de primera linea
frente a infecciones y tumores.’

En humanos, se identifican y clasifican diferentes subconjuntos o subpoblaciones de células T TCRyd* segun los genes
que codifican su cadena &. Alrededor del 60 al 95 % de las células T TCRyd* en la sangre periférica expresan la cadena
V32 en asociacion con la cadena Vy9, mientras que la mayoria del resto de las células T TCRyd* expresan la cadena Vo1
en asociacion con varios elementos Vy: Vy2, Vy3, Vy4, Vy5 o Vy8. Otras poblaciones de células T TCRyd* (mas raras)
expresan las cadenas V&3, V35, V56, Vo7 y V58.24

Células T TCRyd2* V52*

Las estrategias actuales de inmunoterapia adoptiva basadas en células T TCRyd* se limitan a la subpoblacién de células
T TCRyd* V&2* (también designada en esta invencién como células T V32* ).5 ¢ La mayoria de las células T V52*
responden especificamente a los alquilfosfatos no peptidicos, como el pirofosfato de isopentenilo (IPP), que se produce
en niveles anormales en las células tumorales y en las personas expuestas a aminobifosfonatos que fortalecen los huesos,
como el zoledronato y el pamidronato. Estos compuestos, cuando se combinan con la interleucina-2, estimulan la
proliferacién y la funcién citotoxica antitumoral de las células T V82" in vitro, y generan poblaciones de células purificadas
para aplicaciones clinicas. >’ Sin embargo, los ensayos clinicos realizados hasta la fecha han mostrado un bajo porcentaje
de respuestas objetivas en pacientes oncoldgicos. 8 Por consiguiente, los tratamientos actuales basados en células T vy,
aunque viables y seguros, tienen limitaciones obvias.®

Células T TCRyd2* Vo1*

Las células T TCRyd* V81* humanas (también designadas en esta invencion como células T V81*), constituyen del 1 al
40 % de todos los PBL TCRyd*, pero son la principal poblacion de células T yo en sitios epiteliales, como el intestino y la
piel. Si bien nunca se ha evaluado en ensayos clinicos, este subconjunto de células también puede mostrar una fuerte
actividad antitumoral. Las células T V31" infiliradas en tumores de piel, colon, rifién y pulmén fueron citotdxicas frente a
células cancerosas tanto autdlogas como alogénicas.®'® También se descubrié una correlacion interesante entre el
aumento en el nimero de células T Vd1* de sangre periférica procedente de donantes y la supervivencia libre de
enfermedad mejorada de 5 a 10 afios después del trasplante de médula 0sea para la leucemia linfoblastica aguda (LLA).'
Es importante destacar que las células T V&1* infundidas persistieron en estos pacientes por varios afios.' '® En otro
entorno, los pacientes con linfoma no Hodgkin de bajo grado con un alto recuento de células T V31* experimentaron una
enfermedad estable en el seguimiento de 1 afio, un curso clinico mejorado en comparacién con aquellos con un numero
mas bajo de células T V81*.16 Las células T V&1* circulantes también aumentan tipicamente en pacientes con leucemia
linfocitica cronica (LLC)' y se han asociado con la no progresion en pacientes con LLC-B de bajo riesgo.'® Finalmente,
los aumentos cuantitativos en las células T Vd1* circulantes también se observaron en infecciones por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH)'® y paludismo?’, asi como en infecciones por citomegalovirus humano (CMVH) después
de un trasplante renal.* 2" Sin embargo, en diferentes circunstancias, las subpoblaciones de células T V51* pueden exhibir
propiedades inmunosupresoras y reguladoras, una funcién que también puede aprovecharse con fines terapéuticos.?

Se ha descrito una pequefa cantidad de procedimientos para expandir especificamente las células T V&1 in vitro, aunque
ninguno de ellos podria adaptarse para aplicaciones clinicas (revisado en Siegers, G. y col., 2014, ref.??). Meeh y col.
Mostraron por primera vez que las células T V61* de donantes sanos podian expandirse ex vivo en respuesta a los blastos
leucémicos de la LLA.2® Knight, A. y colaboradores, y Merims, S. y colaboradores aislaron células T Vd1* de sangre
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periférica y las trataron en presencia de fitohemaglutinina (PHA) o anticuerpos monoclonales (mAb) anti-CD3, IL-2 y
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) alogénicas irradiadas, durante 3 semanas.?* 2% En un estudio mas
reciente, se utilizo PHA en combinacion con interleucina-7 (IL-7).28 Siegers, G. y col. informaron sobre un protocolo de
cultivo de dos etapas, donde células T TCRy&"* clasificadas se trataron primero con concanavalina-A (ConA), IL-2 e IL-4
durante 6-8 dias, seguido de una estimulacién con IL-2 e IL-4 durante otros 10 dias.?” Después del periodo de cultivo, las
células T Vd1* se expandieron en el 59 % de los cultivos y fueron el subconjunto dominante (promedio del 70 % de células
T Vd1*) en la mitad de los cultivos. Sin embargo, con este procedimiento, se pudo alcanzar un aumento maximo de 25
veces de células T Vd1*.27 Este procedimiento de cultivo de 2 etapas también se describié en la solicitud de patente
internacional numero PCT/CA99/01024 (publicada como WO 00/26347). Segun esos inventores, para la proliferacion
celular continuada tras la eliminaciéon del mitdgeno, tanto la IL-2 como la IL-4 en el segundo medio de cultivo eran
esenciales. Mas tarde se desarrollé una variaciéon de este protocolo, donde las PBMC totales se cultivaron primero en
presencia de ConA, IL-2 e IL-4 durante 6 a 13 dias, seguido por el agotamiento magnético de células T TCRaB*
contaminantes y la estimulacion de las células restantes con IL-2, IL-4 y ConA durante otros 10 dias. Después de 21 dias,
las células T V&1* se expandieron de 136 a 24.384 veces, aunque se pudo lograr un nivel de pureza mucho mas bajo
(menos del 30 % de las células en cultivo eran células T V51*), mientras que la mayoria de las células contaminantes
(alrededor del 55 % de las células) eran células T V52+*.28

Finalmente, nuestro grupo ha descrito anteriormente un procedimiento para expandir y diferenciar selectivamente
poblaciones celulares enriquecidas en células T Vd1* que expresan receptores naturales de citotoxicidad (NCR) que
podrian mediar en la eliminacién mejorada de lineas celulares de leucemia y células neoplasicas de pacientes con LLC.?°
Este procedimiento patentado consistié en cultivar células T TCRy®* o precursores de las mismas en un medio de cultivo
tras la estimulacion con citocinas de cadena y comunes (como IL-2 o IL-15) y agonistas de TCR (por ejemplo, PHA o mAb
anti-CD3) durante 2 a 3 semanas (Solicitud de patente internacional No. PCT/IB2012/052545 publicada como WO
2012/156958). Una limitacion importante de este procedimiento es el pequefio nimero de células obtenidas, el cual es
inadecuado para aplicaciones clinicas.

Otros subconjuntos de células T TCRyd*

La mayoria de las células T TCRyd* no Vd1* y no Vd2* en los humanos expresan la cadena TCR V&3. Las células T
TCRyd* V83* humanas representan el -0,2 % de las células T circulantes,®’ pero estan enriquecidas en la sangre periférica
de los receptores de trasplantes de células madre y renales con activacion del CMV,* 2! en pacientes con infeccion por
VIH3" o con LLC B," y en higados sanos.?? Las células T TCRyd* Vd3* activadas fueron capaces de matar las células
CD1d* y tumores epiteliales in vitro.# Sin embargo, los procedimientos de cultivo celular disponibles no pueden producir
grandes cantidades de células T TCRyd* V83" para aplicaciones clinicas.

Otros procedimientos para la produccién de poblaciones enriquecidas en células T TCRy&*

Se han utilizado varios procedimientos para la expansion simultdnea de varios subconjuntos de poblaciones de células T
TCRyd" in vitro. Las PBMC totales se trataron con mAb anti-TCRyd unido a la placa e IL-2 durante 3 semanas, lo que
resulté en alrededor del 90 % de células T TCRy&*, la mayoria de las cuales eran células T V52* y un pequefio porcentaje
eran células T V51*.3% Lopez, y col. generaron células T TCRyd* resistentes a la apoptosis mediante el tratamiento de
células con dosis altas de interferon-y (IFN-y), IL-12, mAb anti-CD2 y mAb anti-CD3 soluble, en presencia de IL-2. Las
células T V&2* fueron el subconjunto dominante después de la expansién celular.3* Mas recientemente, las células T
TCRyd* policlonales se expandieron en presencia de células presentadoras de antigeno artificiales irradiadas con y
(aAPC) de origen tumoral modificadas genéticamente para coexpresar CD19, CD64, CD86, CD137L e IL-15 unida a la
membrana. ¥ 3% Las células se cultivaron adicionalmente en presencia de IL-2 e IL-21 solubles.

Necesidad de procedimientos mejorados para expandir las células T TCRy&*V52- in vitro

Estudios recientes han demostrado que las células T TCRyd* con la cadena V&1, asi como también las que no tienen
cadenas V31 ni V32, tienen propiedades que las hacen efectoras anticancerigenas mas atractivas en la inmunoterapia
adoptiva.’ Las células T TCRyd* V52" (también designadas en esta invencion como células T yd V82) exhibieron una
mayor citotoxicidad antitumoral y mayores capacidades de supervivencia que las células T V52*, tanto in vitro como in
vivo.2%' 29 37 En consecuencia, se espera que un medicamento altamente enriquecido en células T yd V32" genere efectos
antitumorales mas potentes y brinde mejores beneficios a los pacientes tratados. Si bien se han descrito varios
procedimientos en los ultimos 5 afios que pueden generar cantidades sustanciales de células T y® V82" dirigidas a tumores
in vitro, los problemas clave no resueltos seguian excluyendo una aplicacion clinica de estas células: 1) el uso de reactivos
y materiales inseguros en el procedimiento de fabricacion; 2) el alto nivel de variacidon en la composicién de los productos
celulares finales, especialmente de productos celulares obtenidos de diferentes donantes, o de pacientes con cancer; y/o
3) la baja actividad antitumoral del producto final.?? 27" 28" 38 En |a técnica, existe una necesidad de procedimientos de
cultivo celular confiables de grado clinico que puedan generar una gran cantidad de células T yd V2~ esencialmente
puras (es decir, que comprendan > 90 % de estas células) in vitro o ex vivo, consistentemente y con eficacia similar de
diferentes donantes, especialmente de pacientes con cancer.

Datos clinicos previos sobre las células T V82* infundidas sugirieron que una dosis clinicamente relevante de células T
TCRyd* para el tratamiento de una enfermedad comprenden al menos alrededor de 1 x 10° células vivas.®® En
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consecuencia, los procedimientos destinados a generar células T y0 V&2 para aplicaciones clinicas deberian poder
expandir estas células in vitro al menos 1.000 veces. Sin embargo, las células T yd V82" no responden a los alquilfosfatos
y el conocimiento muy limitado sobre los antigenos que reconocen ha limitado su expansién in vitro. Se han utilizado
lectinas vegetales como PHA y Con-A para expandir y enriquecer (a niveles de pureza muy altos) estas células in vitro, a
escala preclinica. En consecuencia, y debido a razones aun desconocidas, estos mitdgenos comunes son notablemente
selectivos para las células T yd V&2, promoviendo su proliferaciéon en cultivo, mientras inhiben el crecimiento (o inducen
la apoptosis) de las células T V32* contaminantes.?”” 2° Sin embargo, las lectinas vegetales pueden ser toxicas si se
infunden inadvertidamente en humanos y las agencias reguladoras no recomiendan su uso para aplicaciones clinicas,
debido a problemas de seguridad. Ademas, segun nuestros datos, las lectinas vegetales no son tan eficientes como los
anticuerpos monoclonales para inducir la expansion de las células T yd V82 in vitro, generando un menor numero de
células. Varios grupos han cultivado células T TCRyd* en presencia de un anticuerpo monoclonal anti-CD3, en lugar de
PHA. Sin embargo, el mAb anti-CD3 se une a las moléculas de CD3 que también se expresan en células T CD3* TCRaB*
contaminantes y células T CD3* V82", lo que provoca una disminucion en los niveles de pureza del producto celular final.
En consecuencia, las células T yd V52  deben aislarse mediante clasificacién de células activadas magnéticamente
(MACS) o clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) antes de la estimulacién con mAb anti-CD3.2% 4
Para complicar aun mas las cosas, los reactivos criticos como el mAb anti-TCRyd, el mAb anti-TCRV®1 y el mAb anti-
TCRV33 utilizados para aislar las células T TCRyd" totales, las células T TCRyd* Vd1* y las células T TCRyd* V&3*,
respectivamente, no se fabrican ni son aprobadas actualmente (por las agencias reguladoras) para el uso clinico. Por lo
tanto, no ha sido posible generar cantidades suficientes de células T yd V&2 purificadas adecuadas para la aplicacion
directa en seres humanos.?? En la técnica, existe una necesidad de procedimientos que no se basen en lectinas de plantas
y otros reactivos inseguros para la produccién de poblaciones de células T yd V&2 purificadas.

En un estudio previo, Deniger y col. desarrolld células presentadoras de antigenos artificiales derivadas de tumores
(aAPC) para propagar grandes cantidades de células T TCRy&* que expresan un repertorio policlonal de cadenas TCR y
y 8.37 Sin embargo, como sefialaron los autores,*! el procedimiento no pudo resolver los obstaculos criticos asociados
con la aplicacion clinica de las células T* TCRy&*. Por ejemplo, la mayoria de los ingredientes no se producen actualmente
en calidad GMP y los desarrollos adicionales aun dependen del interés futuro de los fabricantes, aprobaciones regulatorias
complejas, suponiendo que el mismo producto celular se puede obtener con diferentes reactivos y de pacientes con
cancer. Ademas, en este estudio faltaban detalles clave sobre la composicion exacta (y la variabilidad) de los productos
celulares generados, lo que dificultaba, por consiguiente, la posible aplicacién de este procedimiento.

La interleucina-2, la interleucina-7 y la interleucina-15 son moléculas muy pleiotropicas, con fuertes efectos estimulantes
sobre multiples células inmunitarias, incluyendo las células T TCRaB* y T V32*. En consecuencia, estos reactivos no son
adecuados para expandir las células T yd V&2 in vitro, ya que las células contaminantes también se expandiran en el
cultivo, comprometiendo la pureza celular. Ademas, la combinacién tipica de estas citocinas proinflamatorias con
agonistas de ydTCR a menudo conduce a la muerte celular inducida por activacion (AICD) de las células estimuladas y a
un menor numero de células obtenidas. En la técnica, existe una necesidad de procedimientos que puedan basarse en
reactivos mas selectivos para expandir células T V62" yd a partir de muestras de partida altamente impuras.

La combinacion de la IL-2 y la IL-4 se ha utilizado con algun éxito para expandir las células T V&1* in vitro. Sin embargo,
descubrimos que la presencia de IL-4 en el medio de cultivo induce una fuerte regulacion a la baja de los receptores de
activacion de asesinas naturales (NK) (como NKG2D y NCR) en las células T yd V82, debilitando sus respuestas
antitumorales (Tabla 3). El efecto inhibidor de la IL-4 sobre las células T yd V32" se produjo incluso cuando estaba
presente la IL-2. En la misma linea, en un estudio independiente, Mao, Y. y colegas demostraron recientemente que las
células T V&1 cultivadas, tratadas con IL-4 y mAb anti-TCRV&1 secretaron significativamente menos IFN-y y mas IL-10
en relacién con las células T V62*. Ademas, las células T V&1* tratadas con IL-4 expresaron menores niveles de NKG2D,
lo que también indica que la IL-4 debilita la respuesta inmune antitumoral mediada por las células T TCRyd*.42 Estas
observaciones, junto con hallazgos recientes de los efectos promotores de tumores de las células T Vd1* que producen
interleucina-17 (ref.#* 44), generaron inquietudes sobre su aplicacion y acentuaron la necesidad de una caracterizacion
detallada de los linfocitos V81* efectores que pueden considerarse para la terapia celular adoptiva. En la técnica, existe
claramente una necesidad de procedimientos capaces de expandir las células T yd V32 in vitro sin los efectos
inmunosupresores o inhibidores de la IL-4.

El documento US2014/141513 describe una linea celular que comprende una muestra de células T yd Vd1* de sangre
periférica humana que expresan NCR funcionales, asi como procedimientos de composicién y produccion de las mismas.
El documento W0O2015/061694 describe un procedimiento de expansion de células T yd policlonales que tienen
reactividad antitumoral, antiviral y antibacteriana. Ribot y col. (2014) J. Inmunol. 192(5): 2237-2243, analizaron timocitos
v aislados ex vivo y demostraron que producen IFN-y insignificante y que carecian de actividad citolitica contra las células
leucémicas. Sin embargo, estas propiedades se adquirieron selectivamente tras la estimulacién con IL-2 0 IL-15 , pero no
IL-4 o IL-7.

Finalmente, varios procedimientos publicados destinados a expandir las células T yd V52" ex vivo requieren la presencia
de células alimentadoras naturales o artificiales, normalmente en forma de células o lineas celulares, bacterias y parasitos
infectados con virus o transformados. Estos procedimientos de cultivo son mas complejos, mas propensos a la
contaminacion microbiana y menos adecuados para aplicaciones clinicas.
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Resumen de la invencion

La presente invencién proporciona procedimientos novedosos para expandir y diferenciar células T TCRyd* V52 humanas
in vitro, sin necesidad del uso de células alimentadoras o componentes microbianos o virales. En primer lugar, los
inventores pretendian mejorar los niveles de expansion y pureza de las células T TCRyd* V&2. Se desarrollé6 un
procedimiento novedoso, mas eficiente y selectivo para expandir estas células en cultivo, en presencia de un mitégeno
de células T e IL-4, y en ausencia de IL-2, IL-7 e IL-15. Finalmente, las células T TCRyd* V52 obtenidas se diferenciaron
hacia un fenotipo mas citotdxico mediante etapas adicionales de optimizacion in vitro. Después de la eliminacion de IL-4
y la adiciéon de un mitégeno de células T e IL-15, IL-2 o IL-7 al medio de cultivo, las células T TCRyd* V52" anteriormente
obtenidas produjeron citoquinas proinflamatorias y expresaron altos niveles de receptores de activacion de asesinas
naturales (NKR), que mediaron en la destruccion de células tumorales in vitro. Es importante destacar que, tras la infusién
en ratones, las células T TCRyd®* diferenciadas mantuvieron su fenotipo citotéxico e inhibieron el crecimiento tumoral in
vivo.

El procedimiento de cultivo celular descrito en esta invencidon es muy sdlido, altamente reproducible y totalmente
compatible con aplicaciones clinicas a gran escala. Genera cantidades suficientes de células T TCRyd* V&2 diferenciadas
para su uso en la inmunoterapia adoptiva del cancer y en una variedad de aplicaciones experimentales, terapéuticas y
comerciales.

En consecuencia, en un primer aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para expandir las células
TCRyd" V62" en una muestra que comprende:

(1) cultivar las células T en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4; en ausencia de interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T y un factor de crecimiento seleccionado de entre interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7, en ausencia
de interleucina-4.

Preferiblemente, la presente invencion proporciona un procedimiento para expandir y diferenciar células T TCRy&* V62"
en una muestra que comprende:

(1) cultivar las células T en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4; en ausencia de interleucina-15, interleucina-2 e interleucina-7; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T e interleucina-15, en ausencia de interleucina-4.

El procedimiento recién obtenido (detallado en esta invencion), se basa en propiedades bioldgicas no identificadas
anteriormente de células T TCRy®&* V82" y no se ha descrito en otra parte.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos procedimientos para el aislamiento y la expansién y diferenciacion selectiva in
vivo/ex vivo de células T TCRyd* V82 y su aplicacion clinica. Los inventores probaron multiples combinaciones de
anticuerpos agonistas de grado clinico y citoquinas para determinar su capacidad para expandir y diferenciar (durante 2
a 3 semanas) células T TCRy®* V&2 de sangre periférica en cultivo. Las células T TCRy&* se aislaron y expandieron en
cultivo en ausencia de células alimentadoras y moléculas de origen microbiano. Los inventores han demostrado que las
células T TCRyd* Vo2  (también designadas en esta invencién como células T yd V&2, pueden expandirse
selectivamente in vitro cultivando estas células en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15, y subcultivar estas células en un segundo
medio de cultivo que contiene un mitégeno de células T e interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7, en ausencia de
interleucina-4. También se adicionaron otros factores de crecimiento clave como interferén-y, interleucina-21 e
interleucina-13 a uno o ambos medios de cultivo para aumentar ain mas los niveles de expansion y pureza de las células
T yd V&2 cultivadas.

El primer medio de cultivo soporto la supervivencia selectiva y la expansién de las células T y® V82~ (aumento de hasta
8.000 veces de células T Vd1* en 14 dias; Table 3). Es importante destacar que la ausencia de interleucina-2, interleucina-
7 e interleucina-15 durante los primeros dias de cultivo contribuyé a la inaniciéon y apoptosis de las células contaminantes
(incluyendo las células T TCRaf* y T V&2*), que dependen criticamente de estas citoquinas para sobrevivir.

Finalmente, la presencia de IL-2, IL-7 0 IL-15 y la ausencia de IL-4 en el segundo medio de cultivo permitié la diferenciacion
de la poblacién de células T yd V&2  anteriormente seleccionada, que se expandio in vitro un total de varios miles de
veces y alcanzd > 90 % de células totales después de 21 dias de cultivo (Tablas 3 y 7). Esta segunda etapa de cultivo
es necesaria para cambiar las propiedades fisiologicas de las células hacia un fenotipo mas adecuado para su uso como
tratamiento antitumoral o antiviral. Los PBL T yd V32" expandidos y diferenciados obtenidos después de la segunda etapa
de cultivo expresaron altos niveles de activacion de receptores de asesinas naturales (NKR), incluyendo NKp30 y NKp44,
que se sinergizaron con el receptor de células T para mediar en la orientacidn de células tumorales in vitro, mientras que
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no se dirigian a células sanas. La infusion de PBL T yd V32 expandidos y diferenciados en ratones inmunodeficientes
portadores de tumores inhibié el crecimiento del tumor y limitd la diseminacién del tumor a multiples 6rganos, en
comparacion con los animales no tratados. No se encontrd evidencia de toxicidad asociada al tratamiento en los analisis
bioquimicos e histologicos. Es importante sefalar que los PBL T y® V&2~ expandidos y diferenciados se obtuvieron con
una eficacia similar a partir de muestras de sangre de donantes sanos y pacientes con leucemia. Finalmente, la presente
invencion describe procedimientos para aislar y cultivar células utilizando materiales y reactivos totalmente compatibles
con aplicaciones industriales y clinicas. Las células TCRyd* se clasificaron primero en un protocolo de dos etapas
adecuado para su uso en una maquina clasificadora de células de grado clinico (CliniMACS; Miltenyi Biotec, GmbH;
Alemania). A continuacion, las células se cultivaron con una manipulacién minima en un medio de cultivo celular sin suero.
Se utilizaron bolsas de cultivo celular de plastico permeables a los gases, a gran escala y cerradas como recipientes para
el cultivo celular, en lugar de placas o matraces de cultivo abiertos. Todos los reactivos y materiales usados (o reactivos
y materiales equivalentes) estan actualmente disponibles y han sido fabricados con calidad de grado clinico o con la
calidad de las Buenas Practicas de Fabricacién (GMP), sin componentes derivados de animales. Por lo tanto, las células
producidas por este procedimiento pueden usarse en una variedad de aplicaciones experimentales, terapéuticas y
comerciales.

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para expandir células T TCRyd* V32" de una
muestra que contiene células T TCRyd* o precursores de las mismas, que comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitdgeno de células T e
interleucina-4; en ausencia de interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T y un factor de crecimiento seleccionado de entre interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7, en ausencia
de interleucina-4.

El procedimiento del primer aspecto de la invencidon da como resultado poblaciones celulares expandidas de células T
TCRyd* V52 Por “expandida” se entiende que el nimero del tipo de células deseadas o diana en la preparacion final es
mayor que el numero en la poblacién celular inicial o inicial.

El término "un mitdgeno de células T" se refiere a cualquier agente que pueda estimular las células T a través de la
sefalizacion de TCR, incluyendo, entre otras, lectinas vegetales como la fitohemaglutinina (PHA) y la concanavalina A
(ConA) y lectinas de origen no vegetal, anticuerpos que activan las células T y otros mitégenos que no son lecitinas ni
anticuerpos. Los clones de anticuerpos preferidos incluyen anticuerpos anti-CD3 como los clones OKT-3 y UCHT-1,
anticuerpos anti-TCRyd como B1 e IMMUS510, o anticuerpos anti-TCRV31, como dTCS1. En el contexto de la presente
invencion, se entiende que los anticuerpos incluyen anticuerpos monoclonales (mAb), anticuerpos policlonales,
fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, Fab y F(ab')2), anticuerpos monocatenarios, fragmentos variables
monocatenarios (ScFv) y socios de unién producidos de manera recombinante. En una realizacioén, el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal anti-CD3 (mAb). Otros mitégenos incluyen el forbol 12-miristato-13-acetato (TPA) y sus
compuestos relacionados, como la mezereina, o compuestos bacterianos (por ejemplo, enterotoxina A estafilocécica
(SEA) y proteina A estreptocécica). El mitdgeno de células T puede ser soluble o estar inmovilizado y se puede usar mas
de un mitdgeno de células T en el procedimiento de la invencion.

En la presente invencién se demostrd claramente que dos grupos distintos de citocinas, interleucina-4 por un lado, e
interleucina-15, interleucina-2 e interleucina-7 por otro, deben utilizarse para fines muy especificos en cada etapa del
cultivo, y tienen acciones opuestas en cultivos de células T yd Vd2-. En base al presente estudio de los efectos de IL-4 e
IL-15/IL-2/IL-7 en las células T yd V62:, deberia ser obvio para cualquier experto en la materia que estos dos grupos de
citocinas son miembros representativos de dos grupos de factores de crecimiento, que tienen "actividad similar a la
interleucina-4" o "actividad similar a la interleucina-15".

El término "un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-4" significa cualquier compuesto que tiene
la misma actividad que la IL-4 con respecto a su capacidad para promover efectos fisiolégicos similares en células T yd
V82 en cultivo e incluye, entre otros, IL-4 y miméticos de IL-4, o cualquier equivalente funcional de la IL-4. Los efectos
fisioldgicos promovidos por IL-4 sobre las células T yd V32" (como se describe en la presente invencién), incluyen la
disminucion de los niveles de expresién de NKG2D y NCR, la inhibicién de la funcion citotdxica y una mejor supervivencia
selectiva. Algunas de las actividades referidas de IL-4 en células T yd V&2 también fueron reportadas independientemente
por otro grupo. En ese estudio, la IL-4 inhibi6 significativamente la secrecién de citocinas proinflamatorias, incluyendo el
IFN-y y el TNF-a de células T TCRyd*activadas.*®

El término "un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-15" significa cualquier compuesto que
tiene la misma actividad que la IL-15 con respecto a su capacidad para promover efectos fisiologicos similares en células
T yd V&2 en cultivo e incluye, entre otros, IL-15 y miméticos de IL-15, o cualquier equivalente funcional de la IL-15,
incluyendo la IL-2 y la IL-7. Los efectos fisiolégicos promovidos por IL-15, IL-2 e IL-7 en cultivos de células T yd V82"
(como se describe en la presente invencién) fueron esencialmente equivalentes, es decir, la induccion de la diferenciacion
celular hacia un fenotipo mas citotdxico, incluyendo el aumento de los niveles de expresion de NKG2D y NCR (NKp30 y
NKp44), el aumento de la funcion citotoxica antitumoral y el aumento de la produccién de citocinas proinflamatorias, como
el IFN-y.
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Los términos "en ausencia de la interleucina-15, la interleucina-2 y la interleucina-7" y "en ausencia de la interleucina-4"
se refieren no solo a la ausencia total de estas citocinas en el medio de cultivo, sino que también incluyen el uso de dichas
citocinas a niveles de concentracién tan bajos que no pueden producir una respuesta medible o un efecto fisiologico en
las células diana y, por consiguiente, pueden considerarse ausentes a efectos practicos. Ademas, "un efecto fisiolégico
medible en las células diana" se refiere a cualquier cambio medible en el estado fisiolégico de las células, dentro del
alcance de la presente invencion y segun las definiciones estandares. Por ejemplo, los cambios en el estado fisiolégico
de la célula pueden detectarse mediante cambios en su estado de activacién (reconocidos por la regulaciéon positiva o
negativa de los niveles de expresion del marcador celular de activacion temprana CD69); o detectarse por cambios en su
estado de diferenciacion (reconocidos por la regulacion al alza o a la baja de NKG2D o NCR), unas horas o unos dias
después del contacto con tales citocinas. Un efecto fisioldgico medible también puede ser un cambio en la tasa de
proliferacién celular, medida mediante tincién con CFSE o mediante otras técnicas conocidas en la técnica. Deberia ser
evidente para cualquier experto en la materia que las células cultivadas en el primer medio de cultivo no deben recibir un
estimulo funcionalmente relevante por parte de la IL-2, la IL-7 y la IL-15 o factores de crecimiento funcionalmente similares.
Ademas, las células en el segundo medio de cultivo no deben recibir un estimulo funcionalmente relevante por parte de
la IL-4 o factores de crecimiento funcionalmente similares. Preferiblemente, estas citocinas no deben estar presentes en
el medio de cultivo celular a una concentracion final superior a 2 ng/ml; mas preferiblemente, no mas alto que 1 ng/ml,
mas preferiblemente no mas alto que 0,1 ng/ml, mas preferiblemente, deberian estar ausentes.

Preferiblemente, la presente invencién proporciona un procedimiento para expandir y diferenciar células T yd V2 en una
muestra que comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4; en ausencia de interleucina-15, interleucina-2 e interleucina-7; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T e interleucina-15, en ausencia de interleucina-4.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un procedimiento para expandir y diferenciar células T yd V52 en
una muestra que comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4; en ausencia de interleucina-15, interleucina-2 e interleucina-7; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T e interleucina-2, en ausencia de interleucina-4.

Adicionalmente, en otra realizacién, la presente invencidon proporciona un procedimiento para expandir y diferenciar
células T y® V62" en una muestra que comprende:
(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4; en ausencia de interleucina-15, interleucina-2 e interleucina-7; y
(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T e interleucina-7, en ausencia de interleucina-4.

El primero o el segundo medio de cultivo, o ambos medios de cultivo, pueden incluir ademas otros ingredientes que
pueden ayudar en el crecimiento y la expansién de las células T yd V2. Los ejemplos de otros ingredientes que se
pueden adicionar incluyen, entre otros, plasma o suero, proteinas purificadas como la albumina, una fuente de lipidos
como la lipoproteina de baja densidad (LDL), vitaminas, aminoacidos, esteroides y cualquier otro complemento que apoye
o promover el crecimiento y/o la supervivencia celular.

El primero o el segundo medio de cultivo, o ambos medios de cultivo, también pueden contener otros factores de
crecimiento, incluyendo citocinas que pueden potenciar aun mas la expansion de las células T yd V&2. Los ejemplos de
tales citoquinas incluyen, entre otros: (i) interferén-y y cualquier factor de crecimiento que tenga actividad similar al
interferén-y, (ii) interleucina-21 y cualquier factor de crecimiento que tenga actividad similar a la interleucina-21 y (iii) ) IL-
1B y cualquier factor de crecimiento que tenga actividad similar a la interleucina-1B3. Los ejemplos de otros factores de
crecimiento que se pueden adicionar incluyen moléculas coestimuladoras tales como un anticuerpo anti-SLAM humano,
cualquier ligando soluble de CD27 o cualquier ligando soluble de CD7. Cualquier combinacion de estos factores de
crecimiento puede incluirse en el primero o el segundo medio de cultivo, 0 en ambos medios.

El término "un factor de crecimiento que tiene actividad similar al interferon-y" significa cualquier compuesto que tiene la
misma actividad que el IFN-y con respecto a su capacidad para promover la supervivencia o proliferacion de células T yd
V82 en cultivo e incluye, entre otros, el IFN-y y miméticos del IFN-y, o cualquier equivalente funcional del IFN-y.

El término "un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-21" significa cualquier compuesto que
tiene la misma actividad que la IL-21 con respecto a su capacidad para promover la supervivencia o la proliferacién de
células T yd Vb2 en cultivo e incluye, entre otros, IL-21 y miméticos de IL-21, o cualquier equivalente funcional de la IL-
21.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2908 840 T3

El término "un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-1B" significa cualquier compuesto que
tiene la misma actividad que la IL-1B con respecto a su capacidad para promover la supervivencia o la proliferacién de
células T yd V82 en cultivo e incluye, entre otros, la IL-18 y miméticos de la IL-1B, o cualquier equivalente funcional de la
IL-1B.

En particular, el inventor ha descubierto que la adicién de un segundo factor de crecimiento que tiene actividad similar al
interferon-y al primero o al segundo medio de cultivo, 0 a ambos medios de cultivo, dio como resultado una mayor
expansion de las células T yd V82" en comparacion con la expansién obtenida utilizando un factor de crecimiento.

En consecuencia, en una realizacion, el procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4 e y, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno,
interleucina-15 e interferon-y, en ausencia de interleucina-4, para expandir y diferenciar las células T V52 yd.

Preferiblemente, el factor de crecimiento que tiene actividad similar al IFN-y esta presente en una cantidad de alrededor
de 1 a alrededor de 1000 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esta presente en una cantidad de
alrededor de 2 a alrededor de 500 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esta presente en una cantidad
de alrededor de 20 a alrededor de 200 ng/ml. Mas preferiblemente, el segundo medio de cultivo comprende alrededor de
70 ng/ml de un factor de crecimiento que tiene actividad similar al IFN-y, tal como el IFN-y.

El inventor también ha descubierto que la adiciéon de un segundo factor de crecimiento que tiene actividad similar al IFN-
Yy v un tercer factor de crecimiento que tiene actividad similar a la IL-21 al primero o al segundo medio de cultivo, o a
ambos medios de cultivo, dio como resultado la expansion mejorada de células T yd V&2  en comparaciéon con la
expansion obtenida usando uno o dos factores de crecimiento.

En consecuencia, en una realizacion, el procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitdégeno de células T,
interleucina-4, interferon-y e interleucina-21, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15; y
(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno,
interleucina-15 e interferén-y, en ausencia de interleucina-4, para expandir y diferenciar las células T yd V2.

Preferiblemente, el factor de crecimiento que tiene actividad similar a la IL-21 esta presente en una cantidad de alrededor
de 1 a alrededor de 500 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esta presente en una cantidad de alrededor
de 2 a alrededor de 200 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esté presente en una cantidad de alrededor
de 5 a alrededor de 100 ng/ml. Mas preferiblemente, el segundo medio de cultivo comprende alrededor de 15 ng/ml de
un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la IL-21, como la IL-21.

El inventor también ha descubierto que la adiciéon de un segundo factor de crecimiento que tiene actividad similar al IFN-
Yy, un tercer factor de crecimiento que tiene actividad similar a la IL-21 y un cuarto factor de crecimiento que tiene actividad
similar a la IL-18 al primero o al segundo medio de cultivo, 0 a ambos medios de cultivo, dio como resultado la expansion
mejorada de las células T yd V32  en comparacion con la expansion obtenida usando uno, dos o tres factores de
crecimiento.

En consecuencia, en una realizacion, el procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitdégeno de células T,
interleucina-4, interferon-y, interleucina-21 e interleucina-1B8, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e
interleucina-15; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T, interleucina-15, interferén-y e interleucina-21, en ausencia de IL-4, para expandir las células T yd V2.

Preferiblemente, el factor de crecimiento que tiene actividad similar a la IL-1p esta presente en una cantidad de alrededor
de 1 a alrededor de 500 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esta presente en una cantidad de alrededor
de 2 a alrededor de 200 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esta presente en una cantidad de alrededor
de 5 a alrededor de 100 ng/ml. Mas preferiblemente, el segundo medio de cultivo comprende alrededor de 15 ng/ml de
un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la IL-13, como la IL-1.

El inventor también ha descubierto que la adicién de una molécula coestimuladora al primero o al segundo medio de
cultivo, 0 a ambos medios de cultivo, resulté en una mayor expansién de las células T y® V&2  en comparacion con la
expansion obtenida sin usar dicha molécula.

En consecuencia, en una realizacion, el procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende:
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(1) cultivar células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T, interleucina-
4 y cualquier ligando molecular de CD27, o cualquier ligando molecular de SLAM o cualquier ligando molecular de
receptores de CD7, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15; y
(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T e interleucina-15, en ausencia de IL-4, para expandir las células T yo V&2.

El término "un ligando molecular" significa cualquier molécula o compuesto que se une a un receptor diana especifico. En
particular, el inventor descubrié que la adiciéon de un ligando soluble de CD27, o un ligando soluble de CD7 o un ligando
soluble de SLAM dio como resultado una mayor expansion de las células T yd V2. Estos ligandos solubles constituyen
agonistas funcionales de cada uno de estos receptores moleculares, y cualquier agonista similar que se una a estos
receptores puede inducir el mismo efecto sobre las células T yd V32, por ejemplo, anticuerpos agonistas tales como
anticuerpos humanos anti-SLAM, anticuerpos humanos anti-CD27 y anticuerpos humanos anti-CD7.

Durante el periodo total de cultivo, se puede realizar mas de una etapa de subcultivo. Por ejemplo, cada una de las etapas
de subcultivo descritas anteriormente se puede dividir en dos etapas de subcultivo (1a) y (1b) y (2a) y (2b), y se pueden
usar diferentes combinaciones de ingredientes segun el procedimiento descrito originalmente.

En consecuencia, en una realizacion, el procedimiento del primer aspecto de la invenciéon comprende:

(1) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T,
interleucina-4, interferon-y, interleucina-1f e interleucina-21, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e
interleucina-15; y

(2a) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T, interleucina-15 e interleucina-21, en ausencia de interleucina-4; y

(2b) cultivar las células obtenidas en la etapa (2a) en un tercer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células
T, interleucina-15 e interferén-y, en ausencia de interleucina-4, para expandir las células T V52 yd.

En otra realizacion, el procedimiento del primer aspecto de la invencion comprende:

(1a) cultivar las células en la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T,
interleucina-4, interferon-y e interleucina-21, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15; y

(1b) cultivar las células obtenidas en la etapa (1a) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T, interleucina-4, interferén-y e interleucina- 1B, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15;

y
(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1b) en un tercer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células
T e interleucina-15, en ausencia de -4; para expandir las células T yd V2.

Las células T TCRyd* obtenidas mediante el procedimiento de la invenciéon se pueden usar en una variedad de
aplicaciones experimentales, terapéuticas y comerciales. Esto incluye, entre otras, la modificacion genética posterior o la
edicion genética de tales células, por ejemplo, con el objetivo de mejorar su potencial terapéutico, por ejemplo, con el
objetivo de redirigir la especificidad de células T TCRyd* a través de la expresion de un receptor de antigeno quimérico
(CAR) o TCR en estas células. La expresion de CAR se puede inducir mediante electroporacion de células TCRyd* para
la inserciéon de material genético, o a través de la infeccidon de estas células con vectores virales, tales como lentivirus o
retrovirus que contienen el material genético deseado. Tal edicién genética puede mejorar la potencia de las células T
TCRyd* al mejorar la localizacion, la produccion de citocinas, la eliminacion del reciclaje y/o al mejorar los injertos.

La presente invencién proporciona procedimientos novedosos para expandir selectivamente las células T TCRy5*V62 en
cultivo. Los procedimientos del primer aspecto de la invencion se llevan a cabo en una muestra, a la que también se hace
referencia en esta invencion como "muestra de partida". Los procedimientos pueden utilizar muestras no fraccionadas o
muestras que han sido enriquecidas en células T TCRyd*.

La muestra puede ser cualquier muestra que contenga células T TCRy®* o precursores de las mismas que incluyen, entre
otros, sangre, médula ésea, tejido linfoide, epitelio, timo, higado, bazo, tejidos cancerosos, tejido de ganglios linfaticos,
tejido infectado, tejido fetal y fracciones o porciones enriquecidas de los mismos. La muestra es preferiblemente sangre,
incluyendo sangre periférica o sangre de cordon umbilical, o fracciones de la misma, incluyendo células de capa
leucocitaria, productos de leucaféresis, células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y células mononucleares de
baja densidad (LDMC). En algunas realizaciones, la muestra es sangre humana o una fraccion de la misma. Las células
se pueden obtener a partir de una muestra de sangre utilizando técnicas conocidas en la técnica, como la centrifugacion
en gradiente de densidad. Por ejemplo, la sangre completa se puede colocar en capas sobre un volumen igual de Ficoll-
Hypaque™ seguido de centrifugacion a 400 xg durante 15 a 30 minutos a temperatura ambiente. El material de interfase
contendra células mononucleares de baja densidad que se pueden recolectar y lavar en un medio de cultivo y centrifugar
a 200 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Las células T TCRyd* aisladas o sin purificar se pueden cultivar o mantener en cualquier medio de cultivo de células de
mamifero adecuado, como AIM-V™, RPMI 1640, OPTMIZER CTS™ (Gibco, Life Technologies), EXVIVO-10, EXVIVO-15
0 EXVIVO-20 (Lonza), en la presencia de suero o plasma. Las células se pueden transferir, por ejemplo, a bolsas estaticas
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de cultivo celular permeables al gas de grado clinico VuelLife® (Saint Gobain) o a bolsas de cultivo celular de grado clinico
de Miltenyi Biotec. Las bolsas de células que contienen células y medio de cultivo se pueden colocar en una incubadora
a 37 °C y 5 % de coz, en la oscuridad.

Antes de cultivar la muestra o fraccién de la misma (como PBMC) en el primer medio de cultivo, la muestra o fraccion de
la misma puede enriquecerse en ciertos tipos de células y/o agotarse en otros tipos de células. En particular, la muestra
o fraccion de la misma puede estar enriquecida con células T o enriquecida con células T TCRyd*, o agotarse en células
TCRaB* T o agotarse en células T no TCRy&*. En una realizacion preferida, la muestra primero se agota en células T
TCRaB* y, a continuacioén, se enriquece en células CD3".

La muestra se puede enriquecer o agotar en ciertos tipos de células utilizando técnicas conocidas en la técnica. En una
realizacion, las células de un fenotipo particular pueden agotarse cultivando la muestra o una fraccion de la misma con
un coctel de anticuerpos que contiene anticuerpos que se unen a moléculas especificas en las células que van a agotarse.
Preferiblemente, los anticuerpos en el coctel se acoplan a microesferas magnéticas que se pueden usar para agotar o
enriqguecer magnéticamente las células diana cuando estas células se ven obligadas a pasar a través de una columna
magnética.

Una vez fraccionadas y enriquecidas las células de la muestra, si se lo desea, las células se cultivan en un primer medio
de cultivo que comprende un mitégeno de células T y al menos un factor de crecimiento con actividad similar a la
interleucina-4, como la interleucina-4, en la ausencia de factores de crecimiento que tengan actividad similar a la
interleucina-15, tales como la interleucina-15, la interleucina-2 y la interleucina-7.

Preferiblemente, el mitdgeno de células T en el primer medio de cultivo esta presente en una cantidad de alrededor de 10
a alrededor de 5000 ng/ml. Mas preferiblemente, el mitégeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor de
20 a alrededor de 2000 ng/ml. Mas preferiblemente, el mitégeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor
de 50 a alrededor de 1000 ng/ml. Mas preferiblemente, el medio comprende 70 ng/ml de un mitégeno de células T.

Preferiblemente, el factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-4 esta presente en una cantidad de
alrededor de 1 a alrededor de 1000 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esta presente en una cantidad
de alrededor de 5 a alrededor de 500 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento esté presente en una cantidad
de alrededor de 20 a alrededor de 200 ng/ml. Mas preferiblemente, el medio comprende 100 ng/ml de un factor de
crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-4, tal como o la IL-4.

Las células se cultivan preferiblemente en el primer medio de cultivo durante un periodo de tiempo que oscila entre
alrededor de 2 dias y alrededor de 21 dias. Mas preferiblemente, desde alrededor de 3 dias hasta alrededor de 14 dias.
Mas preferiblemente, de alrededor de 4 dias a 8 dias.

Después del cultivo en el primer medio de cultivo, las células se subcultivan en un segundo medio de cultivo que
comprende un mitdgeno de células T y al menos un factor de crecimiento con actividad similar a la interleucina-15, como
IL-15, IL-2 o IL -7, en ausencia de factores de crecimiento que tengan actividad similar a la interleucina-4, tal como IL-4.
Si las células se subcultivan, por ejemplo, en presencia tanto de IL-15 como de IL-4, la proliferaciéon continda, pero la
viabilidad celular disminuye y los receptores NK clave ubicados en la superficie celular (como NKG2D, NKp30 y NKp44)
se internalizan en el interior de la célula. En consecuencia, estos receptores ya no pueden unirse a sus ligandos
expresados en las células tumorales, lo que reduce la actividad citotdxica antitumoral de estas células.

La etapa de subcultivo consiste en cultivar las células obtenidas en la etapa 1 en un nuevo medio de cultivo. Esto puede
lograrse mediante la adicién de medio de cultivo fresco al primer medio de cultivo, preferiblemente después de la
eliminacion de una fraccion del primer medio de cultivo. Esto se puede hacer mediante el centrifugado y/o decantado de
las células, la eliminacién de una fraccion del primer medio de cultivo y la resuspension de las células en el segundo
medio de cultivo. Preferiblemente, la etapa de subcultivo implica la eliminaciéon de al menos 3/4 del primer medio de
cultivo. La etapa de subcultivo debe llevarse a cabo porque es importante para la expansion y diferenciacion de las células
T V862 yd que el factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-4 se elimine durante la etapa de
subcultivo.

Preferiblemente, en el segundo medio de cultivo, el mitdgeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor de
0,1 a alrededor de 50 ug/ml. Mas preferiblemente, el mitdgeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor
de 0,3 a alrededor de 10 pug/ml. Mas preferiblemente, el mitégeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor
de 0,5 a alrededor de 5 ug/ml. Mas preferiblemente, el medio comprende 1 ug/ml de un mitégeno de células T.

Preferiblemente, el factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-15, como IL-15, IL-2 o IL-7, esta
presente en una cantidad de alrededor de 1 a alrededor de 1000 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento
esta presente en una cantidad de alrededor de 2 a alrededor de 500 ng/ml. Mas preferiblemente, este factor de crecimiento
esta presente en una cantidad de alrededor de 20 a alrededor de 200 ng/ml. M&s preferiblemente, el segundo medio de
cultivo comprende alrededor de 70 ng/ml de un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-15, tal
como IL-15, IL-2 o IL-7.
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Las células se cultivan preferiblemente en el segundo medio de cultivo durante un periodo de tiempo que oscila entre
alrededor de 2 dias y alrededor de 30 dias. Mas preferiblemente, desde alrededor de 5 dias hasta alrededor de 21 dias.
Mas preferiblemente, de alrededor de 10 dias a 15 dias.

Preferiblemente, en el primer aspecto de la invencién, tanto el primero como el segundo medio de cultivo se complementan
con suero o plasma. La cantidad de plasma en el primero y el segundo medio de cultivo es preferiblemente de alrededor
del 0,5 % a alrededor del 25 % en volumen, por ejemplo, de alrededor del 2 % a alrededor del 20 % en volumen o de
alrededor del 2,5 % a alrededor del 10 % en volumen, por ejemplo, es de alrededor del 5 % por volumen. El suero o
plasma se puede obtener de cualquier fuente, incluyendo, entre otras, la sangre periférica humana, la sangre del cordén
umbilical o la sangre derivada de otra especie de mamifero. El plasma puede ser de un solo donante o puede provenir de
varios donantes. Si las células T TCRyd* autélogas deben usarse clinicamente, es decir, reinfundirse en el mismo paciente
del que se obtuvo la muestra original, entonces es preferible usar también plasma autélogo (es decir, del mismo paciente)
para evitar la introduccién de productos peligrosos (por ejemplo, virus) en ese paciente. El plasma debe ser de origen
humano para evitar la administracion de productos animales al paciente.

Las células T TCRyd" obtenidas segun el procedimiento del primer aspecto de la invencién se pueden separar de otras
células que pueden estar presentes en el cultivo final utilizando técnicas conocidas en la técnica que incluyen clasificacion
de células activadas por fluorescencia, separacidon inmunomagnética, cromatografia en columna de afinidad,
centrifugacion en gradiente de densidad y paneo celular.

Las células T TCRyd" obtenidas mediante el procedimiento del primer aspecto de la invencion también son utiles. En
consecuencia, el inventor describe una preparacion celular de células T TCRyd".

También se describe una preparacion celular enriquecida en células T TCRyd* preparadas segun el procedimiento del
primer aspecto de la invencion.

También se describe una preparacion celular enriquecida en células T TCRyd* en las que mas del 80 % del total de
células son células T TCRyd".

Preferiblemente, las células T TCRyd* comprenden mas del 80 %, mas preferiblemente mas del 90 % y, mas
preferiblemente aun, mas del 95 %, del total de células en la poblacién enriquecida.

Las células T TCRyd* obtenidas mediante el procedimiento del primer aspecto de la invencion pueden usarse en todas y
cualquiera de las aplicaciones. Se cree que las células T TCRyd* son una primera linea de defensa contra los patégenos
infecciosos. Ademas, las células T TCRyd* poseen actividad citolitica intrinseca contra células transformadas de varios
origenes, incluyendo los linfomas, sarcomas y carcinomas de células B. Como resultado, las células T TCRyd* obtenidas
y cultivadas ex vivo segun los procedimientos de la invencién se pueden transfundir a un paciente para el tratamiento o
prevencién de infecciones, cancer o enfermedades resultantes de la inmunosupresion.

También se describe un procedimiento para modular una respuesta inmunitaria que comprende administrar una cantidad
efectiva de células T TCRyd* preparadas segun un procedimiento del primer aspecto de la invenciodn, u obtenidas a partir
de una preparacion celular como se describe en esta invencién, a un animal que lo necesita.

El término "cantidad efectiva”, tal como se utiliza en esta invencién, significa una cantidad efectiva, en las dosis y durante
los periodos de tiempo necesarios para lograr los resultados deseados.

El término "animal" como se usa en esta invencién incluye a todos los miembros del reino animal. Preferiblemente, el
animal es un mamifero, preferiblemente un ser humano.

También se describe un procedimiento para tratar una infeccion que comprende administrar una cantidad efectiva de
células T TCRyd* preparadas segun el procedimiento del primer aspecto de la invencién, u obtenidas a partir de una
preparacion celular como se describe en esta invencién, a un animal que lo necesita.

Los ejemplos de infecciones que pueden tratarse incluyen, entre otras, infecciones bacterianas como las causadas por
micobacterias (por ejemplo, tuberculosis), infecciones virales como las causadas por el virus del herpes simple (VHS), el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o el virus de la hepatitis e infecciones parasitarias como las causadas por
Plasmodium (por ejemplo, paludismo).

También se describe un procedimiento para tratar el cancer que comprende administrar una cantidad efectiva de células
T TCRyd* preparadas segun el procedimiento del primer aspecto de la invencion, u obtenidas a partir de una preparacion
celular como se describe en esta invencion, a un animal que lo necesita.

Los ejemplos de cancer que se pueden tratar incluyen, entre otros, leucemias que incluyen leucemia linfocitica crénica,
leucemia mielégena cronica, leucemia mielégena aguda, leucemia linfoblastica aguda y leucemias de células T y células
B, linfomas (de Hodgkin y no Hodgkin), trastornos linfoproliferativos, plasmocitomas, histiocitomas, melanomas,
adenomas, sarcomas, carcinomas de tejidos sélidos, tumores hipéxicos, carcinomas de células escamosas, canceres
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genitourinarios tales como cancer de cuello uterino y vejiga, canceres hematopoyéticos, canceres de cabeza y cuello y
canceres del sistema nervioso.

El cancer a tratar puede ser una leucemia linfocitica crénica. Las PBMC se pueden obtener de un paciente con leucemia
linfocitica cronica (LLC). Después de cultivar y expandir para las células T TCRyd", las células expandidas no contendran
significativamente células de LLC cancerosas, lo que las hace muy adecuadas para la reinfusién al paciente.

También se describen TCRyd + Células T obtenidas por un procedimiento del primer aspecto de la invencion, u obtenidas
de una preparacion celular como se describe aqui, para usar en un procedimiento de modulaciéon de una respuesta
inmune, tratamiento de una infeccion o tratamiento de cancer como se describe aqui anteriormente.

También se describe el uso de células T TCRy&* obtenidas segun procedimientos del primer aspecto de la invencion en
la fabricacién de un medicamento o composicion farmacéutica para modular una respuesta inmunitaria, para tratar una
infeccion o para tratar el cancer como se ha descrito anteriormente.

Las células T TCRyd* obtenidas también se pueden utilizar en modelos experimentales, por ejemplo, para seguir
estudiando y dilucidar la funcién de las células. Ademas, estas células pueden ser utilizadas para estudios dirigidos a la
identificacion de los antigenos/epitopos reconocidos por las células T TCRyd* y para el disefio y desarrollo de vacunas.

También se describe un procedimiento para vacunar a un animal que comprende administrar una cantidad efectiva de
células T TCRyd* obtenidas mediante un procedimiento del primer aspecto de la invencion, u obtenidas a partir de una
preparacion celular como se describe en esta invencion, a un animal que lo necesita. Dicha vacuna se puede administrar
a pacientes inmunocomprometidos o individuos con riesgo elevado de desarrollar una enfermedad infecciosa o cancer.

También se describe el uso de células T TCRyd* preparadas segun el primer aspecto de la invencion, u obtenidas a partir
de una preparacion celular como se describe en esta invencion, para la fabricacion de una vacuna, y para células T
TCRyd®* preparadas segun el procedimiento del primer aspecto de la invencién, u obtenidas a partir de una preparacion
celular como se describe en esta invencion, para usar en un procedimiento de vacunacion de un animal.

Las células T TCRyd* pueden usarse inmediatamente en las aplicaciones terapéuticas, experimentales o comerciales
descritas anteriormente o pueden criopreservarse para su uso en una fecha posterior.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de esta descripcion detallada. Sin
embargo, debe entenderse que la descripcidn detallada y los ejemplos especificos, si bien indican realizaciones preferidas
de la invencion, se dan unicamente a modo de ilustracion, ya que varios cambios y modificaciones resultaran evidentes
para los expertos en la materia a partir de esta descripcion detallada.

La presente invencion es completamente diferente a otras invenciones que se han descrito anteriormente en este campo.
La Solicitud de patente No. PCT/CA1999/001024 (WO/2000/026347; fecha de deposito: 04.11.1999), describe un
procedimiento para la produccion de células T TCRyd*. El procedimiento consta de dos etapas, donde las células T
TCRyd" en la muestra de partida se cultivan en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T y al
menos dos citocinas, preferiblemente interleucina-2 e interleucina-4. A continuacion, las células obtenidas en la primera
etapa se cultivan en un segundo medio de cultivo que comprende al menos dos citocinas, que son preferiblemente la
interleucina-2 y la interleucina-4. Es importante destacar que las citocinas utilizadas en cada etapa pueden ser iguales o
diferentes.

Por el contrario, la presente invencidn describe un procedimiento de 2 etapas para expandir y diferenciar selectivamente
células T yd VO2" en un cultivo, donde la primera y la segunda etapa de cultivo son necesariamente diferentes entre si.
La primera etapa consiste en cultivar las células T * en la muestra de partida en un medio de cultivo que comprende un
mitdgeno de células T e interleucina-4, en ausencia de interleucina-2, interleucina-7 e interleucina-15. En la presente
invencion, se demostré claramente que la IL-4 y la IL-2 o la IL-7 o la IL-15 ejecutan una funcién muy especifica en cada
etapa de cultivo y tienen actividades opuestas. El primer medio de cultivo contiene IL-4, que no se puede mezclar con (IL-
2/IL-7/1L-15, de lo contrario, la viabilidad y proliferacion celular disminuiran y no se producira el producto celular esperado.
La primera etapa de cultivo celular se usa para expandir células T TCRyd* muchas veces en un periodo de tiempo
excepcionalmente corto, generando un producto celular altamente enriquecido en células T y® V82" De hecho, la ausencia
de IL- 2/IL-7-IL-15 en el medio de cultivo permite la eliminacion de muchas impurezas (otros tipos celulares) que no se
eliminarian sin esta innovacion. Las células T yd V52" expandidas se encuentran en un estado menos diferenciado ya que
no han entrado en contacto con la interleucina-2/-15/-7. Para diferenciar las células hacia un fenotipo mas citotéxico y
proinflamatorio, las células T yd V&2 obtenidas en la primera etapa se deben cultivar en un segundo medio de cultivo que
comprende un mitégeno de células T e interleucina-15, interleucina-2 o interleucina -7, en ausencia de interleucina-4.
Nuevamente, es fundamental que estos diferentes factores de crecimiento no se mezclen, ya que la presencia de IL-4 en
el segundo medio de cultivo disminuyd la viabilidad celular y la funcién citotéxica. La segunda etapa de cultivo expande
aun mas las células T yd V&2 en cultivo y las convierte en mejores células efectoras, generando un producto celular
distintivo que puede usarse para muchos propositos terapéuticos.

La Patente No. US2003/0157060 A1 (Solicitud No. US10239854); depositada el 03.04.2000), describe otro procedimiento
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para expandir células T TCRy&* en cultivo. El procedimiento también implica dos etapas, donde las células T TCRyd* en
la muestra de partida se cultivan en un primer medio de cultivo que comprende (1) un mitdgeno de células T, (2) un factor
de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-2 y (3) un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la
interleucina-7. Las células obtenidas en la primera etapa, a continuacion, se cultivan en un segundo medio de cultivo que
comprende (1) un factor de crecimiento que tiene actividad similar a la interleucina-2 y un (2) factor de crecimiento que
tiene actividad similar a la interleucina-7 para expandir células T TCRyd".

Por el contrario, la presente invencion es diferente ya que las dos etapas de cultivo son necesariamente diferentes, dado
que sirven para propésitos distintos. La invencion excluye claramente el uso de factores de crecimiento que tienen
actividad similar a la interleucina-2 o actividad similar a la interleucina-7 en la primera etapa de cultivo, debido a las
razones ya explicadas (véase arriba). Aunque la presente invencion describe la presencia de otros factores de crecimiento
en el primero y/o el segundo medio de cultivo, incluyendo citocinas como interferén-y, IL-1B e IL-21, no se puede
considerar que estas citocinas tengan actividad similar a la interleucina-2 o a la interleucina-7 debido a los efectos
fisiolégicos que ejercen sobre las células T yd V62" son muy diferentes. Por ejemplo, las células cultivadas en presencia
de interferén-y, IL-1B e IL-21 (en ausencia de IL-2, IL-7 e IL-15) no pudieron adquirir su funcion citotdoxica completa y su
estado diferenciado, por consiguiente, el interferon-y, la IL-1B y la IL-21 no pudieron imitar los altos efectos
proinflamatorios inducidos por la IL-2, la IL-7 y la IL-15 en células T yd V32 cultivadas (Tabla 2). Ademas, algunas de
estas citocinas, como el interferén-y y la IL-1B, pertenecen a una familia de citocinas estructuralmente diferente.

Ahora se describira la invencion con referencia a los ejemplos y figuras siguientes, en los que:

Figuras:

La Figura 1 muestra los porcentajes de PBL T TCRyd* en una muestra de sangre periférica extraida de un
donante sano, antes y después de la clasificacion celular activada magnéticamente (MACS). Se obtuvieron 50-
150 ml de sangre periférica fresca de un voluntario sano y se diluyeron en un 1:1 relacién (volumen a volumen) con
PBS (Invitrogen Gibco) y se centrifugaron en Ficoll-Paque (Histopaque-1077; Sigma-Aldrich) en una relaciéon de
volumen de 1:3 (1 parte de ficoll por 3 partes de sangre diluida) durante 35 minutos a 1.500 rpm y 25 °C. La interfase
que contenia células mononucleares (PBMC) se recogio y se lavé (en PBS). Las células T TCRy&* totales se marcaron
con un mAb anti-TCRy® conjugado con microesferas magnéticas y las células T TCRy&+ se aislaron (por encima del
75 % de pureza) con una columna magnética (Miltenyi Biotec, Alemania). Las células se marcaron con los siguientes
anticuerpos monoclonales fluorescentes: anti-CD3—PerCP-Cy5.5 (Biolegend; clon SK7); anti- TCR-Vd1 -APC
(Miltenyi Biotec, clon REA173); control de isotipo anti-lgG1k-APC de raton (Miltenyi Biotec; clon IS5-21F5). Las células
se analizaron en un citdmetro de flujo Fortessa Il (BD Biosciences). Se muestran los resultados representativos de 6
experimentos independientes.

La Figura 2 muestra porcentajes de PBL T TCRy&* en una muestra de sangre periférica recolectada de un
donante sano anteriormente seleccionado, antes y después del procedimiento de clasificacion MACS de dos
etapas. 50-150 ml de sangre periférica fresca se obtuvo de voluntarios sanos y se diluyé en una relacion de 1:1
(volumen a volumen) con PBS (Invitrogen Gibco) y se centrifugd en Ficoll-Paque (Histopaque-1077; Sigma-Aldrich)
en una relacién de volumen de 1:3 (1 parte de ficoll por cada 3 partes de sangre diluida) durante 35 minutos a 1.500
rpmy 25 °C. La interfase que contenia células mononucleares (PBMC) se recogid y se lavo (en PBS). Los linfocitos T
TCRaf*no deseados, a continuacién, se marcaron mediante incubacién en presencia de un anticuerpo monoclonal
(mAb) murino anti-TCRaf humano conjugado con biotina (Miltenyi Biotec Ref#701-48, clon BW242/412). A
continuacion, las células se marcaron de nuevo con un mAb anti-biotina murino acoplado a microesferas magnéticas
(Miltenyi Biotec Ref#173-01). Finalmente, la suspensién celular se cargd en una columna magnética (Miltenyi Biotec,
Alemania) y los linfocitos T TCRaf*se agotaron magnéticamente (y se desecharon). Las células CD3+ (de las cuales
la mayoria eran células T TCRy&*) presentes en la poblacion celular restante se marcaron con un mAb anti-CD3
humano murino (Miltenyi Biotec Ref#273-01, clon OKT-3, dirigido a un epitopo ubicado en la cadena CD3epsilon),
conjugado con particulas superparamagnéticas de hierro dextrano. Las células se cargaron en una columna de
separacion magnética MACS y las células CD3* se seleccionaron de manera positiva (se purificaron). Las células se
tifieron para los marcadores TCRyd, CD3, TCRV®1 y TCRV32 y se analizaron en un citémetro de flujo Fortessa Il (BD
Biosciences). Se muestran los resultados representativos de 6 experimentos independientes.

La Figura 3 muestra un resumen de las condiciones de cultivo de prueba. A-C. Se aislaron PBL TCRyd* de un
donante sano mediante MACS, como se describié anteriormente, y se cultivaron en placas de 96 pocillos a 1 millén
de células/ml en un medio completo (Optmizer CTS, GIBCO) complementado con un 5 % de suero humano, 1mM de
L-glutamina, a 37 °C y 5 % de COa2. Las células se distribuyeron por igual en miltiples pocillos y se cultivaron en
presencia de tres combinaciones fijas de mAb anti-CD3 e IL-4, complementadas ademas con varias concentraciones
de IL-2, IL-7, IL-15 o IFN-y. El medio fresco complementado con los mismos factores de crecimiento se adicioné cada
5-6 dias. Al final del periodo de cultivo, se contaron las células y se analizo el fenotipo celular mediante citometria de
flujo. Cada factor de crecimiento se usé por separado en diluciones en serie de 500 ng/ml a 0,1 ng/ml. Los gréficos
muestran la mejor condicion de cultivo (es decir, la mayor expansién en cantidad de veces de células V61*) obtenidas,
para cada citocina (IL-2, IL-7, IL-15 e IFN-y). La muestra de control contenia IL-4 y mAb anti-CD3 unicamente. D. Los
PBL CD3* totales se aislaron mediante MACS con un mAb anti-CD3 humano (junto con perlas paramagnéticas) de la
sangre periférica del mismo donante y se cultivaron y analizaron como se describié anteriormente. Se muestra la
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media mas/menos la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. El analisis estadistico se realizé usando el software
Graphpad-Prism. Las diferencias entre las subpoblaciones se evaluaron mediante la prueba t de Student y se indican
cuando son significativas como *P < 0,05; **P < 0,01; y *** P < 0,001 en las figuras.

La Figura 4 muestra los porcentajes de PBL T V51* antes y después del cultivo in vitro durante 15 dias.Los
PBL TCRyd* de un donante sano se aislaron mediante MACS, como se describié anteriormente, y se cultivaron en
presencia de 200 ng/ml de IFN-y, 1 ug/ml de a-CD3 y 100 ng/ml de IL-4. Se adicion6 una fraccién de medio fresco
que contenia la misma combinacién de factores de crecimiento cada 5-6 dias. Se muestra el analisis del grafico FACS
en el dia 15. Resultados representativos de 3 experimentos independientes.

La Figura 5 muestra un panel de medios de cultivo celular analizados.Se aislaron PBL T TCRy3* de un donante
sano mediante MACS, como se describié anteriormente y se cultivaron en diferentes medios de cultivo celular de
grado clinico libres de suero y disponibles comercialmente. Las células se cultivaron en un primer medio de cultivo en
presencia de 70 ng/ml de IFN-y, 1 pg/ml de a-CD3 y 100 ng/ml de IL-4, seguido del cultivo en un segundo medio de
cultivo en presencia de 100 ng/ml de IL-15 y 2 pug/ml de mAb anti-CD3 (en ausencia de IL-4). Se muestra el nimero
final de células y los porcentajes de células después del analisis FACS en el dia 15. Se muestra la media mas/menos
la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas.

La Figura 6 muestra que las células T V31* se expanden in vitro para convertirse en el subconjunto celular
dominante en el cultivo. Se obtuvieron 70 ml de sangre periférica concentrada (correspondientes a 450 ml de sangre
periférica) de 8 unidades de capa leucocitaria recolectadas de 8 donantes sanos. La sangre se centrifugé sin diluir en
Ficoll-Paque (Histopaque-1077; Sigma-Aldrich) en una relaciéon de volumen de 1:3 (1 parte de ficoll por cada 3 partes
de sangre) durante 35 minutos a 1.600 rpm y 25 °C. La interfase que contenia células mononucleares (PBMC) se
recogié y se lavod (en un tampoén de solucion salina). Se aislaron PBL TCRy®d* mediante la MACS de dos etapas
anteriormente descrito y se resuspendieron en un medio de cultivo libre de suero (OPTMIZER, GIBCO)
complementado con un 5 % de plasma autélogo y 1 mM de L-glutamina. Las células se sembraron a una concentracion
de 0,5 x 10° células/ml y se expandieron en bolsas de plastico de cultivo celular cerradas, permeables a los gases, de
1l en laincubadora a 37 °C y con un 5 % de CO2 Los factores de crecimiento se adicionaron a los medios de cultivo
celular segun el protocolo de 2 etapas descrito anteriormente: 70 ng/ml de mAb anti-CD3, 100 ng/ml de IL-4, 70 ng/ml
de IFN-y, 7 ng/ml de IL-21 y 15 ng/ml de IL-18 se adicionaron al primer medio de cultivo y 70 ng/ml de IL-15, 100 ng/ml
de IFN-y, 15 ng/ml de IL-21 y 1 pg/ml de mAb anti-CD3 se adicionaron al segundo medio de cultivo. Se eliminé una
fraccion del medio viejo y se adicioné medio fresco cada 5-6 dias, complementado con factores de crecimiento. Este
sistema no requeria células "alimentadoras" accesorias. El panel izquierdo muestra los porcentajes de células
V&1*CD3* entre el total de células vivas analizadas mediante citometria de flujo. El panel derecho muestra un aumento
en cantidad de veces en el numero absoluto de células T V&1* CD3* en relacién con el ndmero inicial de células. Las
células vivas se contaron usando exclusién positiva con azul de tripano en un hemocitémetro. Se muestra un promedio
de 3 mediciones del numero de células

La Figura 7 muestra la expresion de varios marcadores de superficie celular en células T V51* expandidas in
vitro®.Expresion de los receptores de activacion NKp30, NKp44 y NKG2D en células T CD3*Vd1* después de 16 dias
de cultivo (como en la Tabla 8). También se muestran las tinciones de control de mAb de isotipo (se debe tener en
cuenta que el control para la expresion de NKp30 y NKp44 es el mismo).

La Figura 8 muestra que las células T TCRy&* expandidas in vitro’ son citotoxicas contra las células de LLC,
pero no contra las PBMC autélogas. Después de 21 dias de expansion y diferenciacion (como se describe en la
Figura 6), las células T TCRyd" resultantes se incubaron conjuntamente con células diana (anteriormente marcadas
con DDAO-SE) durante 3 horas a 37 °C y la muerte de las células diana se evalué mediante tincién con anexina V.
(A) Analisis de citometria de flujo de células MEC-1 de LLC susceptibles (panel superior) y PBMC autdlogas no
susceptibles (panel inferior). Graficos representativos de 3 réplicas técnicas. (B) Impacto de diferentes relaciones de
células diana:efector y de los anticuerpos de bloqueo contra NKG2D o NKp30 en la destruccion de células de leucemia
MEC-1. Las barras de errores representan la DE (n = 3, *P < 0,05). (C) Las células T TCRyd* expandidas y
diferenciadas (designadas en esta invencion como "células DOT") del donante A se incubaron conjuntamente con
muestras de células primarias de LLC B (recolectadas de la sangre periférica de pacientes con LLC/LLP y enriquecidas
en CD19 mediante MACS) o con PBMC autélogas sanas. Se muestra la media mas la desviacion estandar de 3
réplicas técnicas. Procedimientos detallados: La linea celular MEC-1 LLC*6 se obtuvo del Centro Aleman de Recursos
para el Material Biolégico (DSMZ). Las células tumorales MEC-1 se cultivaron en matraces T25 en RPMI 1640 al 10
% completo, con suero bovino fetal al 10 %, 2 mM de L-glutamina, se mantuvieron a 10° hasta 108 células/ml por
dilucién y se fraccionaron en una relacion de 1:3 cada 3-4 dias. Para los ensayos de citotoxicidad, las células T
TCRyd+ expandidas in vitro se colocaron en placas de fondo redondo de 96 pocillos. Las muestras primarias de lineas
celulares tumorales o leucemia se tifieron con CellTrace Far Red DDAO-SE (1 pM; Molecular Probes, Invitrogen) y se
incubaron en la relacion de diana:efector con células T TCRyd* en un medio RPMI 1640 durante 3 horas a 37 °C y
con un 5 % de COz, en presencia de 70 ng/ml de IL-15. Todas las células con Annexin V-FITC (BD Biosciences) y se
procedi6 al analisis de las mismas mediante citometria de flujo.

La Figura 9 muestra que las células T TCRy3* producen altos niveles de IFN-y.Las células T TCRyd* se
produjeron a partir de dos donantes sanos en bolsas de cultivo celular durante 21 dias, seguido de un protocolo de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2908 840 T3

cultivo de 2 etapas, como se describié anteriormente. Las células se lavaron, se sembraron en placas de 96 pocillos
y se volvieron a estimular con medio fresco complementado con 100 ng/ml de IL-15 y 2 ug/ml de mAb anti-CD3.
Después de 48 h, los sobrenadantes del cultivo celular se analizaron mediante citometria de flujo mediante una matriz
de perlas citométrica (BD Biosciences). OpTmizer se refiere a células mantenidas en medios no complementados con
compuestos de activacién. Se muestra la media mas la desviacion estandar de 3 réplicas técnicas. Las barras de
errores representan la DE (n = 3, **P <0,01).

La Figura 10 muestra que las células T TCRy®* de pacientes con LLC/LLP se expanden de manera sélida in
vitro y son altamente citotéoxicas contra las células de LLC/LLP y las células infectadas con CMV. Los PBL
TCRYy®d" clasificados mediante MACS de los pacientes con LLC/LLP se cultivaron durante 21 dias con citocinas y mAb
como se describié anteriormente. Panel izquierdo: las células se analizaron mediante citometria de flujo para la
coexpresion de TCRV®1/CD3 y se calculd el aumento en cantidad de veces de las células T CD3+V&1+. Las células
vivas se identificaron mediante citometria de flujo con un colorante de viabilidad (Zombie Violet; Biolegend) y se
contaron con azul de tripano en un hemocitémetro. Panel derecho: las células T TCRyd* de un paciente con LLC/LLP
LC/LLP se cultivaron conjuntamente durante 3 h a una relacion de diana-efector de 1:10 en una placa de 96 pocillos
con células MEC-1 derivadas de una LLC/un LLP o con fibroblastos de prepucio humano (FFB), sanos o anteriormente
infectados con la cepa de citomegalovirus AD169 YFP* (M.l. de 0,005; las barras de error representan la desviacién
estandar (n = 3 para cada grupo). El porcentaje de células tumorales muertas antes de la incubacion con células DOT
fue de alrededor del 20 % en cada grupo. LLP significa linfoma linfocitico pequefio.

La Figura 11 muestra que las células T TCRyd+ expandidas in vitro’ son citotéxicas contra las células de
cancer de varios origenes tisulares. Los linfocitos T TCRy®* de sangre periférica de un donante sano se clasificaron
mediante MACS y se estimularon ex vivo en presencia de citocinas y mAb anti-CD3 durante 21 dias, segun el protocolo
de cultivo de dos etapas descrito. Las células se incubaron conjuntamente durante 3 horas en placas de 96 pocillos
con un panel de lineas de células tumorales: MOLT-4 (leucemia linfoblastica aguda; LLA); HL-60 (leucemia mieloide
aguda; AML); K562 (leucemia mieloide crénica; LMC); MEC-1 (leucemia linfocitica cronica; LLC); HELA (carcinoma
cervical); Daudi (linfoma de Burkitt); THP-1 (leucemia monocitica aguda; AMoL ); MDA-231 (carcinoma de mama), PA-
1 (carcinoma de ovario); PC3 (carcinoma de préstata) y HCT116 (carcinoma de colon). La muerte de células tumorales
se evalué mediante tincién con anexina-V (n = 3 réplicas técnicas).

La Figura 12 muestra que las células T TCRy&" se alojan y sobreviven en modelos tumorales de xenoinjerto.
A.2 x 107 de células T TCRyd"* se transfirieron a huéspedes inmunodeficientes NSG portadores de tumores portadores
(linea células de LLC/LLP de MEC-1). Al cabo de 30 dias desde la transferencia de células T TCRyd*, los animales
se sacrificaron y la progenie de las células T TCRyd* se evalué mediante FACS en los tejidos indicados. Cabe sefalar
que las células T TCRyd" estaban presentes en todos los tejidos analizados y, también, las células T CD3*Vd1* se
enriquecieron altamente, lo que sugiere el buen estado preferencial y/o la activacion en presencia del tumor de LLC.
Los diagramas de puntos son de un animal representativo de 6 animales analizados. B. Las células T TCRyd"
expresan NCR in vivo. Las células T TCRyd* recuperadas del higado al dia 30 después de la transferencia se
analizaron mediante FACS, en busqueda de la expresion de NCR. Noétese la alta expresion de NKp30 y NKG2D. Los
graficos de puntos superiores son controles de isotipo. Se muestra un animal representativo de 3 animales analizados.
C. Las células T TCRyd" infundidas pueden alojarse en huéspedes inmunodeficientes BRG. 107 células T TCRyd* de
un donante diferente se transfirieron a huéspedes BRG portadores de un tumor de LLC y se cuantificaron mediante
FACS 72 horas después de la transferencia. Las células T TCRyd* podrian recuperarse tanto del pulmén como del
higado y se descubrieron células que expresaban TCRV31* en proporciones similares a las de la transferencia inicial.
Se muestra un animal de cada dos.

La Figura 13 muestra que las células T TCRy&* pueden limitar el crecimiento tumoral in vivo. 107 células
tumorales de LLC/LLP MEC-1 que expresaban luciferasa se transfirieron subcutaneamente a huéspedes
inmunodeficientes BRG. 10 y 15 dias después de la transferencia, 107 células T TCRyd*o PBS de control se
transfirieron por via intravenosa a huéspedes portadores de tumores de LLC, tal como se verificd mediante un analisis
de luminiscencia. El crecimiento del tumor de LLC/LLP se midié periédicamente usando un calibrador. Se muestra el
tamafio del tumor, teniéndose en cuenta el efecto de las células T TCRyd* visibles en el tamafio del tumor de LLC (n
= 8 ratones por grupo).

La Figura 14 muestra que las células T TCRyd* limitan la diseminacion del tumor LLC. A. 107 células de tumores
de LLC/LLP MEC-1 que expresan luciferasa se transfirieron por via subcutanea a huéspedes NSG inmunodeficientes.
10 y 15 dias después de la transferencia, las células T TCRyd* (2 x 107) o PBS de control se transfirieron por via
intravenosa a huéspedes con tumores de LLC/LLP, como se verific6 mediante el analisis de luminiscencia. El
crecimiento tumoral de LLC/LLP se midi6é periédicamente usando un calibrador. Se muestra el tamafio del tumor,
teniéndose en cuenta la tendencia parcial y transitoria al principio del tratamiento, pero las células T TCRyd* no
pudieron limitar el crecimiento tumoral mas rapido de la afeccion LLC/LLP en volumen en estos huéspedes. B-D. La
linea tumoral de LLC/LLP es capaz de extenderse a otros érganos en estos experimentos. Los graficos que se
muestran en B representan el analisis FACS de los 6rganos recuperados al final del experimento de los huéspedes
NSG que reciben la transferencia de células T TCRyd* o PBS de control. Se observé una reduccién generalizada de
las células tumorales de LLC/LLP se recuperaron en diferentes érganos, pero este efecto fue mas pronunciado en el
higado, un érgano importante para la propagacion del tumor en este modelo. C. Andlisis histolégico (H&E) de un
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animal representativo de cada grupo, mostrando metastasis tumoral de LLC/LLP en los sitios anatémicos indicados
de animales tratados con PBS y ausencia de infiltrados tumorales en animales tratados. (*p < 0,05; **p < 0,01).D. Se
muestra un resumen del andlisis histoldgico, que muestra animales de cada grupo donde se descubrieron infiltrados
tumorales de LLC/LLP contra animales libres de infiltrados tumorales. La puntuacién fue realizada a ciegas por un
patdlogo certificado en muestras histolégicas tefiidas con H&E de los tejidos indicados de animales en el experimento
representado en la figura 15. Los resultados se muestran para todos los animales analizados y muestran una clara
reduccion en la diseminacion tumoral general en el grupo de animales tratados con células T TCRyd+ expandidas in
vitro’.

La Figura 15 muestra que las células T TCRy&* pueden infiltrar un tumor primario y se activan in vivo. A. Se
muestra el analisis IHC de secciones tefiidas con CD3 de tumores de LLC/LLP de animales NSG transferidos con
células tumorales MEC-1 y tratados con células T TCRy&*. B. Analizamos la expresién de CD69 (n = 3, se muestra
un grafico de puntos representativo), de Nkp30 y de NKG2D (n = 2) in vivo en diferentes érganos y se descubrié que
las células T TCRyd* recientemente activadas, con una mayor expresion de estos marcadores de activacion en las
células T TCRyd* se recuperaron del tumor LLC/LLP.

La Figura 16 muestra el analisis bioquimico de muestras de sangre. (A) Se recolectd sangre en el momento de
la necropsia de los animales del experimento que se muestra en la Figura 14 y se realizé un analisis bioquimico para
la alanina-aminotransferasa (ALT/GPT), el aspartato aminotransferasa (AST/GOT), el nitrégeno urea en sangre (BUN),
la creatinina, la creatina Fosfoquinasa (CPK) y el lactato deshidrogenasa (LDH). (B) Lo mismo que en A, para los
animales que se muestran en la figura 11. No encontramos evidencia de toxicidad asociada con el tratamiento con
células DOT.

Procedimientos detallados de los estudios in vivo :

Los animales Balb/c Rag” yc’ 47 se obtuvieron de Taconic (USA); los ratones NOD-SCIDyc”- 4 se obtuvieron de
Laboratories (EE. UU.). A los ratones BRG o NSG se les inyecté por via subcutanea células MEC-1 y, después de 6y 11
dias, se los traté con dos transferencias intravenosas de 107 o 2 x 107 células DOT, y, a continuacién, se analizaron
(tamafio del tumor, histologia, citometria de flujo del tumor o infiltrados de 6rganos y bioquimica sanguinea) como se
detalla. Todos los procedimientos con animales se realizaron segun las pautas nacionales de la Direcdo Geral de
Veterinaria y fueron aprobados por el Comité de Etica correspondiente. Para el fenotipado después de la transferencia de
células DOT in vivo, los animales fueron sacrificados usando Eutasil para la recoleccion de sangre mediante puncion
cardiaca; y rapidamente se los perfundié con PBS + Heparina. Los 6rganos se homogeneizaron y lavaron en filtros de
células de 70 uM. Los fémures se enjuagaron y, a continuacion, se filtraron. A continuacion, las células se tifieron con los
siguientes anticuerpos de Ebioscience, Biolegend, Myltenyi Biotec o Beckton Dickinson: anti-CD45 de ratén (30-F11) y
anti-CD45 humano (HI30). Otros anticuerpos utilizados son comunes con los estudios in vitro. Los anticuerpos se
acoplaron a los fluorocromos FITC, PE, PerCP, PerCP-Cy5, PE-Cy7, APC, APC-Cy7, Pacific Blue, Brilliant Violet 421 y
Brilliant Violet 510. El analisis estadistico se realiz6 usando el software Graphpad-Prism. Las medias de las muestras se
compararon utilizando la prueba t de Student para datos no apareados. En caso de que las varianzas de las dos muestras
se encontraran diferentes usando la prueba F, los datos se transformaron logaritmicamente y, en caso de hallarse
varianzas que no fuesen diferentes, se aplicé la prueba t no apareada a los datos transformados logaritmicamente. Para
los datos de supervivencia, se utilizé la prueba de rango logaritmico (Mantel-Cox).

Disefio experimental in vivo: Usamos un modelo anteriormente descrito de una LLC humana con un xenoinjerto tras la
transferencia adoptiva subcutanea de células MEC-1 derivadas de la LLC/el LLP en animales Balb/cRag”yc’ (BRG), las
cuales adaptamos adicionalmente usando animales NOD-SCIDyc” (NSG) como huéspedes. Con el fin de garantizar que
los animales que recibieron tratamiento o control con PBS fueran animales portadores de tumores, transducimos células
de LLC MEC-1 con luciferasa de luciérnaga para detectar y medir el injerto tumoral en puntos de tiempo tempranos antes
de atribuir las células de tratamiento. Después de 7 o 4 dias (en diferentes estudios) inyectamos luciferina IP para
determinar la carga tumoral en funcién de la luminiscencia, antes de atribuir el tratamiento (o control PBS) a los animales.
Los animales se distribuyeron aleatoriamente en jaulas y se asignaron a cada tratamiento (PBS o células DOT) segun la
luminiscencia medida el dia 7, de tal forma que el animal con mayor luminiscencia recibié tratamiento, el segundo con
mayor luminiscencia recibid tratamiento con PBS, el tercero con mayor luminiscencia recibié tratamiento, etc. Esto resulté
en una distribucién no aleatoria en grupos, aunque si aleatoria en las diferentes jaulas. 2 animales adicionales recibieron
células DOT en los experimentos indicados para el analisis de orientacion inicial. Realizamos dos transferencias de 107 o
2 x 107 células DOT (dentro de 5 dias), usando células de un donante diferente por experimento. El tumor se midié usando
un calibrador y tomando tres medidas perpendiculares. La formula utilizada fue % x L x W x H.*° Los animales se
sacrificaron cuando las medidas del tumor alcanzaron los 1000 mm3.

Analisis de luminiscencia: después de la transduccion de la linea celular MEC-1 con luciferasa de luciérnaga GFP, las
células en crecimiento se examinaron y clasificaron segun la expresion de GFP utilizando un FACS-Aria (Becton
Dickinson, EE. UU.), hasta > 95 % de células GFP positivas. A continuacion, estas células se mantuvieron en cultivo hasta
que se transfirieron por via subcutdnea a animales huéspedes (en 50 yl de PBS). En los puntos de tiempo indicados
después de la transferencia, los animales fueron anestesiados (Ketamina/Medetomidina) y se les inyecto Luciferina (IP).
Al cabo de 4 minutos, se detectd y adquirio la actividad de luciferasa utilizando VIS Lumina (Calliper LifeSciences) en las
instalaciones de bioimagenes de IMM. A continuacion, se revirtié la anestesia y los animales regresaron al alojamiento
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anterior.

Recuentos de linfocitos: Los recuentos de células se realizaron con un hemocitémetro o utilizando un citémetro Accuri
Flow (Becton Dickinson, EE. UU.). Se estimaron los recuentos por 6rgano cuando se tomaron muestras de partes del
organo para analisis histologico pesando los 6rganos antes y después de dividir las muestras. Los numeros presentados
a continuacion se corrigen para el 6rgano completo. En los datos de médula dsea, se calcularon nimeros absolutos y se
muestran para un fémur. Histopatologia e Inmunohistoquimica: Los ratones fueron sacrificados con sobredosis de
anestésico, se realizaron necropsias y se extrajeron érganos seleccionados (pulmén, corazén, intestino, bazo, higado,
rifidn, tracto reproductivo, cerebro, cerebelo, médula espinal y fémur), se fijaron en un 10 % de formalina tamponada
neutra, se incrustaron en parafina y se tifieron secciones de 3 pm con hematoxilina y eosina (H&E). Los huesos se
descalcificaron adicionalmente en Calci-Clear™ (Fisher Scientific) antes de la incrustacion. Las secciones de tejido fueron
examinadas por un patélogo, cegado a los grupos experimentales, en un microscopio Leica DM2500 acoplado a una
camara microscopica Leica MC170 HD. La tincién inmunohistoquimica para CD3 (Dako, No. de cat. A0452) fue realizada
por el Laboratorio de Histologia y Patologia Comparada del IMM, utilizando protocolos estandares, con un Dako
Autostainer Link 48. La recuperacion de calor del antigeno se realizé en DAKO PT Link con una solucion de pH bajo (pH
6) y la incubacion con el kit ENVISION (Peroxidasa/Sistema de deteccion DAB, DAKO, Santa Barbara, CA) fue seguido
por la contratincion de hematoxilina de Harri (Bio Otica, Milan, IT). El control negativo incluy6 la ausencia de anticuerpos
primarios; y no se observo tincion de CD3 en los controles negativos. Las imagenes se adquirieron en un microscopio
Leica DM2500, acoplado con una camara microscépica Leica MC170 HD.

Bioquimica de la sangre del ratdn: los ratones se anestesiaron profundamente y se extrajo sangre del corazén en tubos
recubiertos de heparina, que se enviaron para el andlisis de los parametros bioquimicos mostrados en un laboratorio
independiente. Los parametros bioquimicos se midieron en suero, en un analizador de quimica clinica RX monaco
(RANDOX).

La Figura 17 muestra el enriquecimiento de PBL TCRy3* después de la clasificacion MACS de dos etapas.

Se recolecté sangre periférica (obtenida de capas leucocitarias) de 4 voluntarios sanos, y las células T TCRyd* T totales
se aislaron mediante MACS: primero, se realiz6 el agotamiento de TCRap y, a continuacion, se realizé la seleccion positiva
de las células CD3". Las células se tifieron para TCRyd, CD3 y TCRV&1 y se analizaron mediante citometria de flujo. Los
graficos de puntos muestran fracciones de PBL TCRyd" antes y después de cada etapa de clasificacion de la MACS
(paneles izquierdos); y los porcentajes iniciales y finales de las células T V&1* (paneles derechos).

La Figura 18 muestra la caracterizacion del fenotipo de activacion y maduracion de las células T V81* obtenidas.

(A) Comparacion de citometria de flujo del fenotipo de superficie celular de células T V81* en el dia 21 de cultivo (usando
el protocolo de cultivo de 2 etapas descrito anteriormente); (lineas completas) con células T V&1* recientemente aisladas
(lineas de puntos), analizadas usando el kit LEGENDScreen (Biolegend). Se muestran superposiciones de histogramas
para varios marcadores relacionados con la activaciéon y diferenciacion de linfocitos, y marcadores implicados en la
adhesion y la migracion. Se muestran las células de un donante sano. (B) Mapa de calor que representa los porcentajes
de células positivas para cada marcador de superficie en células T V&1* cultivadas (en el dia 21 de cultivo) producidas a
partir de 4 donantes sanos diferentes (cultivos 1-4), en comparacion con células T V31* recientemente aisladas (de los
donantes 1 y 2). El cddigo de color se presenta a la derecha. Para el fenotipado después de la produccion celular: las
células se tifieron con anti-CD3-APC (clon UCHT1), anti-TCRV31-FITC y un panel de receptores usando el kit
LegendScreen (Biolegend).

La Figura 19 muestra la citotoxicidad dependiente de TCR/NCR de las células T TCRy&* contra células leucémicas
(pero no sanas).

Las células T TCRyd* expandidas y diferenciadas, producidas a partir de dos donantes sanos (usando el protocolo de
cultivo de 2 etapas descrito anteriormente), se probaron en diferentes experimentos contra las células diana MEC-1 (LLC)
en niveles crecientes, relaciones de efector/diana (grafico de la izquierda, barras grises) y también en presencia de
anticuerpos bloqueantes para (a, anti-) las moléculas indicadas, ya sea individualmente (Exp. 1) o en combinaciones (Exp.
2). La relacion de mas alto efector/diana (10:1) se usé en experimentos de bloqueo y la barra gris en esta relacion (con
un anticuerpo de isotipo IgG) sirve como control. Se muestran los porcentajes de células diana MEC-1 muertas (Anexina
V). * y # indican diferencias significativas en relacion con el control de isotipo IgG o una a-TCRV®31, respectivamente
(media mas la desviacion estandar; "#p < 0,05; **'# p < 0,01; prueba de la t de Student).

Para los ensayos citotdxicos, las células tumorales MEC-1 se cultivaron en matraces T25 en RPMI 1640 al 10 % completo,
con suero bovino fetal al 10 %, 2 mM de L-glutamina, se mantuvieron a 10% hasta 10% células/ml por dilucion y se
fraccionaron en una relacion de 1:3 cada 3-4 dias. Las células T TCRyd* expandidas in vitro® se colocaron en placas de
fondo redondo de 96 pocillos. Las células tumorales se tifieron con CellTrace Far Red DDAO-SE (1 uM; Molecular Probes,
Invitrogen) y se incubaron en la relacién de diana:efector con células T TCRyd* en un medio RPMI 1640 durante 3 horas
a 37 °Cyconun5 % de CO2, en presencia de 70 ng/ml de IL-15. Para el bloqueo del receptor, los PBL yd se preincubaron
durante 1 hora con anticuerpos bloqueadores: anti-TCRyd humano (clon B1); anti-NKG2D humano (clon 1D11); anti-CD2
humano (clon RPA-2.10); anti-CD3 humano (clon OKT-3); anti-NKp30 humano (clon P30-15); anti-NKp44 humano (clon
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P44-8), 1gG1,k de raton (clon MOPC-21), IgG2b de ratén (clon MPC-11), IgG3k de raton (clon MG3-35), todos de
Biolegend. El anti-CD226 humano (clon DX11) era de BD Biosciences. Los TCR anti-Vd1 humanos (clones TCS-1 o
TS8.2) eran de Fisher Scientific y el anti-TCRyd humano (clon IMMU510) era de BD Biosciences. Los anticuerpos
bloqueantes se mantuvieron en el medio de cultivo durante los ensayos de destruccién.

Finalmente, a continuacion, se tifieron todas las células con Annexin V-FITC (BD Biosciences) y se procedio al analisis
de las mismas mediante citometria de flujo.

La Figura 20 muestra la expresion de los receptores de activacion NK de superficie celular en células T V81+ Vo1~
y V82" expandidas in vitro. Las células T TCRyd* expandidas y diferenciadas se produjeron a partir de donantes sanos,
utilizando el protocolo de cultivo de 2 etapas descrito anteriormente. Se muestra la expresion de los receptores de
activacion NKp30 y NKp44 en células CD3* Vd1* y en células T CD3* V61~ V82" después de 21 dias de cultivo. Primero,
se identificaron las células CD3*V62* (con mAb anti-CD3 y anti-V82 conjugados con fluorocromos) y se excluyeron del
andlisis. Las células CD3+ restantes se analizaron para determinar la expresion de V61 y NKp30, NKp44 y el control del
isotipo. Se muestran los resultados representativos de 4 experimentos independientes con 4 donantes diferentes.

La Figura 21 muestra la citotoxicidad del subconjunto de células T V31'V582- de células T TCRy®* contra células
leucémicas.

Las células T TCRyd* expandidas y diferenciadas, producidas a partir de un donante sano (utilizando el protocolo de
cultivo de 2 etapas descrito anteriormente) se tifieron para los marcadores de células T CD3, V&1 y V82 con anticuerpos
monoclonales conjugados con fluorocromos, y la poblacion de células T CD3+V31 V82" se aislé6 mediante citometria de
flujo. A continuacion, las células aisladas se analizaron en un ensayo de destruccion in vitro contra las lineas celulares
diana de la leucemia mieloide aguda (LMA) (KG-1, THP-1, HL-60 y NB-4) en una relacion de efector/diana de 10:1. El
ensayo de destruccion se realizé6 como se describié anteriormente.

Tablas:

La Tabla 1 describe las moléculas utilizadas para estimular la proliferacion de células T V31* durante la etapa
de optimizacién. Los reactivos se utilizaron en un intervalo de concentracion de 0,1 ng/ml a 80 ug/ml. La columna de
la derecha muestra el distribuidor o fabricante del reactivo.

La Tabla 2 muestra un resumen de las condiciones de cultivo probadas. Los PBL TCRyd* se aislaron mediante
MACS de un donante sano y se cultivaron a 1 milléon de células/ml en placas de 96 pocillos, a 37 °C y con un 5 % de
CO:z . Las células se expandieron en medio completo (Optmizer CTS, GIBCO) complementado con un 5 % de plasma
autélogo, 1 mM de L-glutamina y con los factores de crecimiento descritos. Al final del periodo de cultivo, se contaron
las células y se analizé el fenotipo celular mediante citometria de flujo. Se muestran los resultados seleccionados de
4 experimentos consecutivos. Las mejores condiciones de cultivo en cada experimento se clasifican por aumento en
cantidad de veces. La tasa de expansion en cantidad de veces de las células T V81* se calculd de la siguiente manera:
(numero absoluto de células T V&1* al final del cultivo)/(numero absoluto de células T V&1* al dia 0 de cultivo). Se
muestran los resultados representativos de 2 experimentos independientes.

La Tabla 3 muestra un resumen de las condiciones de cultivo probadas. Los PBL TCRyd"* se aislaron mediante
MACS de un donante sano y se cultivaron durante 14 dias en presencia de los factores de crecimiento descritos. El
dia 14 de cultivo, las células se dividieron: una fraccién de células se cultivd como antes, mientras que la otra fraccion
de células se cultivd en ausencia de IL-4 y en presencia de los factores de crecimiento indicados. El dia 21, se contaron
las células y se analizé el fenotipo celular mediante FACS. Se muestran los resultados representativos de 2
experimentos independientes. También se realizé un ensayo de citotoxicidad el dia 21 usando las células TCRyd*
contra dianas de leucemia MOLT-4 (el procedimiento se describe en la Figura 8). Las células diana apoptéticas
(moribundas) se detectaron mediante tincion positiva con el reactivo Anexina-V en una maquina de citometria de flujo
Fortessa Il (BD Biosciences). La muerte de las células tumorales basales (es decir, el porcentaje de células tumorales
apoptoticas en muestras de tumores que no se cultivaron conjuntamente con células TCRyd*) fue de 10 + 3 %. Se
muestra el promedio de dos réplicas técnicas.

La Tabla 4 muestra un resumen de las condiciones de cultivo probadas. Los PBL TCRyd* se aislaron mediante
MACS de un donante sano y se cultivaron durante 15 dias en protocolos de cultivo de dos y tres etapas, en presencia
de los factores de crecimiento descritos. Se contaron las células y se analizo el fenotipo celular mediante FACS al
final del periodo de cultivo. Se muestran los resultados representativos de 2 experimentos independientes.

La Tabla 5 muestra un resumen de las condiciones de cultivo probadas. Los PBL TCRyd"* se aislaron mediante
MACS de un donante sano, siguiendo el protocolo de dos etapas, y se cultivaron durante 21 dias en presencia de los
factores de crecimiento descritos. Se contaron las células y se analiz6 el fenotipo celular mediante FACS al final del
periodo de cultivo. Se muestran los resultados representativos de 2 experimentos independientes

La Tabla 6 muestra la pureza y el fenotipo de los PBL TCRy&" aislados a través de un protocolo MACS de dos
etapas. Las PBMC se obtuvieron mediante centrifugacion en gradiente de densidad en ficoll a partir de productos de
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la capa leucocitaria recolectados de 8 donantes sanos. Las células T TCRyd* se aislaron adicionalmente mediante un
protocolo MACS de dos etapas, como se describe en la Figura 2. El fenotipo celular se caracterizé mediante un analisis
de citometria de flujo de los antigenos de la superficie celular. Los datos corresponden a porcentajes de células vivas
totales.

La Tabla 7 muestra la pureza y el fenotipo de las células T TCRyd+ expandidas in vitro®. Las células T TCRyd*
clasificadas por MACS de donantes sanos (las mismas de la Tabla 6) se cultivaron por 21 dias en bolsas de cultivo
celular, segun el protocolo de cultivo de dos etapas descrito anteriormente. Las poblaciones celulares se
caracterizaron por citometria de flujo. Se indican los porcentajes de células T TCRyd* y células contaminantes, en
relacion con las células vivas totales presentes en los cultivos.

La Tabla 8 muestra la expresion de NCR y NKG2D en células T V31* recientemente aisladas, contra las que se
cultivaron. Expresién de los receptores de activacion NKp30, NKp44 y NKG2D en células T CD3*V&1* después de
16 y 21 dias de tratamiento con citocina y mAb anti-CD3. Los datos de esta tabla son representativos de los datos
obtenidos de 10 donantes independientes, y se observa que la expresion de NKp30 y NKp44 vario entre alrededor del
10 % y el 70 % entre diferentes donantes, mientras que NKG2D se expresé en mas del 80 % de los PBL V&1* de
todos los donantes analizados.

La Tabla 9 muestra la pureza y el fenotipo de PBL TCRy&"* clasificados por MACS de pacientes con LLC/LLP.
Se obtuvieron células de leucemia linfocitica cronica (LLC) de células B de la sangre periférica de los pacientes en la
primera presentacion, después del consentimiento informado y la aprobacion de la junta de revision institucional. Las
células T TCRyd* se clasificaron mediante MACS de la sangre periférica de 3 pacientes con LLC (LLC-1-3) y el fenotipo
de la poblacion celular se caracterizé mediante un analisis de citometria de flujo de antigenos de la superficie celular.
Muestra porcentajes de células T TCRy®* y células contaminantes, obtenidas inmediatamente antes y después del
procedimiento de aislamiento magnético de 2 etapas. Cada subconjunto de células se controld con el total de células
vivas.

La Tabla 10 muestra que las células de LLC B autélogas contaminantes se convierten en una poblacién
residual en el cultivo. Las células T TCRy®" se clasificaron por MACS de la sangre periférica de 3 pacientes con
LLC/LLP (LLC-1-3; como en la Tabla 9) y se cultivaron in vitro durante 16 dias como se describié anteriormente. El
fenotipo de la poblacion celular se caracterizé mediante un analisis de citometria de flujo de antigenos de superficie
celular. Se muestran los porcentajes de células T TCRyd" y células contaminantes. Cada subconjunto de células esta
controlado por el total de células vivas, excepto la expresion de NKp30 y NKG2D que se controlé con las células T
Vo1*.

La Tabla 11 muestra con mas detalle las condiciones de cultivo probadas presentadas en la Tabla 2 de una
solicitud anterior. Se aislaron PBL TCRy&* de un donante sano mediante MACS, como se describié anteriormente,
y se cultivaron en placas de 96 pocillos a 1 millén de células/ml en un medio completo (Optmizer CTS, GIBCO)
complementado con un 5 % de suero humano, 1mM de L-glutamina, a 37 °C y 5 % de COz2 . Al final del periodo de
cultivo, se contaron las células y se analizo el fenotipo celular mediante citometria de flujo. Se muestran los resultados
seleccionados de 4 experimentos consecutivos (los mismos experimentos descritos en la Tabla 2 de una solicitud
anterior, pero ademas se describen los resultados de las condiciones de cultivo de control paralelo, marcados con un
asterisco, para una comprension mas completa de los resultados). También se muestra el porcentaje de células T
V&1* NKp30* obtenidas con cada condicién. Las condiciones de cultivo en cada experimento se clasificaron por
aumento en cantidad de veces. La tasa de expansion en cantidad de veces de las células T V&1* se calculd de la
siguiente manera: (numero absoluto de células T V61* al final del cultivo)/(nimero absoluto de células T V&1* al dia 0
de cultivo). Se muestran los resultados representativos de 2 experimentos independientes.

La Tabla 12 muestra un resumen de las condiciones de cultivo probadas. Los PBL TCRy&* se aislaron y se
expandieron a partir de un donante sano, como se describié anteriormente, en la presencia de los factores de
crecimiento indicados. Se muestran los resultados seleccionados de un experimento con mudltiples condiciones de
cultivo. Para comprender mejor los efectos de la IL15/IL-2/IL-7 y el IFN-y en células T TCRyd* cultivadas, las células
T TCRyd&" se cultivaron en medio de cultivo y tres concentraciones diferentes de IL-4 y mAb anti-CD3, en presencia o
ausencia de la IL15/IL-2/IL-7 y el IFN-y. Se muestra el efecto perjudicial de la IL-15, la IL-2 y la IL-7 en la expansién
de las células T TCRyd" , cuando estas células se cultivaron en presencia de la IL-4 y el IFN-y. Se muestran los
resultados representativos de 2 experimentos independientes.

La Tabla 13 muestra el nimero absoluto total de células T TCRy3* obtenidas antes y después del protocolo
de cultivo celular de 2 etapas a gran escala. Se contaron las células TCRyd* obtenidas de sangre periférica
clasificada mediante MACS, de donantes sanos (representados en la Figura 6), con un hemocitdémetro antes y después
de la expansion/diferenciacion del cultivo celular. Cada capa leucocitaria se concentré a partir de 450 ml de sangre
periférica y contenia alrededor de 450-550 millones de PBMC. En promedio, 17 millones de células T TCRyd* podrian
recolectarse mediante MACS de cada capa leucocitaria. Sin embargo, en futuras aplicaciones clinicas, las muestras
iniciales seran productos de leucaféresis que contengan un mayor numero de células y sean recolectadas por una
maquina de aféresis. En estudios previos, los productos de leucaféresis no estimulados recolectados de pacientes
con leucemia contenian en promedio 13,4 x 10 ? (intervalo 4,4—20,6 x 10 °) células de sangre periférica, de las cuales
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alrededor de 160 millones de células T TCRyd" (intervalo 1,0-3,0 x 10 8) se obtuvieron después de la MACS (Wilhelm,
M., y col., Successful adoptive transfer and in vivo expansion of haploidentical gammadelta T cells. J Transl Med, 2014.
12: p. 45.). Esto representa, en promedio, alrededor de 9 veces mas células iniciales que las obtenidas con las capas
leucocitarias. En consecuencia, el nimero medio estimado de células que se generarian en el mismo sistema de
cultivo si se utilizaran productos de leucaféresis como muestra de partida es de unas 10,2 x 10° células (intervalo: 3,9
x 10% — 14,4 x10° células).

La Tabla 14 muestra los reactivos y materiales utilizados para producir células T TCRyd* de grado
farmacéutico.

Ejemplos
Optimizacién de la expansion ex-vivo de células T TCRy&* V31*

Los inventores realizaron una serie de experimentos que apuntan a mejorar la expansion y los niveles de pureza de
células T yd Vd2- cultivadas in vitro. Dado que no habia ningun anticuerpo contra la cadena V33* del TCR disponible
comercialmente, se usé un mAb anti-TCRV®1 para identificar las células T V31* en las muestras celulares, durante la
etapa de optimizacion del cultivo. Los PBL T TCRy®&* de un panel de donantes sanos se aislaron por MACS y se probo
su actividad para la estimulacién in vitro con IL-2 y PHA (es decir, cambios detectables en la activacion y proliferacion
celular). Se seleccioné un donante con PBL V&1* reactivos para la proporcion de muestras de sangre para el resto del
estudio de optimizacion. La preferencia por un donante sano fijo fue importante, ya que se podia realizar una comparacion
mas confiable entre los resultados obtenidos en diferentes experimentos. El donante seleccionado tenia un porcentaje
normal (pero alto) de células T TCRy®&* en la sangre periférica (10 % al 12 % de los PBL totales), aunque el porcentaje
de PBL V61* era muy bajo (0,3 % de los PBL totales o el 3,0 % de PBL T TCRy&" totales; Figura 1). Se consideré que
este era un donante adecuado para su uso en estos experimentos porque cada mejora menor en el nimero y los niveles
de pureza finales de las células T V81* podia detectarse de inmediato mediante citometria de flujo.

El protocolo de MACS de una sola etapa que se usé para aislar las células T TCRyd* de las PBMC fue muy €eficiente,
generando poblaciones celulares altamente puras (Figura 1). Sin embargo, un reactivo critico (es decir, el mAb anti-
TCRyd humano conjugado con microesferas magnéticas, de Miltenyi Biotec) no esta aprobado actualmente para
aplicaciones clinicas. La produccion, validacion y aprobacion reglamentaria de grado clinico de dicho reactivo puede llevar
muchos afos, y este problema impedira cualquier uso inmediato del protocolo descrito en aplicaciones clinicas. A
continuacion, se desarrollé y adoptd un procedimiento diferente, pero equivalente, para aislar células T TCRyd*. El
procedimiento consistio en dos etapas de separacion de células magnéticas, como se describe en la Figura 2. Los niveles
de pureza finales de las células T TCRyd* obtenidas fue inferior que con el procedimiento anterior (de una sola etapa),
pero aun asi es aceptable para el cultivo celular. Es importante destacar que este nuevo procedimiento de aislamiento
celular utilizé solo reactivos ya aprobados para aplicaciones clinicas (fabricados por Miltenyi Biotec GmbH, Alemania).

A continuacion, los inventores probaron multiples combinaciones de citocinas y anticuerpos agonistas de grado clinico,
en busqueda de su capacidad para expandir y diferenciar (en 2 a 3 semanas) las células T Vd1* de la sangre periférica.
Los PBL TCRy®d" clasificados por MACS, recolectados del donante sano anteriormente seleccionado se incubaron en un
medio de cultivo durante 2 a 3 semanas, en placas de 96 pocillos, a 37 °C y con un 5 % de COz2, en presencia de 58
moléculas de activacion celular T/NK diferentes (Tabla 1). Estos incluyeron 13 agonistas de TCR diferentes, 23 agonistas
de co-receptor diferentes y 22 citocinas diferentes, que se probaron en 2488 combinaciones y concentraciones diferentes.
Los anticuerpos se usaron en presentaciones tanto solubles como unidas a plastico. Las citoquinas se probaron en un
intervalo de concentracion de 0,1 ng/ml a 1000 ng/ml; se usaron agonistas de TCR en 0,1 ng/ml a 40 ug/ml, y los agonistas
del co-receptor se usaron a la concentracion final de 0,5 pg/ml a 80 pg/ml.

Se realizaron varios experimentos secuenciales de expansion de cultivo celular y aislamiento celular del mismo donante;
cada experimento prueba el efecto de alrededor de 100 a 400 combinaciones diferentes de moléculas de activacién. La
optimizacién comenzé con el céctel basico no optimizado (es decir, cultivar células T TCRyd* en presencia de IL-2 y PHA).
Se adicion6 medio nuevo que contenia el mismo coctel elegido de moléculas de activacion cada 5 dias. Después de 14
dias, se recogieron las células y se analiz6 su fenotipo por citometria de flujo. Se identificd la mejor condicién de cultivo
de cada experimento (para la mayor cantidad de veces de expansion de células T V81*) y se seleccion6 para una mayor
optimizacion, en combinacién con todos los reactivos disponibles, probados en varias concentraciones. La expansién en
cantidad de veces y los niveles de pureza de las células T V&1* se incrementaron gradualmente durante la etapa de
optimizacion, después de obtener cada condicion de cultivo superior.

Los resultados de los experimentos 1-4 se resumen en la Tabla 2. El experimento No. 1 confirmd las observaciones
anteriores de que la IL-4 es un factor de crecimiento clave en la promocion de la proliferacion y el enriquecimiento de las
células T V&1* en cultivo.2” 42 En este experimento, los inventores probaron la actividad de 22 citocinas diferentes en
células T TCRyd" cultivadas, en presencia de un mitdgeno de células T e IL-2. Claramente, la IL-4 fue Unica en la
capacidad de inducir un fuerte enriquecimiento y expansion de estas células. Por el contrario, el uso de concentraciones
crecientes de IL-2, o la combinacion de IL-2 con diferentes mitdgenos de células T, no produjo un efecto equivalente, muy
probablemente debido al aumento de la muerte celular inducida por activacion (AICD) de células cultivadas (condiciones
2-3; Tabla 2).
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Anticuerpos

monoclonales

mAb anti-TCR V31 humano (Clon TS8.2);
purificado

Thermo Fisher
Sci.

mAb anti-TCR 8TCS-1 humano (Clon TS-1);
purificado

Thermo Fisher
Sci.

purificado

(solubles y unidos a la placa) mAb anti-TCR PAN y3 humano (Clon|Beckman
IMMU510); purificado Coulter
mAb anti-CD3 humano (Clon OKT3);|BioXcell/
purificado Biolegend
Lectina de Phaseolus vulgaris (frijol rojo;|Sigma-Aldrich,
PHA-P), pur. Co.
Concanavalina A (de Canavalia ensiformis;
Agonistas de TCR Con-A), pur.
Lectina de Phytolacca americana; purificada
Lectina de Triticum vulgaris (trigo);
. purificada
Lectinas vegetales (solubles) Lectina de Lens culinaris (lenteja); purificada
Lectina de Glycine max (soja); purificada
Lectina de Maackia amurensis; purificada
Lectina de Pisum sativum (guisante);
purificada
Lectina de Sambucus nigra (sauco);
purificado
Agonistas de | Anticuerpos monoclonales [mAb  anti-CD2 humano (Clon S5.2);|BD
correceptores (solubles y unidos a la placa) purificado Biosciences
mAb anti-CD6 humano (Clon |Ancell
UMCDG6/3F7B5); purificado Corporation
mAb anti-CD9 humano (Clon MEM-61);|Exbio Praha,
purificado a.s.
mAb anti-CD28 humano (Clon CD28.2);|Biolegend
purificado
mAb anti-CD43 humano (Clon MEM-59);|Exbio Praha,
purificado a.s.
mAb anti-CD94 humano (Clon HP-3B1);|Santa Cruz
purificado Biotech
mAb anti-CD160 humano (Clon CL1-R2);|Novus
purificado Biologicals
mAb anti-SLAM humano [Clon A12(7D4)];|Biolegend
purificado
mAb anti-NKG2D humano (Clon 1D11);|Exbio Praha,
purificado a.s.
mAb anti-2B4 humano (Clon C1.7);|Biolegend
purificado
mAb anti-HLA-A,B,C (Clon  W6/32);|Biolegend
purificado
mAb anti-ICAM-3 humano (Clon MEM-171); |Exbio  Praha,
purificado a.s.
mAb anti-ICOS humano (Clon C398.4A);|Biolegend

Proteinas

recombinantes

(solubles)

SECTM-1/Fc Chimera humano (ligando de
CD7)

R&D Systems

CD26 humano (dipeptidil peptidasa V)

Sigma-Aldrich,
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Co.
CD27L humano (ligando de CD27); PeproTech,
inc.
CD30L humano (ligando de CD30); PeproTech,
inc.
CD40L humano (ligando de CD40); PeproTech,
inc.
OX40L humano (ligando de OX40); PeproTech,
inc.
4-1BBL humano (ligando 4-1 BB) PeproTech,
inc.
ICAM-1 humana PeproTech,
inc.
Fibronectina humana Sigma-Aldrich,
Co.
Hidrocortisona humana Sigma-Aldrich,
Co.
Citocinas Proteinas recombinantes |IFN-y (interferén-y) humano; PeproTech,
(solubles) inc.
TGF-B humano (factor de crecimiento|PeproTech,
transformante beta); inc.
IL-1-B (interleucina-1B) humana; PeproTech,
inc.
IL-2 (interleucina-2) humana; PeproTech,
inc.
IL-3 (interleucina-3) humana; PeproTech,
inc.
IL-4 (interleucina-4) humana; PeproTech,
inc.
IL-6 (interleucina-6) humana; Biolegend
IL-7 (interleucina-7) humana; PeproTech,
inc.
IL-9 (interleucina-9) humana; PeproTech,
inc.
IL-10 (interleucina-10) humana; PeproTech,
inc.
IL-12 (interleucina-12) humana; PeproTech,
inc.
IL-13 (interleucina-13) humana; PeproTech,
inc.
IL-15 (interleucina-15) humana; PeproTech, inc
IL-18 (interleucina-18) humana; Southern
Biotech
IL-21 (interleucina-21) humana; PeproTech,
inc.
IL-22 (interleucina-22) humana; PeproTech,
inc.
IL-23 (interleucina-23) humana; PeproTech,
inc.
IL-27 (interleucina-27) humana; Biolegend
IL-31 (interleucina-31) humana; PeproTech,
inc.
IL-33 (interleucina-33) humana; PeproTech,
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inc.
GM-CSF humano (factor estimulante de|PeproTech,
colonias de granulocitos y macréfagos); inc.
FLT3-L humano (ligando de tirosina quinasa|PeproTech,
3 similar a FMS); inc.
Tabla 2
Condicion:
Ex Cond. - — - Células vivas |Células T |Aumento en cantidad de
P-No. (cultivadas en 1 millon de células/ml totgles (%) V81* (%)  |veces de las células T V&1*
durante 14 dias en placas de 96 pocillos)
1 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 |68,9 31,6 77
ng/ml de IL-4
1 2 500 ng/ml de IL-2 + 1 ug/ml de PHA 63,3 10,5 4
3 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA 68,8 1,90
(control)
1 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 90,0 51,7 75
+ 20 ng/ml de IL-4
2 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de mAb TCR |85,2 55,9 69
a-V51 + 20 ng/ml de IL-4
5 ng/ml de IL-2 + 1 pyg/ml de PHA + 20 84,0 61,9 62
3
9 ng/ml de IL-4
4 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 (72,0 45,3 27
ng/ml de IL-4 (mejor anterior)
100 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 71,3 55,7 22
5
ng/ml de IL-4
6 300 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 (71,3 57,0 21
ng/ml de IL-4
1 5 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 |91,7 61,4 138
+ 20 ng/ml de IL-4
2 5 ng/ml de IL-2 + 1 uyg/ml de mAb a-CD3 + |81,4 59,4 124
20 ng/ml de IL-4
3 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 84,2 454 105
+ 20 ng/ml de IL-4 (mejor anterior)
3 4 5 ng/ml de IL-15 + 1 uyg/ml de PHA + 20 (68,0 76,2 21
ng/ml de IL-4
5 5 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 /60,1 69,1 19
ng/ml de IL-4
6 20 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de PHA + 20 |68,6 69,9 13
ng/ml de IL-4
7 20 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 62,9 67,7 11
ng/ml de IL-4
1 20 ng/ml de IFN-y + 1 ug/ml de mAb a- (87,1 79,5 1349
CD3 + 20 ng/ml de IL-4
2 3 ng/ml de IFN-y + 1 pg/ml de mAb a-CD3 (85,5 67,4 1014
+ 20 ng/ml de IL-4
4 3 2 ng/ml de IL-15 + 1 pug/ml de mAb a-CD3 (87,9 81,6 909
+ 20 ng/ml de IL-4
4 1 pg/ml de mAb a-CD3 + 20 ng/ml de IL- 85,9 67,8 804
4
5 5 ng/ml de IL-15 + 1 yg/ml de mAb a-CD3 |78,9 69,4 624

+ 20 ng/ml de IL-4 (mejor anterior)

Los resultados del experimento No. 2 demostraron que la IL-2 (cuando esta en presencia de IL-4 y PHA) debe usarse a
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bajas concentraciones, para aumentar la proliferacién y el enriquecimiento de las células T V81" en cultivo (condiciones
3-7, Tabla 2). Este efecto no se observé en el experimento anterior (exp. No. 1), donde la expansion de las veces fue
mayor en presencia de PHA y niveles elevados de IL-2, en ausencia de IL-4. Ademas, se demostré que el mAb anti-CD3
es el mitdgeno mas efectivo para promover la supervivencia y la proliferacion de las células T V&1* en cultivo (ver la
condicion 1 contra la condicion 2, Tabla 2).

Los resultados del experimento No. 3 (Tabla 2 ) confirmaron las observaciones previas y mostraron que niveles de
concentracion de IL-2 incluso mas bajos (que los utilizados anteriormente) (en presencia de IL-4 y un mitégeno de células
T) promovieron una proliferacion, supervivencia y enriquecimiento incluso mayor de las células T V&1* en cultivo. Ademas,
cuando se us6 a la misma concentracion, la IL-15 fue mas efectiva que la IL-2 en la promocién de la supervivencia, el
enriguecimiento y la proliferacion de las células T V&1*. Nuevamente, el mAb anti-CD3 demostré ser el mitdgeno mas
efectivo de nuestras pruebas.

Los resultados del experimento No. 4 indicaron ademas que la presencia de altos niveles de IL-15 en el medo de cultivo
fue perjudicial para la proliferacion de las células T V&1*. De hecho, niveles de concentracion de IL-15 incluso mas bajos
(que los utilizados anteriormente) promovieron niveles de expansion aun mas altos de las células T V1%, en presencia
de IL-4 y a-CD3 (condiciones 3-5, Tabla 2).

Finalmente, en un hallazgo totalmente inesperado, se mostré que el reemplazo de la IL-15 con INF-y (es decir, la ausencia
de IL-15y la presencia de IFN-y en el medio de cultivo) genera niveles de expansién incrementados de las células T Vd1*
cultivadas.

Si bien muchas concentraciones y combinaciones diferentes de IL-2, IL-7 e IL-15 se probaron en paralelo, se descubrid
de manera consistente que el IFN-y es un reactivo mucho mas efectivo para la promocion de la expansion selectiva de
las células T V&1* en cultivo (cuando se usa en presencia de la IL-4 y un mitdgeno de células T, como el mAb anti-CD3;
Figura 3). El mayor rendimiento de IFN-y en estos cultivos fue independiente de las concentraciones de IL-4 y mAb anti-
CD3 utilizadas (Figura 3A-C y Figura 4). Es importante destacar que el uso del IFN-y (pero no de la IL-2, la IL-15 0 la IL-
7) indujo un aumento drastico en los niveles de enriquecimiento y expansion de las células T V&1* en cultivos a granel de
células T CD3" (Figura 3D). En estos cultivos, las células T TCRaB* contaminantes presentes en las muestras de partida
respondieron a y proliferaron en presencia de IL-2, IL-15 y IL-7, pero no en presencia de IFN-y, que parece ser un activador
mas selectivo de las células T V&1*. Estos experimentos mostraron que la combinacion especifica (y no descrita
anteriormente) de IFN-y con IL-4 y un mitdgeno de células T, en ausencia de IL-2, IL-7 e IL-15 para la produccion de
células T Vd1* tiene ventajas Unicas que se pueden usar en una variedad de aplicaciones terapéuticas y comerciales
novedosas.

El IFN-y es una citocina soluble dimerizada y es el Gnico miembro de la clase de interferones de tipo 11.5° Es estructural y
funcionalmente diferente de las citocinas de cadena y comunes, como IL-2, IL-4, IL-7 o IL-15, y es serolégicamente distinto
de los interferones de tipo I: es labil en acido, mientras que las variantes de tipo | son acidas. -estable.

Aunque hemos obtenido un procedimiento nuevo y mejorado para expandir y enriquecer poblaciones de células T Vo1*
en cultivo, también buscamos analizar la funcién antitumoral de las células generadas, in vitro. Descubrimos que la
presencia de IL-4 en el medio de cultivo inhibié o redujo fuertemente la expresion de receptor de activacion tales como
los receptores de citotoxicidad naturales (NCR, es decir NKp30 y NKp44), y NKG2D en células T V31* expandidas (Tabla
3).

Se sabe que los receptores de activacion de asesinas naturales (NK) (como NKp30, NKp44 y NKG2D) desemperfia un
papel fundamental en la funcién antitumoral y antiviral de las células T V&1*, mediante la unién a sus ligandos moleculares
expresados en la superficie de células tumorales o infectadas. La unién receptor-ligando desencadena la produccién y
liberacion de granzimas y perforinas por parte de las células T V81*, lo que lleva a la muerte de las células diana.?® En
nuestro estudio, descubrimos que la presencia de IL-4 en el medio de cultivo indujo una disminucién en los niveles de
receptores de activacion NK ubicados en la superficie de las células T TCRy&"*, disminuyendo asi su funcion citotéxica
contra las células de leucemia MOLT-4 (Tabla 3). Cabe sefialar que la inhibicion inducida por la IL-4 pareci6 afectar todos
los subconjuntos de células T TCRy&"* presentes en el producto celular final, incluyendo las células T V&1-y TCRY* V§1*
(Tabla 3).
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Tabla 3
(2] + + +
) Condiciones Condiciones Células| V&1+ T Incremento| V&1 V&1 vai Células
= . " p e de NKp30* | NKp44+* NKG2D* blancas
= de cultivo de cultivo vivas | células x z .
= X i () %) V81* | células T| células T| células T muertas
z (dias 1-14) (dias 15-21) & i células T | (%) (%) (%) tumorales (%)
100ng/ml IL-15
1
1ug/ml a-CD3 mAb (control) 61,4 50,3 108 45,0 38,0 99,8 62,6
100ng/ml IL-4
2 | 70ng/ml IFN-y 81,0 92,6 8 064 0,9 0,2 48,2 14,0
1ug/ml a-CD3 mAb
100ng/ml IL-4
3 1ug/ml a-CD3 mAb 83,1 83,1 2185 0,1 0,3 46,4 17,5
100ng/ml IL-4
4 1ug/ml a-TCRV&1 mAb 68,4 92,8 1263 1,6 g [ 38,4 13,3
1 I IL-4
5 1322?\7”;,_' B 696 | 738 | 464 1,5 2,2 58,7 9,0
100ng/ml IL-15
6 1ug/ml a-CD3 mAb 87,3 85,9 24 152 30,1 14,7 98,9 68,5
100ng/ml IL-4
7 | 7ong/mi IFN-y 100;'”‘1’:21(':'52 A | 801 | 881 | 16374 | 200 | 182 99,4 70,2
1ug/ml a-CD3 mAb | 'H9
100ng/ml IL-7
8 11g/ml a-CD3 mAb 78,3 85,4 18 366 15,6 15,4 99,2 67,6
100ng/ml IL-15
9 1ug/ml a-CD3 mAb 83,1 80,6 9636 19,5 177 99,0 64,6
100ng/ml IL-4 100ng/ml IL-2
10| 41 ig/ml a.CD3 mAb | 1pg/mi a.CD3 mab | 840 | 855 | 7747 | 230 12,9 98,4 54,4
100ng/ml IL-7
11 1pg/ml a-CD3 mAb 76,5 83,0 10 567 10,1 4.4 99,2 50,6
100ng/ml IL-4 100ng/ml IL-15
12
1ug/ml a-V31 mAb 1ug/ml a-V81 mAb 69,4 72,6 5564 23,2 6,6 95,4 54,5
100ng/ml IL-4 100ng/ml IL-15
13 1pg/ml PHA 1pg/ml PHA 67,8 65,6 2 454 17,6 13,4 95,6 46,0

Esto estaba en linea con un estudio reciente que mostré que la IL-4 promueve la generacién de las células T Vd1*
regulatorias mediante la produccion de IL-10. Las células T V&1* tratadas con IL-4 secretaron significativamente menos
IFN-y y mas IL-10 en relacién con las células T V82*. Ademas, las células T V&1 mostraron niveles relativamente mas
bajos de la expresion de NKG2D en presencia de IL-4, lo que sugirié que las células T V81* debilitan la respuesta inmune
contra tumores mediada por las células T TCRyd*.42

Ya que buscabamos procedimientos de cultivo novedosos con el objetivo de mejorar las funciones efectoras antitumorales
de las células T Vd1*, intentamos recuperar la expresién de los receptores de activacion NK en las células tratadas con
IL-4, recuperando también el fenotipo citotdxico de estas células, algo que nunca antes se habia intentado.

Las células T TCRy®&" se cultivaron en un protocolo de dos etapas. La primera etapa consistio en tratar las células en un
medio de cultivo en presencia de un mitégeno de células T (como mAb anti-CD3 o PHA) e IL-4, y en ausencia de IL-2, IL-
15 e IL-7, para promover la expansion selectiva de las células T Vd1*. La segunda etapa de cultivo consistio en tratar las
células en un medio de cultivo en ausencia de IL-4 y en presencia de un mitégeno de células T e IL-2, o IL-7 o IL-15, para
promover la diferenciacién celular y la expresion de NKR (Tabla 3 y Tabla 4).

Las condiciones 1-5 (Tabla 3) confirmaron los resultados anteriores, mostrando que las células T V81* cultivadas en
presencia de IL-4 podrian expandirse en cultivo varios miles de veces, pero no podrian diferenciarse, volviéndose asesinas
ineficientes de células tumorales. Por el contrario, como se vio en las condiciones 6-13, cuando las células se
subcultivaron en un segundo medio de cultivo en ausencia de IL-4 y en presencia de un mitégeno de células T e IL-2, IL-
7 o IL-15, la capacidad de eliminar las células tumorales aumento radicalmente. La presencia de cada una de estas tres
citoquinas (IL-2, IL-7 e IL-15), solas o en combinacién, fue capaz de revertir el fenotipo de células T Vd1* y, por
consiguiente, pueden usarse para este propésito.

Los resultados de los experimentos No. 6 y 7 (Tabla 4) mostraron que los protocolos de 2 etapas e incluso los protocolos
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de 3 etapas podrian usarse mas eficientemente para estimular la proliferacion y la diferenciacion de las células T V31*.
En el caso de los protocolos de 3 etapas, donde las células se cultivaban en 3 medios de cultivo diferentes (véase, por
ejemplo, la condicién 2 del experimento No. 7 de la Tabla 4), era muy importante separar el medio que contenia IL-4 del
medio que contenia IL- 2 o IL-7 o IL-15. A partir de estos resultados también se podria concluir que se debe eliminar una
fraccién del medio de cultivo antiguo durante cada etapa de subcultivo para mejorar la expansion celular; y que, en el
segundo medio de cultivo, la IL-15 es ligeramente mas eficiente que la IL-2 en la promocion de la proliferacion de células
T Vo1,

Experimentos adicionales usando protocolos de cultivo de 3 y 4 etapas demostraron ademas que es posible adicionar
otros factores de crecimiento al primero y/o el segundo medio de cultivo (Tabla 3 y Tabla 4) para obtener niveles de
expansion incrementados de las células T V81" y para la expresion de los receptores NK en estas células. El INF-y, la IL-
21 y la IL-1B fueron identificados como inductores eficientes de la expansién y supervivencia de las células T V&1* (Tabla
5). Estos factores de crecimiento podrian utilizarse en el primero o en el segundo medio de cultivo.

Finalmente, la adiciéon de un ligando soluble del receptor CD27 o un ligando soluble del receptor CD7 o un ligando soluble
del receptor SLAM dio como resultado una expansién mejorada de las células T V&1* (condiciones 3-6 de la Tabla 5). El
receptor CD27 generalmente se requiere para la generacion y el mantenimiento a largo plazo de la inmunidad de las
células T. Se une a su ligando CD70 y juega un papel clave en la regulacién de la activacion de las células B y la sintesis
de inmunoglobulinas. EIl receptor CD7 es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Esta proteina se
encuentra en los timocitos y en las células T maduras. Desempefia un papel esencial en las interacciones de las células
T y también en las interacciones de las células T/células B durante el desarrollo linfoide temprano. El receptor SLAM es
un miembro de la familia de moléculas de activacion linfocitica de sefializacién de receptores inmunomoduladores.

Tabla 4
Exp. |Cond. |Condicion: Células T Aumento en cantidad de [Células T
No. Vo1t veces de las células T Vd1* |NKp30* Vo1*

(cultivadas en 5 x 105 millones de células/ml
durante 15 dias en placas de 96 pocillos):

6 1 Dias 0-5: 100 ng/ml de IL-4 + 1 pyg/ml de a-|72,4 7 635 39,4
CD3 + 70 ng/ml de IFN-y

Dias 6-15: 100 ng/ml de IL-15 + 2 pg/ml de a-
CD3

2 Dias 0-5: 100 ng/ml de IL-4 + 1 pyg/ml de a- 60,1 5100 37,9
CD3 + 70 ng/ml de IFN-y

Dias 6-15: 100 ng/ml de IL-7 + 2 pg/ml de a-
CD3

3 Dias 0-5: 100 ng/ml de IL-4 + 1 uyg/ml de a- 68,2 4135 36,5
CD3 + 70 ng/ml de IFN-y

Dias 6-15: 100 ng/ml de IL-2 + 2 pg/ml de a-
CD3

7 1 Dias 0-5: 100 ng/ml de IL-4 + 1 yg/ml de a- 65,0 4 468 45,4
CD3 + 70 ng/ml de IFN-y

Dias 6-10: 100 ng/ml de IL-15 + 2 pg/ml de a-
CD3

Dias 11-15: eliminar el medio, 100 ng/ml de
IL-15 + 2 ug/ml de a-CD3

2 Dias 0-5: 30 ng/ml IL-4 + 1 pg/ml a-CD3 + 70 |80,5 3987 36,0
ng/ml IFN-y

Dias 6-10: 100 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de a-
CD3 + 2 ng/ml de IL-21

Dias 11-15: 100 ng/ml de IL-15 + 1 ug/ml de
a-CD3 + 5 ng/ml de IL-21

3 Dias 0-5: 100 ng/ml de IL-4 + 1 pug/ml de a-|64,0 3683 41,0
CD3 + 70 ng/ml de IFN-y

Dias 6-10: eliminar el medio. 100 ng/ml de IL-
15 + 2 yg/ml de a-CD3

Dias 11-15: 100 ng/ml de IL-15 + 2 pyg/ml de
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Exp. |Cond. |Condicion: Células T Aumento en cantidad de [Células T

No. (cultivadas en 5 x 10° millones de células/ml Vo1 veces de las células T V1" |NKp30* Vo1

durante 15 dias en placas de 96 pocillos):
a-CD3

Cabe sefalar que se probaron varios medios de cultivo diferentes (Figura 5). Estas pruebas han demostrado que la
presente invencion funciona muy bien con diferentes medios de cultivo, incluyendo los medios de calidad clinica, libres
de suero y comercialmente disponibles producidos por diferentes fabricantes y adecuados para aplicaciones clinicas.

Tabla 5

o Incremento |  V&1*
s de | NKp30*

A" células T
células T (%)

Condiciones Condiciones | Condiciones |Condiciones
de cultivo de cultivo de cultivo de cultivo | células T
(dias 1-6) (dias 7-11) (dias12-16) | ( dias17-21) (%)

oJawnu
uoIdIPUOD

100ng/ml IL-4
70ng/ml IFN-y 70ng/ml IFN-y
1 | 70ng/ml a-CD3 mAb 2ug/ml a-CD3 mAb 75,0 61417 54,1
70ng/ml IL-21 100ng/ml IL-15
15ng/ml IL-18

100ng/ml IL-4
70ng/ml IFN-y
2 | 70ng/ml a-CD3 mAb
70ng/ml IL-21

100ng/ml IL-4
70ng/ml IFN-y

3 | 70ng/ml a-CD3 mAb
1ug/ml sCD27L

100ng/ml IL-4
70ng/ml IFN-y
4 | 70ng/ml a-CD3 mAb

1ug/ml a-SLAM mAb 1pg/ml a-CD3 mAb
100ng/ml IL-15

70ng/ml IFN-y
2ug/ml a-CD3 mAb 80,1 37 457 38,5
100ng/ml IL-15

72,4 10 535 22,5

69,6 9566 254

100ng/ml IL-4
70ng/ml IFN-y
5 | 70ng/ml a-CD3 mAb
1ug/ml sCD7L

100ng/ml IL-4
6 | 70ng/ml IFN-y 72,8 5594 21,4
70ng/ml a-CD3 mAb

70,7 7 764 24,5

Caracterizacion in vitro de células T TCRyd* expandidas a gran escala.

Habiendo establecido un protocolo efectivo para el aislamiento y la expansién de las células T V&1* en cultivo, buscamos
probarlo con las muestras de sangre recolectadas de un numero mayor de donantes sanos y también de pacientes con
cancer. Esto fue necesario para probar la solidez y la aplicabilidad general del nuevo procedimiento de cultivo. Ademas,
en lugar de placas o matraces de plastico, las células se cultivaron en bolsas de células cerradas, a gran escala,
permeables a los gases, desarrolladas para aplicaciones clinicas.

El procedimiento de dos etapas adoptado, de clasificacion de células asociadas magnéticamente (MACS) produjo
poblaciones celulares viables y enriquecidas en células T TCRyd" de 8 donantes diferentes (Tabla 6). Las células T
TCRyd* Vd1* comprendian solo alrededor del 1 % al 44 % de las células viables totales inicialmente presentes después
de la MACS. Sin embargo, dentro de los 11 a 21 dias de tratamiento siguiendo el procedimiento de cultivo optimizado de
2 etapas y en presencia del coctel descrito de citocinas y mitégeno de células T, células T Vd1* se convirtieron en el
subconjunto celular dominante en el cultivo, variando entre el 60 y el 80 % del total de células entre los donantes (Figura
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6). Cabe seinalar que se logré una expansion muy reproducible y la composicién del producto celular final fue notablemente
similar entre multiples donantes (Figura 6, Tabla 7). Es importante destacar que se descubrié que las células T TCRyd*
no V31* en los productos finales fueron mayoritariamente células T TCRyd* V&1~ V52 (lo que comprendio alrededor del
17 % al 37 % de las células totales). Estas células probablemente consistian en células T TCRy&* Vd3*, dado que es el
tercer subconjunto de células T TCRy®* mas abundante en la sangre periférica. Se logré calcular el porcentaje de células
T TCRy&* V31~ V52 en los productos celulares finales mediante la sustraccion del porcentaje de células T Vo1* y células
T V&2* del porcentaje de células T TCRyd* totales (Tabla 7). Las expansiones en cantidad de veces en bolsas de cultivo
celular grandes fueron, tal como se esperaba, de menor magnitud que las de las placas, pero aun asi generaron nimeros
relevantes para la traduccion clinica.

La expresion de los receptores de activacion de citotoxicidad natural (NCR; incluyendo NKp30 y NKp44), y NKG2D se
indujo de manera sdlida en células T V81" cultivadas a largo plazo, de todos los donantes probados (Tabla 8 y Figura 7).
Las células T TCRy®&"* obtenidas (que incluian los subconjuntos de células tanto V&1* como V&1V52') eran altamente
citotéxicas contra las células LLC (tanto la linea celular MEC-1 como las muestras de pacientes con LLC primaria), pero
no se dirigian a las PBMC autélogas sanas (Figura 8A y Figura 8C). Los experimentos preliminares con el uso de
anticuerpos bloqueantes contra los receptores de activacion de células T TCRyd* mostraron que la citotoxicidad
antitumoral se basé parcialmente en los receptores NKG2D y NKp30 (Figura 8B). Ademas, las células T TCRyd*
expandidas y diferenciadas produjeron altos niveles de la citocina proinflamatoria IFN-y (Figura 9).

Finalmente, las células T TCRyd* V52 pudieron aislarse eficientemente y expandirse a partir de los PBL de pacientes
LLC mayores con una carga tumoral muy alta (Tabla 9, Tabla 10 y Figura 10A), y exhibieron actividades antitumorales y
antivirales potentes (Figura 10B). Cabe sefalar que las células B leucémicas autélogas contaminantes se eliminaron
durante el cultivo in vitro de células T TCRyd" (Tabla 10).

Esta recoleccion de datos demuestra plenamente la capacidad uUnica de la invencién de generar células T yd V2"
funcionales (es decir, de pacientes de cancer) para la terapia celular adoptiva autéloga o alogénica. El procedimiento es
lo suficientemente soélido para enriquecer (> 60 %) y expandir (hasta 2.000 veces) las células T Vd1* de muestras
altamente sin purificar obtenidas de pacientes con LLC, diferenciandolas en células T TCRyd* que expresan NKR y que
son altamente citotoxicas.

Es importante destacar que las pruebas preliminares también demostraron la reactivad in vitro de las células T TCRy&*
cultivadas contra las células tumorales de otros origenes tisulares (Figura 11), lo que sugirié que las células T yd V52
expandidas y diferenciadas también se pueden usar para el tratamiento de estas condiciones.

Tabla 6

Linaje . Células Células T |Células T|A. . R

celular: fciﬂﬂl'?? BNk Células T/ TCRaf* | TCRy&" Sgl‘lu*l?gélulal \(;glzu*l?sélulal st total
Cp1g  |(Celulas (células (celulas —|(células ropysse T ToRVE2® | (células de azul

Donante |cp20+) CD56* CD37) TCRap* TCRyo" CD3%) CD3%) de tripano’)

CD3) CD3") CD3")

A 24,6 9,92 435 0,01 41,9 13,5 23,6 79,4

B 6,69 0,07 75,0 0,71 63,2 21,6 30,0 80,1

c 1,36 0,36 95,3 0,37 94,5 1,25 92,6 95,2

D 13,9 6,79 41,2 0,76 40,2 18,3 21,5 89,1

E 17,0 1,84 65,8 2,80 59,6 17,7 40,9 89,9

F 0,28 8,14 91,4 0,81 90,0 2,05 86,1 93,7

G 7,32 0,25 87,5 0,58 81,8 24,0 45,0 84,0

H 3,51 0,10 88,8 0,80 84,8 44,0 27,0 86,0

Tabla 7

Linaje . Células Células T |Células T/, . A

celular: ﬁiﬂﬂf:ﬁ B INK Células T|TCRap™ | TCRy&" 33'1”37§é|uua1 3§§J7§ém.a§ Zé?:::g adtotal
cb1gr (células (células (células (células —Iropvett  TCRVS2* | (células de azul

Donante |cp2o+) CD56" CD3") TCRag* TCRyo" CD3%) CD3*) de tripano’)

CD3") CD3") CD3")

A 0 0,50 99,5 0,01 99,3 82,6 3,9 89,0

B 0 0,02 99,7 0,06 99,5 80,8 3,7 93,3

c 0 0,50 96,3 0,03 92,8 69,9 4,2 90,3

D 0 0,03 99,6 0,02 99,1 62,2 2,3 94,5
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Linaje . Células Células T Células T|A. . -
celular: Ce]ulas B NK Células T TCRap* TCRy5" Celu+las’ T Celu+las’ T |Viabilidad
(células (células (células | (células (células V&1* (células V82" (células |celular  total
CD19* . A . " TCRVO1* TCRVd2* (células de azul
CD20%") CD3) CD3") CD3") CD3%) CD3%) de tripano’)
E 0 0,11 99,5 0,01 99,2 63,3 3,3 95,9
F 0 0 99,9 0,02 98,0 73,3 43 93,2
G 0 0,10 99,4 0,01 98,4 71,7 3,5 90,0
H 0 0,40 97,5 0 98,2 72,0 1,6 89,0
Tabla 8
Donante Receptor de activacion Dia0 |Dia16 |Dia21
NKp30 0,51 66,8 65,0
A NKp44 0,30 18,3 23,3
NKG2D 46,0 96,5 98,0
NKp30 0,56 71,6 68,0
B NKp44 0 37,2 38,7
NKG2D 55,0 90,7 95,1
Tabla 9
Linaje Células B |Células NK Células T Células T |Células T |Células T V&1* |Viabilidad
celular: |(células (células (células TCRaf* TCRyd&* (células celular (Células
Donante CD19* CD56* CD3") |CD3%) (células (células TCRV31* de azul de
CD20%) TCRaf* CD3*) | TCRyd* CD3*) |CD3%) tripano’)
Antes de la MACS (dia 0)
LLCA1 63,4 1,22 30,4 27,5 0,66 0,22 92,0
LLC-2 85,7 0,92 8,35 6,97 0,43 0,03 90,0
LLC-3 90,4 0,15 3,74 3,31 0,35 1,9 x 1073 87,0
Después de la MACS (Dia 0)
LLC-1 38,0 0,72 37,2 0,19 7,32 4,00 88,0
LLC-2 35,4 0,26 61,3 0,05 36,7 1,70 83,0
LLC-3 57,0 0,45 39,5 0,02 10,4 0,28 80,0
Tabla 10
Fenotipo celular después del cultivo in vitro (dia 21)
Linaje Células |Células |Células |Células T |Células T Células T |Células T |Células T
celular: |B (células [NK T TCRap* |TCRyd* |V&1* NKp30* V31* NKG2D* Vo1
Donante CD19* (células |(células |(células (células (células (precontroladas) |(precontroladas)
CD20*) |CD56* CD3%) TCRaB* |TCRyd* TCRVd1*
CD3) CD3%) CD3%) CD3%)
LLC-1 0,04 0,11 96,8 0,08 94,1 60,1 23,0 95,6
LLC-2 0,07 0,01 99,5 0,02 97,4 80,0 11,0 98,9
LLC-3 0,05 0,01 99,8 0,01 99,6 70,1 13,4 97,2

Estudios in vivo de células T TCRy&* expandidas

Habiendo desarrollado exitosamente un procedimiento para generar grandes nimeros de células T TCRy®&* funcionales,

a las que denominamos "células DOT", a continuacion, investigamos su alojamiento y su actividad antileucémica in vivo.

Aprovechamos un modelo de xenoinjerto de LLC humano, que se mostré anteriormente para reproducir varios aspectos

de la enfermedad y se usa para probar la eficacia de otras terapias celulares, incluyendo a las células CAR-T.5" 52 E|

modelo se basa en la transferencia adoptiva de células MEC-1 derivada de una LLC/un LLP a animales Balb/c Rag™ yc
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- (BRG), que carecen de todos los linfocitos y, por consiguiente, no rechazan de inmediato las células humanas. Sin
embargo, todavia se produce cierto rechazo mediado por el linaje mieloide de los xenoinjertos humanos. Este rechazo
varia en su magnitud segun la cepa de raton utilizada, debido a diferentes alelos que codifican SIRP-a 3. Por consiguiente,
hemos adaptado aun mas el modelo para caracterizar las células T TCRyd* en puntos de tiempo tardios después de la
transferencia, usando animales NOD-SCID yc”- (NSG) como huéspedes. De hecho, tras la transferencia a huéspedes
NSG con tumores, pudimos recuperar las células T TCRyd* en todos los tejidos analizados, 30 dias después de la
transferencia, con un fuerte enriquecimiento de las células T CD3*V&1* (Figura 12). Es importante destacar que
detectamos la expresion de NKp30 y NKG2D en las células T TCRyd* recuperadas, lo que demuestra que las mismas
preservan sus caracteristicas de manera estable in vivo. Cabe sefialar que, tras la transferencia a animales BRG no
pudimos recuperar las células T TCRyd* en puntos de tiempo tan tardios, pero los observamos tanto en el pulmén como
en el higado a las 72 horas después de la transferencia (Figura 12). Estos experimentos confirman la mejor aptitud de
las células xenoinjertadas humanas en animales NSG, al tiempo que nos permiten tener dos modelos diferentes para
probar las propiedades antitumorales de las células T V&2- yd expandidas in vivo.

A fin de seguir de manera dinamica el crecimiento tumoral mediante el uso de bioluminiscencia, transducimos células
MEC-1 con GFP de luciferasa de luciérnaga y transferimos 107 células MEC-1 por via subcutanea a los animales BRG.
Después de 7 dias inyectamos luciferina IP para determinar la carga tumoral en funcién de la luminiscencia, antes de
atribuir el tratamiento (o control PBS) a los animales. Realizamos dos transferencias de células T TCRyd* en 5 dias. A
continuacién, medimos el tamafio del tumor en funcién del tiempo utilizando un calibrador; es importante destacar que
detectamos una clara reduccion en el tamafio del tumor primario en los animales tratados en comparacion con los
controles (Figura 13). Esta reduccién fue significativa 9 dias después de la segunda transferencia de células T TCRyd".
Este resultado demostré que las células T TCRyd+* son efectivas in vivo, incluso cuando se ha excluido una
caracterizacion mas abarcativa de sus propiedades antitumorales por la corta vida util de las células humanas en los
huéspedes BRG. Para superar esta limitacion, a continuacion, realizamos un experimento similar utilizando animales NSG
como huéspedes.

El crecimiento de progresion tumoral fue mas rapido en los huéspedes NSG, lo que aparentemente impidié que las células
T TCRyd" interfieran con el crecimiento tumoral primario (Figura 14). Sin embargo, en este modelo, el tumor se disemina
a varios érganos en puntos de tiempo tardios y descubrimos que las células T TCRyd* eran sorprendentemente capaces
de limitar la propagacion del tumor segun lo documentado mediante la citometria de flujo y el analisis histolégico de una
matriz de tejidos (Figura 14B-D). Esto incluyd sitios de diseminacion como la médula 6sea y el higado. Los datos
obtenidos en los dos modelos de xenoinjerto de manera colectiva muestran la eficacia in vivo de las células T TCRyd*
para reducir el tamafio de un tumor primario (en huéspedes BRG; Figura 13) y para controlar la diseminacién tumoral
hacia 6érganos diana (en huéspedes NSG; Figura 14).

El examen de la progenie de las células T TCRyd" al final del experimento en el modelo NSG confirmé una sélida
infiltracién en el tejido tumoral (Figura 15A); y la expresion estable de NKp30 y NKG2D en las células T TCRyd" (Figura
15B). Curiosamente, detectamos una alta expresion del marcador de activacion temprana CD69 especificamente en
células T TCRy&* que infiltran los tumores, lo que sugirié una activacion éptima de las células T TCRy®* dentro del tumor
(Figura 15B). Es importante destacar que no observamos ninguna toxicidad asociada al tratamiento en los analisis
histolégicos (de multiples érganos); o analisis bioquimico de sangre recolectada en el momento de la necropsia (Figura
16).

De manera colectiva, estos datos in vivo proporcionan una gran confianza en la seguridad y la eficacia de las células T
TCRy®&" generadas para el tratamiento de la LLC, inspirando, por consiguiente, su aplicacion clinica.

En conclusién, hemos desarrollado un procedimiento nuevo y sélido (altamente reproducible) de grado clinico,
desprovisto de células alimentadoras, para la expansion y diferenciacion selectiva y a gran escala de las células T yd V62
citotdxicas; y probamos su potencial terapéutico en modelos preclinicos de leucemia linfocitica crénica (LLC). Nuestro
producto celular, llamado células DOT, no involucra ninguna manipulaciéon genética; y esta dirigido especificamente a
células leucémicas, pero no a células sanas, in vitro; e impide la diseminacion tumoral a amplia escala hacia los 6rganos
periféricos in vivo, sin ningun signo de dafio al tejido sano. Nuestros resultados proporcionan nuevos medios y la prueba
de principio para la aplicacioén clinica de las células DOT en la inmunoterapia adoptiva del cancer.

Dato complementario

La siguiente seccién divulga datos adicionales generados con el uso de la invencion descrita anteriormente. Los datos
contenidos en esta invencion confirmaron los resultados anteriores y ampliaron las observaciones anteriores y deben
usarse como informacién de apoyo para una mejor comprension del tema.

Como se explicé anteriormente, la combinaciéon de interleucina-2 (IL-2) e interleucina-4 (IL-4) se utilizé con algo de éxito
para expandir las células T V&1 in vitro. Sin embargo, descubrimos que la presencia de IL-4 en el medio de cultivo inducia
una fuerte regulacion a la baja de los receptores de activacion de asesinas naturales (NK) (como NKG2D, NKp30 y NKp44)
en las células T TCRy®*, debilitando sus respuestas antitumorales.

Nuestros resultados anteriores de los experimentos 1-4 se presentan nuevamente aqui con mas detalles (véase la Tabla
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11). Se muestran resultados adicionales obtenidos en condiciones de cultivo en paralelo (marcados con un asterisco),
para una comprension mas completa de los resultados. En esta invencion también se describe el porcentaje de células T
NKp30*Vd1* observado después del cultivo celular con cada condicion. La regulacién a la baja observada de la expresién
de NKp30 en células cultivadas confirmé ademas que los potentes efectos inhibidores de la IL-4 en células T yd V&2
también ocurrieron cuando la IL-2 estaba presente en el medio de cultivo (es decir, cuando el medio de cultivo contenia
tanto IL- 2 como IL-4). Estos datos confirmaron que los efectos inhibitorios de IL-4 son dominantes sobre los efectos de
activacion de IL-2 en cultivos de células T TCRyd" y destacé la importancia de eliminar la IL-4 en la segunda etapa de
cultivo.

Como se explicod anteriormente, si bien muchas concentraciones y combinaciones diferentes de IL-2, IL-7 e IL-15 se
probaron en paralelo, se descubrié de manera consistente que el IFN-y es un reactivo mucho mas efectivo para promover
la expansion selectiva de las células T V&1* en cultivo (cuando se usa en presencia de IL-4 y un mitdgeno de células T,
tal como el mAb anti-CD3). Como se sugirié anteriormente (pero no se demostré formalmente), el uso de IFN-y solo fue
mas efectivo (en la promocion de la expansion celular en cultivo), que la combinacion de IFN-y con IL-2, IL-7 o IL- 15, 0
que la combinacién de IL-2 con IL-15 o IL-7 (Tabla 12). Estos datos confirmaron que la IL-15, la IL-2 y la IL-7 tienen un
efecto perjudicial sobre la expansion de las células T TCRyd*, cuando las células se cultivan en presencia de IL-4 e IFN-

Y.

Como se explicé anteriormente, tal como se esperaba, las expansiones en cantidad de veces en bolsas de cultivo celular
grandes fueron de menor magnitud que las de las placas de 96 pocillos, pero aun asi generaron nimeros relevantes para
la traduccién clinica. Los numeros totales absolutos de células obtenidos después del cultivo celular a gran escala en
bolsas de células de grado clinico ahora se detallan en la Tabla 13.

Como se explicé anteriormente, el protocolo de cultivo celular obtenido con el procedimiento descrito anteriormente es
adecuado para su uso en aplicaciones clinicas. De hecho, varios materiales y reactivos han sido aprobados por al menos
una agencia reguladora (como la Agencia Europea de Medicamentos o la Administracion de Alimentos y Medicamentos)
para su uso en aplicaciones clinicas. La lista completa se detalla en la Tabla 14.

Como se describié anteriormente, el procedimiento de 2 etapas de aislamiento celular propuesto por la invencion descrita
genera muestras de células enriquecidas en células T TCRy®" que son viables y se pueden cultivar adicionalmente. La
Figura 17 muestra con mas detalle los graficos FACS del enriquecimiento de los PBL TCRyd* después de la clasificacion
MACS de dos etapas.

Como se explico anteriormente, se logré una expansion muy reproducible con el procedimiento de cultivo de la presente
invencion, y la composicion del producto celular final fue notablemente similar entre multiples donantes.

Para una caracterizacién mas completa de las células obtenidas con la innovacién del procedimiento y el producto celular
resultante, realizamos un fenotipado de amplio espectro de 332 marcadores de superficie celular diferentes (Figura 18).
Las células T Vd1* se compararon al inicio (dia 0) y al final (dia 21) del procedimiento de cultivo celular. Observamos una
marcada regulacion al alza de los marcadores de activacion CD69 y CD25 y HLA-DR, asi como de los receptores
coestimuladores CD27, CD134/0X-40 y CD150/SLAM, indicadores de potencial proliferativo mejorado de células T Vo1+
generadas in vitro’ (en comparacion con las contrapartidas de células T V&1* de linea de base. Ademas, las células T
V&1* expandidas aumentaron la expresion de los receptores de citotoxicidad/activacion asociados a las células NK, es
decir, NKp30, NKp44, NKG2D, DNAM-1 y 2B4, todas las cuales habian demostrado anteriormente ser importantes en la
seleccion de células tumorales. Por el contrario, las moléculas inhibidoras clave y asociadas con el agotamiento, como
PD-1, CTLA-4 o CD94, se expresaron en niveles muy bajos o no se expresaron en absoluto, lo que demuestra una
sorprendente "aptitud" de las células T TCRyd* expandidas y diferenciadas incluso después de 21 dias de cultivo en
condiciones de estimulacion. En particular, la regulacidon positiva de multiples moléculas involucradas en la adhesion
celular (por ejemplo, CD56, CD96, CD172a/SIRPa, Integrina-B7 e ICAM-1) y receptores de quimiocinas (CD183/CXCR3,
CD196/CCR6, y CX3CR1) sugirié un alto potencial para migrar y recircular entre la sangre y los tejidos. Cabe sefialar que
la IL-18Ra y el Notch1, que se sabe que promueven respuestas de tipo 1 (productoras de interferén-y), también fueron
altamente expresados por las células T TCRyd* expandidas y diferenciadas. Es importante destacar que, en apoyo a la
solidez de nuestro procedimiento, descubrimos fenotipos celulares sorprendentemente similares en los 4 donantes
probados, como se ilustra en el mapa de calor (Figura 18B). Estos datos caracterizan colectivamente células T TCRyd*
expandidas y diferenciadas como un producto celular altamente reproducible de linfocitos activados (no agotados) dotados
de potencial migratorio y maquinaria natural de citotoxicidad.

Como se explicé anteriormente, los experimentos preliminares con el uso de anticuerpos bloqueantes contra receptores
de activacién expresados en células T TCRy®* mostraron que la citotoxicidad antitumoral se basé parcialmente en los
receptores NKG2D y NKp30 expresados por las células T TCRyd* expandidas. Experimentos adicionales presentados en
esta invencion también revelaron un papel para el ydTCR en el reconocimiento de células tumorales (Figura 19).

Como se explicé anteriormente, la expresion de los receptores de activacion de citotoxicidad natural (NCR, incluyendo
NKp30 y NKp44) y NKG2D se indujo de manera sdlida en cultivos de células T V81" en cultivo a largo plazo. Aqui
mostramos que se observo el mismo efecto en el subconjunto de células V61V82. Cuando aplicamos un control (en el
analisis del grafico FACS) al subconjunto celular de CD3*Vd1- V52 en los mismos cultivos, observamos que estas células
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expresaban alrededor de los mismos niveles de NCR que las células V81" expandidas y diferenciadas (Figura 20). Estos
datos confirmaron ademas que el protocolo de 2 etapas descrito en la presente invencion puede expandir y diferenciar
subconjuntos de células T TCRyd* tanto V81* como V&1~ y V32" En la primera etapa de cultivo, en presencia de un
mitdgeno de células T e IL-4 (y en ausencia de IL-15, IL-2 o IL-7), los subconjuntos de células T TCRyd" tanto V&1* como
V&1~ y V62- se expandieron en cultivo, pero no pudieron diferenciarse hacia un fenotipo citotdxico. Cuando las células
obtenidas se subcultivaron en un segundo medio de cultivo en presencia de un mitégeno de células T e IL-2, IL-7 o IL-15
(y en ausencia de IL-4), ambos subconjuntos de células se diferenciaron expresando altos niveles de receptores de
activacion NK que, a su vez, mediaron en la muerte de las células tumorales.

Como se explico anteriormente, las células V31* expandidas y diferenciadas, obtenidas con el procedimiento de la
presente invencién fueron altamente citotdxicas contra las células de leucemia in vitro. Aqui mostramos con mas detalle
que el subconjunto de células V61 V52" expandido y diferenciado también es altamente citotoxico contra dianas tumorales.
Clasificamos células CD3*Vd1* y CD3*Vd1- Vo2 de las mismas muestras celulares cultivadas mediante citometria de flujo
y cultivamos conjuntamente cada conjunto con células tumorales diana, in vitro. Observamos que ambos subconjuntos
podrian eliminar de manera eficiente las células diana. (Figura 21).

Tabla 11
Exp. |Cond. [Condicion: Células T | Aumento en cantidad de Células T
No. . — . Vo1t veces de las células T Vd1* |NKp30+ Vd1*
(cultivadas en 1 millén de células/ml durante
14 dias en placas de 96 pocillos)
1 1 20 ng/mlde |IL-2 + 1 pyg/ml de PHA + 20 31,6 77 0,5
ng/ml de IL-4
2% 20 ng/mlide |IL-2 + 1 yg/ml de mAb TCR a- |4,7 8 6,2
Vo1
3 500 ng/ml de |IL-2 + 1 ug/ml de PHA 10,5 4 13,4
4* 20 ng/mlide |IL-2 + 1 yg/ml de mAb a-CD3 (5,3 2 9,1
5 20 ng/mlide |IL-2 + 1 pyg/ml de PHA (control) |1,9 1 10,6
2 1 20 ng/mlide |IL-2 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 |51,7 75 0,0
+ 20 ng/ml de IL-4
2 20 ng/mlide |IL-2 + 1 yg/ml de mAb TCR a- |55,9 69 0,2
V&1 + 20 ng/ml de IL-4
3 5 ng/ml de IL-2 + 1 yg/ml de PHA + 20 (61,9 62 0,0
ng/ml de IL-4
4* 1 yg/ml de PHA + 20 ng/ml de IL-4 |79,6 38 0,3
5 20 ng/mlde |IL-2 + 1 pyg/ml de PHA + 20 45,3 27 0,2
ng/ml de IL-4 (mejor anterior)
6 100 ng/mlde |IL-2 + 1 pyg/ml de PHA + 20 55,7 22 0,4
ng/ml de IL-4
7 300 ng/ml de |IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 (57,0 21 1,6
ng/ml de IL-4
8* 20 ng/mlide |IL-2 + 20 ng/ml de IL-4 2,4 2 0,0
3 1 5 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 61,4 138 0,3
+ 20 ng/ml de IL-4
2 5 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 |59,4 124 1,2
+ 20 ng/ml de IL-4
3 20 ng/mide |IL-2 + 1 uyg/ml de mAb a-CD3 (45,4 105 1,0
+ 20 ng/ml de IL-4 (mejor
anterior)
4 5 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de PHA + 20|76,2 21 1,2
ng/ml de IL-4
5 5 ng/ml de IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 69,1 19 1,6
ng/ml de IL-4
6 20 ng/mlide |IL-15 + 1 pug/ml de PHA + 20 (69,9 13 1,3
ng/ml de IL-4
7 20 ng/mlide |IL-2 + 1 pg/ml de PHA + 20 |67,7 11 1,0
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Exp. |Cond. [Condicion: Células T | Aumento en cantidad de Células T

No. (cultivadas en 1 millén de células/ml durante Vo1 veces de las células T V61" NKp30+ Vo1

14 dias en placas de 96 pocillos)

ng/ml de IL-4
4 1 20 ng/mlide |IFN-y + 1 uyg/ml de mAb a-CD3 |79,5 1349 0,8
+ 20 ng/ml de IL-4
2 3 ng/ml de IFN-y + 1 ug/ml de mAb a-CD3 67,4 1014 0,4
+ 20 ng/ml de IL-4
3 2 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 81,6 909 1,8
+ 20 ng/ml de IL-4
4 5 ng/ml de IL-15 + 1 ug/ml de mAb a-CD3 |69,4 624 1,9
+ 20 ng/ml de IL-4 (mejor
anterior)
Tabla 12
Cond. |Condicién: Células vivas [Células T |Aumento en cantidad de veces
No. totales Vo1* (%) de las células T Vo1*

(cultivadas en 1 millén de células/ml durante 14
dias en placas de 96 pocillos)

1 20 ng/ml de IFN-y + 1 yg/ml de mAb a-CD3 + (85,9 80,1 12 166
100 ng/ml de IL-4

2 7 ng/ml de IFN-y + 1 uyg/ml de mAb a-CD3 + 100 (89,9 93,0 10 757
ng/ml de IL-4

3 2 ng/ml de IFN-y + 1 ug/ml de mAb a-CD3 + 100 (87,3 75,2 9 394
ng/ml de IL-4

4 0,3 ng/ml de IL-15 + 2 ng/ml de IFN-y + 1 ug/ml | 77,1 59,7 4 361
de mAb a-CD3 + 100 ng/ml de IL-4

5 0,3 ng/ml de IL-15 + 2 ng/ml de IFN-y + 1 pg/ml |90,0 67,0 811
de mAb a-CD3 + 100 ng/ml de IL-4

6 0,3 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de mAb a-CD3 + 89,7 75,5 614
100 ng/ml de IL-4

7 7 ng/ml de IFN-y + 1 uyg/ml de mAb a-CD3 + 60 (85,7 83,2 10 083
ng/ml de IL-4

8 2 ng/ml de IL-2 + 2 ng/ml de IL-15 + 1 yg/ml de |87,5 59,4 7 208
mAb a-CD3 + 60 ng/ml de IL-4

9 2 ng/ml de IL-2 + 7 ng/ml de IFN-y + 1 pg/ml de |80,4 71,6 7151
mAb a-CD3 + 60 ng/ml de IL-4

10 7 ng/ml de IL-7 + 2 ng/ml de IL-15 + 1 pg/ml de (91,1 65,6 6 193
mAb a-CD3 + 60 ng/ml de IL-4

11 2 ng/ml de IL-2 + 1 pyg/ml de mAb a-CD3 + 60 88,7 70,5 5192
ng/ml de IL-4

12 1 ug/ml de mAb a-CD3 + 60 ng/ml de IL-4 89,0 68,3 1890

13 0,3 ng/ml de IFN-y + 2 uyg/ml de mAb a-CD3 + 82,7 59,9 6 139
100 ng/ml de IL-4

14 2 ng/ml de IL-7 + 0,3 ng/ml de IFN-y + 2 ug/ml |87,6 72,9 5290
de mAb a-CD3 + 100 ng/ml de IL-4

15 0,3 ng/ml de IL-15 + 0,3 ng/ml de IFN-y + 2 ug/ml |85,9 80,1 4 840
de mAb a-CD3 + 100 ng/ml de IL-4

16 0,3 ng/ml de IL-15 + 2 pg/ml de mAb a-CD3 + 90,0 64,2 2943
100 ng/ml de IL-4

17 2 pg/ml de mAb a-CD3 + 100 ng/ml de IL-4 85,8 73,0 1826
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Tabla 13
Total de células vivas generadas a partir de 1 conjunto de capa leucocitaria:
(millones de células)

Donante: Dia 0 Dia 21

A 24 968,0

B 438 1004,0

Cc 83,3 440,0

D 57 1152,0

E 9,2 1024,0

F 25,0 1564,0

G 4,0 1 604,0

H 2,0 1276,0

Tabla 14

Reactivo/material Fabricante Referencia del |Sistema de calidad de fabricacion*

producto

Para el agotamiento magnético de células TCRa/B*:

Instrumento CliniMACS® Plus Miltenyi Biotec, 1 151-01 cGMP, cumple con la ISO 13485
Kit CliniMACS® TCRa/B GmbH 200-070-407
Juego de tubos de agotamiento 261-01
CliniMACS®
Tampoén de PBS/EDTA CliniMACS® 700-25
Para el enriquecimiento magnético de las células CD3":
Reactivo de CD3 CliniMACS® Miltenyi Biotec, 1273-01 cGMP, 1SO 13485
Juego de tubos TS CliniMACS® | CMPH 161-01 cumple
Para el cultivo celular:
Cassettes de cultivo celular Saint-Gobain CC-0500 cGMP, cumple con la norma 21 CFR
Abrazaderas Saint-Gobain 1C-0022 820
Bolsa FEP de cultivo celular Saint-Gobain 750-C1
Vuelife®
Medio de expansion de células T |Thermo Fisher |A10485-01 cGMP, cumple con la SO
OpTmizer™ Scientific 13485:2003 o la ISO 9001:2008
L-glutamina Thermo Fisher |25030-032
Scientific
mAb anti-CD3 humano (Clon OKT- |Miltenyi Biotec, |170-076-116
3) GmbH
IL-4 humana recombinante CellGenix GmbH 1003-050
IL-21 humana recombinante CellGenix GmbH 1019-050
IFN-y humano recombinante R&D Systems 285-GMP
IL-1B humana recombinante CellGenix GmbH 1011-050
IL-15 humana recombinante CellGenix GmbH 1013-050

*Nota: Algunos productos se venden como dispositivos médicos certificados para su uso en la UE y/o los EE. UU. Todos
los demas productos se venden para la fabricacion de productos basados en células para investigacion clinica. Se
pueden usar en ensayos clinicos bajo aplicaciones de investigacion de nuevos medicamentos (IND) o de investigacion
de dispositivos (IDE).
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para expandir las células T V62 TCRyd* en una muestra que comprende:

(1) cultivar las células de la muestra en un primer medio de cultivo que comprende un mitégeno de células T e
interleucina-4, donde no hay interleucina-15, interleucina-2 ni interleucina-7 presentes en el primer medio; y

(2) cultivar las células obtenidas en la etapa (1) en un segundo medio de cultivo que comprende un mitégeno de
células T y un factor de crecimiento seleccionado de entre interleucina-15, interleucina-2 e interleucina-7, donde la
interleucina-4 no esta presente en el segundo medio de cultivo.

2. Un procedimiento segun la reivindicacion 1, donde el factor de crecimiento de la etapa (2) es interleucina-
15.
3. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, donde el primero o el segundo medio de cultivo, o ambos

medios de cultivo, comprenden ademas un segundo factor de crecimiento.

4, Un procedimiento segun la reivindicacién 3, donde dicho segundo factor de crecimiento es interferén-y o un
mimético o equivalente funcional del mismo.

5. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, donde el primero o el segundo medio de cultivo, o ambos
medios de cultivo, comprenden ademas un segundo y un tercer factor de crecimiento, preferiblemente donde dichos
factores de crecimiento son interferon-y e interleucina-21 o un mimético o equivalente funcional del mismo.

6. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, donde el primero o el segundo medio de cultivo, o ambos
medios de cultivo, comprenden ademas un tercero y un cuarto factor de crecimiento, preferiblemente donde dichos
factores de crecimiento son interferén-y, interleucina-21 e interleucina-1 o un mimético o equivalente funcional del mismo.

7. Un procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, donde el primero o el segundo medio de cultivo, o ambos
medios de cultivo, comprenden ademas una molécula coestimuladora de células T TCRyd* V&2, preferiblemente donde
la molécula coestimuladora es un ligando molecular o un agonista del receptor SLAM, un ligando molecular o un agonista
del receptor CD27, o un ligando molecular o un agonista del receptor CD7.

8. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde el primero y el segundo medio de
cultivo contienen ademas suero o plasma.

9. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde, antes de la etapa (1), las células
de la muestra se enriquecen en células T.

10. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde, antes de la etapa (1), las células
de la muestra se enriquecen en células T TCRyd".

11. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde, antes de la etapa (1), las células
de la muestra se agotan en células T TCRaf".

12. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde, antes de la etapa (1) las células
de la muestra se agotan primero en células T TCRaB" y, a continuacion, se enriquecen en células CD3"*.

13. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde, antes de la etapa (1), las células
de la muestra se enriquecen en células T no TCRyd".

14. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, donde la muestra es sangre, tejido o
fracciones del mismo, preferiblemente donde la muestra se selecciona de sangre periférica, sangre de cordén umbilical,
tejido linfoide, epitelio, timo, médula ésea, bazo, higado, tejido canceroso, tejido infectado, tejido de nodulo linfatico o
fracciones del mismo, mas preferiblemente donde la muestra de partida es sangre periférica humana o una fraccion de la
misma.

15. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde la muestra consiste en células
mononucleares de baja densidad (LDMC) o células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

16. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, donde, en el primer medio de cultivo, el
mitégeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor de 10 a alrededor de 5000 ng/ml y la interleucina-4
esta presente en una cantidad de alrededor de 1 a alrededor de 1000 ng/ml, preferiblemente donde, en el primer medio
de cultivo, el mitdégeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor de 20 a alrededor de 2000 ng/ml y la
interleucina-4 esta presente en una cantidad de alrededor de 5 a alrededor de 500 ng/ml, mas preferiblemente donde, en
el primer medio de cultivo, el mitdgeno de células T esta presente en una cantidad de alrededor de 50 a alrededor de
1000 ng/ml; y la interleucina-4 esta presente en una cantidad de alrededor de 20 a alrededor de 200 ng/ml, aun mas
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preferiblemente donde el primer medio de cultivo comprende 70 ng/ml de un mitégeno de células T y 100 ng/ml de
interleucina-4.

17. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, donde en el segundo medio de
cultivo el mitégeno de células T estd presente en una cantidad de alrededor de 0,1 a alrededor de 50 pg/ml y la
interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7 esta presente en una cantidad de alrededor de 1 a alrededor de 1000 ng/ml,
preferiblemente donde en el segundo medio de cultivo el mitdgeno de células T esta presente en una cantidad de
alrededor de 0,3 a alrededor de 10 pug/mly la interleucina-15, interleucina-2 o interleucina-7 esta presente en una cantidad
de alrededor de 2 a alrededor de 500 ng/ml, mas preferiblemente donde en el segundo medio de cultivo el mitégeno de
células T esta presente en una cantidad de alrededor de 0,5 a alrededor de 5 pg/ml y la interleucina-15, interleucina-2 o
interleucina-7 esta presente en una cantidad de alrededor de 20 a alrededor de 200 ng/ml, atiin mas preferiblemente donde
el segundo medio de cultivo comprende 1 pg/ml de un mitégeno de células T y 70 ng/ml de interleucina-15, interleucina-
2 o interleucina-7.

18. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde en el primero o el segundo
medio de cultivo, 0 en ambos medios de cultivo, el interferén-y esta presente en una cantidad de alrededor de 1 a alrededor
de 1000 ng/ml; y la interleucina-21 y la interleucina-1p estan presentes en una cantidad de 1 a alrededor de 500 ng/ml,
preferiblemente donde, en el primero o el segundo medio de cultivo, 0 en ambos medios de cultivo, el interferon-y esta
presente en una cantidad de alrededor de 2 a alrededor de 500 ng/ml; y la interleucina-21 y la interleucina-1f estan
presentes en una cantidad de 2 a alrededor de 200 ng/ml, mas preferiblemente donde, en el primero o el segundo medio
de cultivo, o en ambos medios de cultivo, el interferdn-y esta presente en una cantidad de alrededor de 20 a alrededor de
200 ng/ml; y la interleucina-21 y la interleucina-1 estan presentes en una cantidad de 5 a alrededor de 100 ng/ml, adn
mas preferiblemente donde el primero o el segundo medio de cultivo, 0 ambos medios de cultivo, comprenden ademas
70 ng/ml de interferén-y; 15 ng/ml de interleucina-21; y 15 ng/ml interleucina-1.

19. Un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el mitégeno de células T es
un anticuerpo o un fragmento del mismo, preferiblemente donde el anticuerpo se une a CD3 o un fragmento del mismo.

20. Un procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 19, donde el suero o plasma esta
presente en una cantidad de alrededor del 0,5 a alrededor del 25 % en volumen, preferiblemente donde el suero o plasma
esta presente en una cantidad de alrededor del 2 a alrededor del 20 % en volumen, mas preferiblemente donde el suero
o el plasma esta presente en una cantidad de alrededor del 2,5 a alrededor del 10 % en volumen, ain mas preferiblemente
donde el suero o el plasma esta presente en una cantidad de alrededor del 5 % por volumen.
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Figura 3
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