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Opis wynalazku

Dziedzina wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b namnazania (ekspansji) in vitro subpopulacji limfocytéw
T CD4* o whasciwosciach immunosupresyjnych i fenotypie CD4* FoxP3* zwanych dalej limfocytami Treg
pozwalajacy na kliniczne zastosowanie tych komoérek w terapii choréb o podtozu autoimmunologicznym
takich jak np. stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie stawéw, cukrzyca typu 1, a takze do ha-
mowania niepozadanych reakcji immunologicznych w tym miedzy innymi odrzucania przeszczepu, re-
akciji alergicznych i choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (ang. graft versus host disease GVHD).

Podstawy wynalazku

Limfocyty Treg stanowig okoto 1% wszystkich limfocytow krwi obwodowej, lecz majg istotne zna-
czenie dla utrzymania tolerancji wktasnych tkanek (Trzonkowski P 2009) (Vignali DA 2008) (Yi S 2012).
Brak komérek regulatorowych prowadzi do wystapienia szeregu choréb autoimmunizacyjnych oraz nad-
wrazliwosci, co widaé na przyktadzie pacjentéw ze sprzezonym z chromosomem X zespotem dysregu-
lacji immunologicznej, poliendokrynopatii i enteropatii (ang. immune dysregulation, polyendocrinopathy,
enteropathy, X-linked; IPEX) (Gambineri E 2003). Limfocyty Treg mozna nazwac ,inteligentnymi stery-
dami”, poniewaz podobnie do sterydéw hamujg reakcje zapalne i dziatajg immunosupresyjnie, ale
w przeciwienstwie do nich fizjologiczne dziatanie supresorowe komoérek Treg dotyczy tylko reakcji pato-
logicznych (np. skierowanych przeciwko wtasnym tkankom). Wyniki badan klinicznych, w ktérych zasto-
sowano komorki Treg- w tym réwniez nasze obserwacje — wskazuja, ze terapia limfocytami Treg jest
bezpieczna i nie upos$ledza odpowiedzi immunologicznej przeciwko obcym oraz niebezpiecznym anty-
genom (wirusy, bakterie, komoérki nowotworowe) (Marek-Trzonkowska N 2012) (Marek-Trzonkowska
N 2014) (Martelli MF 2014) (Bluestone JA 2015).

Nasz zesp6t badawczy od ponad 10 lat prowadzi badania nad biologig i klinicznym zastosowa-
niem limfocytéw Treg. Jako pierwsi uzyliSmy namnozonych in vitro komoérek Treg najpierw w terapii
choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (GVHD) u 0s6b dorostych (NKEBN/458-310/2008) (Trzon-
kowski P 2009) (Trzonkowski P 2013), a nastepnie w cukrzycy typu 1 (DM1) u dzieci (TregVAC
ISRCTNO06128462; TregVAC2.0EudraCT:2014-004319-35) (Marek-Trzonkowska N 2012) (Marek-
-Trzonkowska N 2014) i w stwardnieniu rozsianym (TregSM EudraCT:2014-004320-22) (Trzonkowski
P 2015). Obecnie badania kliniczne z zastosowaniem komérek Treg prowadzone sg réwniez przez inne
osrodki na $wiecie i dotyczg terapii/prewencji GVHD (m.in. Treg002EudraCT:2012-002685-12) (Di lanni
M 2011), leczenia DM1 u oséb dorostych (NCT01210664), a takze indukcji tolerancji w przeszczepie
nerki (m.in. NCT02091232 i NCT02129881) oraz watroby (ThRIL NCT02166177 i NCT01624077)
(Trzonkowski P 2015).

W ostatnich latach rozpoczat sie dynamiczny rozwdj terapii komoérkowych wykorzystujgcych lim-
focyty Treg jako narzedzie terapeutyczne. Wszystkim tym projektom przySwieca jeden cel, a mianowicie
inteligentna immunosupresja, ktdéra pozwolitaby na zahamowanie niepozadanych reakcji immunologicz-
nych bez upo$ledzenia fizjologicznej odpowiedzi odpornosciowe;.

Wszystkie te badania zmagajg sie rowniez z tymi samymi problemami technicznymi zwigzanymi
z izolacjg i hodowlg komoérek Treg. Pierwszy z nich stanowita niska czysto$é pozyskiwanej populaciji,
wptywajgca na bezpieczenstwo i powodzenie terapii (Trzonkowski P 2009) (Tang Q 2013). Problem ten
udato sie jednak rozwigza¢ wprowadzajgc sorter komérkowy do izolacji komoérek Treg co zostato opi-
sane w patencie PL 218400 B. Niemniej jednak zaden ze znanych do tej pory sposobdéw namnazania
komoérek Treg nie jest w stanie zapewni¢ ich intensywnej proliferacji z jednoczesnym utrzymaniem pet-
nego fenotypu, w tym zwtaszcza wysokiej ekspresji czynnika FoOxP3 przez caty okres trwania hodowli
(10-14 dni). Zawsze, nawet w hodowli prowadzonej zgodnie ze standardami dobrej praktyki produkcyj-
nej (ang. good manufacturing practice; GMP) w drugim tygodniu ekspansji limfocytéw Treg obserwuje
sie istotne obnizenie odsetka komdrek FoxP3* w populacji. Zmiany te majg swoje bezposrednie przetfo-
zenie na obnizenie aktywnos$ci supresorowej komoérek Treg oraz wzrost produkcji cytokin prozapalnych,
w tym interferonu y (IFN-y), a tym samym odpowiedzialne sg za zmniejszenie skutecznosci terapii (Ma-
rek N 2011) (Hoffmann P 2009) (Tang Q 2013).

W opisie WO 2013/050596 A1 przedstawiono sposéb namnazanie komérek Treg in vitro w obec-
nosci rapamycyny — inhibitora kinazy m-Tor (ang. mammalian target for rapamycin), kwasu suberanilo-
hydroksamowego (vorinostat) — inhibitora deacetylazy histonéw oraz azacytydyny — inhibitora metylac;ji
DNA. Wykazano, ze uzyskanie wzglednej stabilnosci komérek Treg mozna osiggnac¢ jedynie stosujac
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kombinacje wszystkich trzech wymienionych zwigzkéw réwnoczes$nie. Niemniej jednak zastosowane
chemioterapeutyki nie zapobiegajg catkowicie obnizeniu ekspresji czynnika FoxP3 podczas hodowli
i juz po 7 dniach odsetek komérek FoxP3* spada ponizej 90%. Wiadomo ponadto, ze wszystkie trzy
stosowane zwigzki obnizajg zywotnos¢ oraz zdolnosci proliferacyjne komoérek Treg.

W opisie WO 2010/135255 A1 ujawniono metode ekspans;ji ex vivo limfocytéw Treg CD4*CD25%,
ktéra w czasie 3 tygodni pozwala na 100- 1000-krotne zwielokrotnienie wyjSciowej liczby komaérek, na-
tomiast dla okresu 14 dni sg to wielkosci od 60 do 500. Opisane w patencie magnetyczne metody izolacji
komoérek Treg umozliwiajg uzyskanie populacji o niskiej czystosci (40-75% w dniu ,0”), a co za tym idzie
odsetek komérek FoxP3* juz w drugim tygodniu hodowli wynosi $rednio 40-50%).

Publikacja WO 2006/090291 ujawnia metode ekspansji komoérek Treg w obecnosci rapamycyny.
Dodanie chemioterapeutyka do hodowli komérek Treg ma za zadanie zahamowanie wzrostu komoérek
T efektorowych, stanowigcych zanieczyszczenie hodowli. Przedstawione w patencie zwielokrotnienie
liczby komérek CD4+CD25+ w hodowli z rapamycyng po 14 dniach wynosi mniej niz 20, a po 21 dniach
mniej niz 40.

Zadne ze znanych opiséw wynalazkéw, ani publikacji naukowych nie opisuje hodowli komérek
Treg w temperaturze ponizej 37°C. Metoda namnazania komoérek Treg, bedgca przedmiotem niniej-
szego wynalazku jest pierwszg, ktéra stosujgc zmiane temperatury hodowli pozwala na uzyskanie istot-
nie wyzszej liczby komoérek bez jednoczesnego obnizenia ich jakoSci i aktywno$ci supresorowej.
Wszystkie opatentowane do tej pory metody hodowli limfocytow Treg stosowaty wytgcznie temperature
37°C. Nasz zesp6t jako pierwszy przetestowat temperatury < 37°C w hodowli komérek Treg, wykazujac,
ze temperatura 33°C pozwala na otrzymanie ponad trzykrotnie wyzszej liczby limfocytéw Treg w okre-
Slonej jednostce czasu w poréwnaniu z wynikami uzyskiwanymi dla hodowli prowadzonych w standar-
dowych warunkach temperatury (tj. 37°C).

Opracowanie bezpiecznej, prostej do zastosowania i jednocze$nie ekonomicznie optacalnej me-
tody namnazania stabilnych komérek Treg, charakteryzujgcych sie wysoka ekspresjg czynnika FoxP3
oraz wysokim potencjatem supresorowym ma kluczowe znaczenia dla rozwoju i sukcesu badan klinicz-
nych wykorzystujgcych komérki Treg jako narzedzie terapeutyczne.

Mozliwo$¢ regulaciji odpowiedzi immunologicznej maistotne znaczenie z terapeutycznego punktu
widzenia. Fizjologicznie uktad odpornosciowy rozpoznaje i niszczy obce oraz niebezpieczne antygeny,
jednoczesnie tolerujgc wiasne tkani. Niemniej jednak w przypadku choréb autoimmunologicznych ta-
kich, jak np. stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis; MS), cukrzyca typu 1 (ang. diabetes mellitus
type 1; DM1), tuszczyca, toczen rumieniowaty uktadowy (ang. systemie lupus erythematosus; SLE) czy
reumatoidalne zapalenie stawdw (ang. rheumatoid arthritis; RA) dochodzi do upo$ledzenia tego mecha-
nizmu (Sénécal V 2015) (Trzonkowski P 2015) (Marek-Trzonkowska N 2012) (Pujol-Autonell | 2013)
(Lima XT 2015) (Mu Q 2015) (Orent W 2015). Uktad odporno$ciowy zaczyna niszczyé wiasne tkanki
i narzady chorego, prowadzac do nieodwracalnych zmian. Obecnie leczenie choréb autoimmunologicz-
nych sprowadza sie najczesciej do niespecyficznej antygenowo immunosupresji oraz hamowania od-
powiedzi zapalnej. Taka terapia okazuje sie jednak nieskuteczna na przestrzeni czasu. Mimo poczatko-
wej poprawy, nie udaje sie catkowicie zahamowaé postepu choroby, a jej przerwanie zwykle wigze sie
z zaostrzeniem choroby. Leczenie to jest ponadto zwigzane z obnizeniem odpornosci (Gupta S 2012).
W zwigzku z tym pacjent staje sie podatny na infekcje, ktére u chorych przyjmujgcych leki immunosu-
presyjne majg znacznie powazniejszy przebieg niz u 0séb zdrowych. Niespecyficzna immunosupresja
to ponadto wzrost ryzyka rozwoju nowotwordw (wyzszy odsetek zachorowan wérdod chorych przyjmuja-
cych leki immunosupresyjne) (Andrés A 2005) (Rama | 2010).

Regulacja odpowiedzi immunologicznej to réwniez istotne zagadnienie z punktu widzenia trans-
plantologii. Przeszczep narzgdowy jest zwykle procedurg ratujacg zycie, wigze sie jednak z konieczno-
Scig statego przyjmowania silnych lekéw immunosupresyjnych. Przerwanie terapii wigze sie z nasile-
niem odpowiedzi immunologicznej przeciw tkankom przeszczepionego narzadu, co w krétkim czasie
prowadzi do jego zniszczenia. Stosowanie lekéw immunosupresyjnych, podobnie jak w przypadku te-
rapii choréb autoimmunologicznych, jest obarczone wystepowaniem powaznych niepozadanych skut-
kéw ubocznych. Ponadto, niektére z tej grupy lekdéw mimo, ze chronig przeszczepiony narzad przed
niszczgcym wptywem uktadu immunologicznego pacjenta, rdbwnocze$nie dziatajg toksycznie na prze-
szczep lub inne tkanki. Przyktad stanowig tu nefrotoksyczne inhibitory kalcyneuryny (cyklosporyna i ta-
krolimus) stosowane w przeszczepie nerki (Prékai A1 2015) lub stosowana u biorcéw wysp trzustkowych
rapamycyna, ktéra upo$ledza dziatanie przeszczepionych komérek 8 (Zhang N1 2006) (Berney T 2009).
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Problem immunosupresji i regulacji odpowiedzi immunologicznej zwigzany jest réwniez $cisle
z przeszczepami szpiku. Zasadnicza réznica pomiedzy przeszczepem narzgdowym, a przeszczepem
szpiku polega na tym, ze w przypadku pierwszego medycyna probuje ochronié przeszczepiony organ
przed niszczgcym dziataniem uktadu immunologicznego biorcy, natomiast w przypadku drugiego nie
ma ryzyka odrzucenia przeszczepu, lecz to przeszczepiony szpik jest zrodtem komorek, ktére atakujg
organizm biorcy i mogg doprowadzi¢ do jego $mierci (Di lanni M 2011) (Zhao K 2015). Bez wzgledu
jednak na pochodzenie komérek uktadu odporno$ciowego atakujgcych organizm pacjenta, walka z nad-
mierng odpowiedzig immunologiczng sprowadza sie tu rowniez do stosowania niespecyficznej immu-
nosupresiji.

Pozornie innym zagadnieniem jest nadmierna odpowiedz immunologiczna przeciw niegroznym
antygenom obcym, z czym mamy do czynienia w przypadku réznych typéw nadwrazliwosci, ktére po-
tocznie sg zbiorczo nazywane alergiami. Wiekszo$¢ z tych zaburzen udaje sie z powodzeniem leczy¢
objawowo stosujgc dostepne leki. Niemniej jednak w przypadku astmy oskrzelowej problem jest bardziej
ztozony. Proces chorobowy czesto postepuje z czasem, stan zapalny nasila sie, prowadzgc do trwatych
zmian strukturalnych w drogach oddechowych, a stosowane leki przestajg by¢ skuteczne (Panettieri RA
Jr 2008) (Barbaro MP 2014).

Podsumowujgc, w petni skuteczne i bezpieczne leki stosowane zaréwno w terapii choréb auto-
immunologicznych, alergicznych, jak i u biorcéw przeszczepdw to takie, ktére dziatajg doktadnie na dany
mechanizm powodujgcy wystgpienie choroby/uszkodzenie przeszczepionego narzadu i jednoczesnie
nie upos$ledzajg fizjologicznej odpowiedzi immunologicznej na obce i niebezpieczne antygeny. Szansg
na tzw. inteligentng immunosupresje sg wtasnie limfocyty Treg. Warunkiem sukcesu terapii klinicznej
z zastosowaniem komorek Treg jest jednak opracowanie bezpiecznego dla pacjenta protokotu ekspansji
tych limfocytéw, ktéry gwarantowatby otrzymanie wysokiej liczby komérek z jednoczesnym utrzymaniem
ich stabilnosci i aktywnos$ci supresorowej przez caty czas trwania hodowli (Tang Q 2013).

Opisana w niniejszym zgtoszeniu patentowym metoda spetnia wyzej opisane wymagania i moze
by¢ z powodzeniem zastosowana do ekspansji zarédwno poliklonalnych, jak i antygenowo specyficznych
komoérek Treg.

Istota wynalazku

Obnizenie temperatury ekspansiji limfocytéw Treg ponizej 37°C, a w szczeg6lnosci prowadzenie
hodowli w temperaturze 33°C w istotny sposéb poprawia jako$¢ oraz stabilno$é tych komérek. Limfocyty
Treg namnazane w temperaturze 33°C charakteryzuje stata i wysoka ekspresja czynnika FoxP3 oraz
podjednostki o receptora dla IL-2 (CD25), co zwigzane jest z wyzszg aktywnos$cig supresorowg oraz
potencjatem proliferacyjnym tych komérek.

Do tej pory istotnym problemem w hodowli komérek Treg byt niski potencjat proliferacyjny oraz
spadek odsetka komérek FoxP3* w hodowli na przestrzeni czasu (Marek N 2011) (Hoffmann P 2009)
(Tang Q 2013). Manipulujgc jedynie temperaturg, udato sie nam wyeliminowa¢ oba te problemy. Ho-
dowla w 33°C pozwala otrzyma¢ w ciggu 14 dni kilkukrotnie wyzszg liczbe limfocytéow Treg (Fig. 1)
0 wyzszej ekspresji czynnika FoxP3 (Fig. 2) w poréwnaniu z metodami stosujgcymi standardowg tem-
perature ekspansji wynoszgcg 37°C.

Dzieki temu technika bedgca przedmiotem niniejszego patentu pozwala na skrécenie czasu nam-
nazania komérek Treg, a tym samym poddanie terapii wiekszej liczby pacjentéw w okre$lonym czasie
przy jednoczesnym utrzymaniu wyzszej jakosci/stabilnosci namnozonych komérek (Fig. 3). Wysoki po-
tencjat proliferacyjny obserwowany w przypadku hodowli w temperaturze 33°C jest przynajmniej cze-
Sciowo zwigzany z wyzszg (Fig. 4) i bardziej stabilng (Fig. 5) ekspresjg czgsteczki CD25 na powierzchni
tych komorek (wyzszy odsetek komorek CD25H9" i wyzsza intensywnos$é produkcji czasteczki CD25 na
przestrzeni czasu). CD25 jest elementem receptora o wysokim powinowactwie do interleukiny 2 (IL-2),
cytokiny bedacej mitogenem wszystkich limfocytow T i jednoczes$nie czynnikiem niezbednym dla po-
wstawania, proliferaciji i prawidtowej funkcji komoérek Treg (Malek TR 2003) (Malek TR 2010). Sposréd
trzech podjednostek (o, B i y) wchodzacych w sktad receptora IL-2 o wysokim powinowactwie w naszym
badaniu oznaczaliSmy tylko ekspresje faricucha o (CD25) jako, ze jest on jednym z powszechnie uzna-
nych markeréw komoérek Treg. Niemniej jednak mozna przypuszczaé, ze po obnizeniu temperatury ho-
dowli do 33°C dochodzi do wzrostu ekspres;ji nie tylko czgsteczki CD25, ale réwniez pozostatych pod-
jednostek receptora dla IL-2 i stad komérki hodowane w tych warunkach stajg sie bardziej wrazliwe na
dziatanie IL-2 i intensywniej proliferujg.

Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze limfocyty Treg hodowane w temperaturze 33°C charaktery-
zuje istotnie wyzszy odsetek komorek o najwyzszej intensywnosci ekspresiji czynnika FoxP3 (FoxP3Hia")
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przez caty okres trwania hodowli w poréwnaniu z limfocytami Treg namnazanymi réwnolegle w tempe-
raturze 37°C (Fig. 6). Ponadto podczas ekspansji w temperaturze 33°C populacja FoxP3"9" wykazuje
istotnie wyzszg produkcje czgsteczki CD25 (Fig. 7), jak réwniez wiekszg stabilno$¢ ekspresji czynnika
FoxP3 (Fig. 8) na przestrzeni czasu w poréwnaniu z komoérkami FoxP3HS" namnazanymi w temperatu-
rze 37°C.

Powszechnie wiadomo natomiast, ze komarki FoxP39" stanowig najbardziej aktywng supreso-
rowo frakcje limfocytéw Treg, poniewaz aktywno$¢ immunoregulacyjna komoérek Treg koreluje pozytyw-
nie z intensywnos$cig ekspresji czynnika FoxP3 (Marek N 2011) (Ryba M 2011). Z tego wzgledu wysoki
odsetek komorek FoxP3H9" gwarantuje wyzszg skuteczno$¢ terapii, w ktorej stosowane sg komorki
Treg. W przeprowadzonych przez nas testach funkcjonalnych analizowaliSmy wptyw komoérek Treg na
proliferacje limfocytéw T CD4" efektorowych (Teff) oraz na produkcje interferonu y (IFN-y) przez te ko-
morki. Otrzymane wyniki wskazujg, ze komérki Treg hodowane w temperaturze 33°C wykazujg tenden-
cje do silniejszego hamowania proliferacji komdrek Teff oraz produkcji IFN-y przez te komérki w porow-
naniu z limfocytami Treg hodowanymi w temperaturze 37°C (Fig. 9-10). Ponadto, ekspansja limfocytow
Treg w temperaturze 33°C zwigzana jest z zaledwie Sladowg syntezg IFN-y podczas 14-dniowej ho-
dowli, kiedy komorki namnazane w temperaturze 37°C produkujg ponad dwukrotnie wieksze ilosci tej
cytokiny (Fig. 11). Nalezy w tym miejscu réwniez pamietac, ze komérki Treg dysponujg szeregiem in-
nych kluczowych dla rozwoju tolerancji mechanizméw dziatania, ktérych nie przeanalizowaliSmy w na-
szych badaniach. Nalezy do nich m.in. hamowanie dojrzewania komoérek dendrytycznych (ang. dendritic
cell; DC), w konsekwencji czego powstajg tzw. tolerogenne DC. Ponadto w wyniku bezposredniego
kontaktu z DC limfocyty Treg indukujg w tych komérkach ekspresje 2,3-dioksygenazy indoloaminy
(IDO), ktéra katalizuje nastepnie rozkfad tryptofanu, prowadzgc tym samym do zahamowania proliferac;ji
aktywowanych limfocytow T cytotoksycznych (Tc¢) oraz pomocniczych (Th) (Vignali DA 2008) (Marek-
Trzonkowska N 2013). W naszym modelu do$wiadczalnym nie uzywaliSmy komérek dendrytycznych.
W zwigzku z tym powyzej opisany mechanizm nie mégt zostaé zweryfikowany. Proba oceny funkcjonal-
nosci komoérek Treg w testach in vitro zawsze spotyka sie z szeregiem ograniczen. Z tego wzgledu
o stopniu funkcjonalnej przewagi komérek Treg namnazanych w temperaturze 33°C bedzie mozna sie
dopiero w pefni przekona¢ w eksperymentach in vivo. Niemniej jednak, od lat naukowcy niezmiennie
dochodzg do konkluzji, ze gen kodujacy czynnik transkrypcyjny FoxP3 jest gtéwnym genem regulujgcym
rozwoj i funkcje komoérek Treg. Transfer tylko tego jednego genu do konwencjonalnych, naiwnych lim-
focytow T nadaje im fenotyp i wiasciwosci komoérek Treg (Wang YM 2006) (Fontenot JD 2003). Tak
zmodyfikowane limfocyty podobnie, jak komérki Treg produkujg zaledwie wykrywalne iloSci cytokin pro-
zapalnych, wykazujg ekspresje markeréw powierzchniowych (np. CTLA-4), ktére sg charakterystyczne
dla komoérek Treg, jak réwniez hamujg proliferacje komérek Teff w sposéb wprost proporcjonalny do
ekspresji czynnika FoxP3. Podsumowujac istnieje Scista korelacja pomiedzy wysokg ekspresjg czynnika
FoxP3 a silnym dziataniem supresorowym komérek Treg (Wang YM 2006) (Fontenot JD 2003; Marek
N 2011) (Ryba M 2011).

Przeprowadzone przez nas doSwiadczenia wykazaty jednoczes$nie, ze 33°C to optymalna tem-
peratura hodowli komérek Treg. Obnizanie temperatury ekspans;ji ponizej tej wartosSci nie jest wskazane,
poniewaz hamuje intensywno$¢ proliferacji. Dolna granica temperatury, w ktérej limfocyty Treg zacho-
wujg zywotnos$¢ przez co najmniej 14 dni, to 29°C. Niemniej jednak w tych warunkach dochodzi juz do
catkowitego zahamowania namnazania i utraty charakterystycznych cech fenotypowych limfocytow
Treg (Fig. 12-13). Jak w przypadku wszystkich zywych organizmoéw i komorek zakres toleranciji tempe-
raturowej limfocytow Treg jest Scisle okre$lony. Zaskakujgco jednak — w stosunku do obecnego stanu
wiedzy — nasze obserwacje wykazaty jednoczes$nie, ze optimum hodowli komoérek Treg znajduje sie
ponize;j fizjologicznej temperatury ciata cztowieka, tj. w temperaturze 33°C.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b namnazania in vitro subpopulacji limfocytow Treg CD4*
o wiasciwosciach immunosupresyjnych i fenotypie CD4*FoxP3* zwanych dalej limfocytami Treg, gdzie
proces namnazania komoérek Treg odbywa sie przez caty czas trwania hodowli lub okresowo w tempe-
raturze w zakresie od >29°C do <37°C.

Sposo6b, gdzie namnazanie limfocytow Treg odbywa sie przez caty okres trwania hodowli lub
okresowo w temperaturze 33°C.

Sposob, ktéry pozwala na zastosowanie otrzymanych komérek Treg w terapii klinicznej niepoza-
danych reakcji immunologicznych.

Sposo6b, gdzie komérki Treg stanowig komorki poliklonalne i/lub komérki antygenowo specy-
ficzne.
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Sposob, gdzie przez niepozgdane reakcje immunologiczne rozumie sie: choroby autoimmuniza-
cyjne, odrzucanie przeszczepu, reakcje alergiczne oraz chorobe przeszczep przeciw gospodarzowi.
Zaletami niniejszego wynalazku sa:
1) wyzsza liczba komérek Treg otrzymana podczas 14-dniowej hodowli niz w przypadku zna-
nych do tej pory metod, ktére moglyby zosta¢ zastosowane do ekspansji komoérek Treg
w terapii klinicznej (Fig. 1).
2) w przypadku klinicznego zastosowania komérek Treg metoda ta umozliwia:
— skrécenie czasu przygotowania preparatu komérek, a tym samym poddanie terapii wiekszej
liczby pacjentow
i/lub
— uzyskanie wyzszej o okoto 300% liczby komoérek Treg w okreSlonym czasie trwania ekspans;ji,
pozwalajgc na podwyzszenie dawki terapeutycznej komérek, ktéra wptywa na efektywno$¢ leczenia
i/lub
— namnozenie istotnej terapeutycznie liczby komérek Treg po pobraniu objetosci krwi mniejszej
od 250 ml, co sprawi, ze komorki Treg bedzie mozna zastosowac takze do leczenia najmtodszych dzieci,
od ktérych niemozliwe jest pobranie duzej iloSci krwi
3) bardzo wysoka stabilno§¢ komoérek Treg w czasie hodowli; ekspresja czynnika FoxP3
(Fig. 3, 8) oraz czasteczki CD25 (Fig. 5) utrzymuje sie przez caty czas trwania ekspansji na
istotnie wyzszym poziomie niz w przypadku hodowli w temperaturze 37°C czy w przypadku
zastosowania chemioterapeutykéw (np. rapamycyny) majgcych za zadanie utrzymac stabil-
no$¢ komoarek Treg w hodowli; w przeciwienstwie do chemioterapeutykéw zastosowana tem-
peratura hodowli nie obniza zywotnosci komérek Treg, nie jest toksyczna dla komoérek i nie
stwarza ryzyka dla pacjenta
4) przez caty okres trwania hodowli limfocyty Treg hodowane w temperaturze 33°C charaktery-
zuje istotnie wyzszy odsetek komorek FoxP3"9" (Fig. 6), ktore wykazujg wiekszg stabilnosé
w poréwnaniu z limfocytami Treg namnazanymi réwnolegle w temperaturze 37°C (Fig. 8), co
pozytywnie wplywa na skuteczno$c¢ terapii komdrkowej wykorzystujgcej komorki Treg
5) komdrki Treg namnazane w temperaturze 33°C produkujg jedynie Sladowe ilosci IFN-y (cyto-
kina o dziataniu prozapalnym) w trakcie catego czasu trwania hodowli (okoto 2% komodrek
IFN-y*), podczas kiedy ekspansja w temperaturze 37°C wigze sie ze stopniowym wzrostem
odsetka komérek Treg IFN-y* i jest ponad dwukrotnie wyzsza w 14. dniu hodowli (Fig. 11)
(Marek N 2011)
6) w poréwnaniu z limfocytami Treg hodowanymi w standardowej temperaturze 37°C, komérki
Treg namnazane w temperaturze 33°C wykazujg tendencje do silniejszego hamowania pro-
liferacji limfocytow Teff (Fig. 9) oraz silniejszego hamowania produkcji IFN-y przez te komérki
(Fig. 10) — zjawisko to ma znaczenie dla skutecznosci terapii komoérkowych wykorzystujgcych
komorki Treg
7) wysoka powtarzalno$¢ wynikéw dla hodowanych w 33°C komérek pochodzacych od rdéznych
dawcow, réznigcych sie m.in. picig oraz wiekiem — gwarantuje m.in. wiekszg przewidywalnosé
procesu produkciji oraz efektu dziatania komorek Treg w przysziych badaniach klinicznych
8) metoda nie niesie ze sobg ryzyka niepozadanych reakciji, ktére potencjalnie mogg wystapic
w przypadku, kiedy do hodowli komérek Treg dodawane sg zwigzki chemiczne/leki w celu
poprawy ich stabilnosci czy proliferacii
9) w poréwnaniu z wczesniej opisanymi sposobami namnazania komoérek Treg opracowana
przez nas metoda
— nie wymaga dodatkowych naktadéw kosztéw finansowych, ani dodatkowej pracy

Opis figur:

Fig. 1 — przedstawia zwielokrotnienie liczby limfocytéw Treg w ciagu 14 dni hodowli. Na rycinie
przedstawiono poréwnanie zwielokrotnienia liczby komérek Treg namnazanych w standardowo stoso-
wanej temperaturze 37°C (kolumna w kolorze szarym; n=8) oraz w temperaturze 33°C (kolumna
w kolorze biatym; n=8) przez okres 14 dni. Wielko$¢ te obliczano jako stosunek koricowej liczby komérek
uzyskanych w okreslonych warunkach hodowli w 14. dniu do wyj$ciowej liczby komoérek przeznaczo-
nych do ekspansji. Stagd otrzymane wyniki zwykle nie przyjmujg wartosci catkowitych (wyniki podano



PL 236 046 B1 7

z dokfadnoscig dwéch miejsc po przecinku). Réznice obliczono z zastosowaniem testu U Mann’a- Whit-
ney’'a dla danych nieparametrycznych. Wartosci przedstawiono jako mediane oraz minimum i maksi-
mum. ,*” oznacza warto$¢ istotng statystycznie (p<0.05).

Fig. 2 — przedstawia odsetek komdrek CD4*FoxP3"* oraz intensywnos$¢ ekspresji czynnika FoxP3
w tych komoérkach. W gérnej czesci ryciny przedstawiono cytometryczne wykresy kropkowe przedsta-
wiajgce ekspresje czynnika FoxP3 w 14. dniu hodowli w limfocytach Treg pochodzgcych od tego sa-
mego dawcy namnazanych réwnolegle w temperaturze 37°C (A) oraz 33°C (B). Ponizej przedstawiono
odsetek komérek CD4*FoxP3" namnazanych w dwdch réznych warunkach temperatury (37 i 33°C)
w 7. i 14. dniu hodowli (C; n=8) oraz intensywno$¢ ekspresji czynnika FoxP3 w tych komérkach w 14.
dniu hodowli (D; n=8). Intensywno$¢ ekspresji czynnika FoxP3 jest wyrazona jako stosunek mediany
intensywnosci fluorescencji (MFI) sygnatu pozytywnego do mediany intensywnosci autofluorescencii
niebarwionych komérek (INDEX MFI FoxP3). Kolumny wykresow w kolorze szarym przedstawiajg wy-
niki otrzymane dla komérek hodowanych w temperaturze 37°C, natomiast kolumny w kolorze biatym
obrazujg wyniki uzyskane dla komérek namnazanych w temperaturze 33°C. Réznice obliczono z zasto-
sowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych. Wartosci przedstawiono jako
mediane oraz minimum i maksimum. Wartosci istotne statystycznie (p<0.05) oznaczono ,*”.

Fig. 3 — przedstawia stabilno$é ekspresji czynnika FoxP3 w catej populacji komérek Treg. Na
rycinie przedstawiono réznice pomiedzy odsetkiem komérek Treg CD4*FoxP3* w 14. dniu hodowli,
a odsetkiem tych komérek w 7. dniu hodowli dla catej populaciji komérek Treg namnazanych réwnolegle
w temperaturze 37°C (kolumna w kolorze szarym; n=8) oraz w temperaturze 33°C (kolumna w kolorze
biatym; n=8). Widoczny jest wyrazny spadek odsetka komérek CD4*FoxP3* w czasie trwania hodowli
tylko w przypadku komoérek Treg namnazanych w temperaturze 37°C. Komoérki namnazane w tempera-
turze 33°C charakteryzuje stabilna ekspresja czynnika FoxP3 na przestrzeni czasu. R6znice obliczono
z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych. Wartosci przedstawiono
jako mediane oraz minimum i maksimum. ,*” oznacza warto$¢ istotng statystycznie (p<0.05).

Fig. 4 — przedstawia odsetek komorek CD25M9" wérod limfocytow T CD4*FoxP3* oraz intensyw-
nos$¢ produkcji czgsteczki CD25 przez te komoérki w 7. i 14. dniu hodowli. W gérnej czesci ryciny przed-
stawiono cytometryczne wykresy kropkowe przedstawiajgce ekspresje czgsteczki CD25 w 14. dniu ho-
dowli na powierzchni pochodzgcych od tego samego dawcy limfocytébw Teff namnazanych
w temperaturze 37°C (A) oraz komoérek Treg hodowanych réwnolegle w temperaturze 37°C (B) lub 33°C
(C). Ponizej przedstawiono odsetek komérek CD25M9" w populagii limfocytow Treg CD4*FoxP3* nam-
nazanych w dwéch réznych warunkach temperatury (37 i 33°C) w 7. i 14. dniu hodowli (D; n=8) oraz
intensywno$¢ produkciji receptora CD25 przez te komérki w 7. i 14. dniu hodowli (E; n=8). Intensywnos$¢
produkcji czgsteczki CD25 jest wyrazona jako stosunek mediany intensywno$ci fluorescencji (MFI) sy-
gnatu pozytywnego do mediany intensywnosci autofluorescencji niebarwionych komérek (INDEX MFI
CD25). Kolumny wykresow w kolorze szarym przedstawiajg wyniki otrzymane dla komérek hodowanych
w temperaturze 37°C, natomiast kolumny w kolorze biatym ilustrujg wyniki uzyskane dla limfocytéw
namnazanych w temperaturze 33°C. Ro6znice obliczono z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’'a
dla danych nieparametrycznych. Wartosci przedstawiono jako mediane oraz minimum i maksimum.
Wartosci istotne statystycznie (p<0.05) oznaczono ,*".

Fig. 5§ — przedstawia stabilno$¢ ekspresji czgsteczki CD25 na powierzchni komoérek Treg
CD4*Fox3*. Na rycinie ukazano réznice pomiedzy odsetkiem komorek CD25™9"w 14. dniu hodowili,
a odsetkiem tych komérek w 7. dniu hodowli dla catej populaciji komérek Treg CD4*FoxP3" namnaza-
nych réwnolegle w temperaturze 37°C (kolumna w kolorze szarym; n=8) oraz w temperaturze 33°C
(kolumna w kolorze biatym; n=8). Widoczny jest wyrazny spadek odsetka komérek CD25+ w czasie
trwania hodowli tylko w przypadku komérek Treg namnazanych w temperaturze 37°C. Komérki hodo-
wane w temperaturze 33°C charakteryzuje wysoka i stabilna ekspresja czgsteczki CD25 na przestrzeni
czasu. Roéznice obliczono z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych.
Wartosci przedstawiono jako mediane oraz minimum i maksimum. ,*” oznacza warto$¢ istotng staty-
stycznie (p<0.05).

Fig. 6 — przedstawia odsetek komérek CD4*FoxP3"9" oraz intensywno$é ekspresji czynnika
FoxP3 w tej populaciji komérek. W goérnej czesci ryciny przedstawiono cytometryczne wykresy kropkowe
obrazujgce roznice pomiedzy czestotliwoscig wystepowania komorek Treg CD4*FoxP3"9" wérod limfo-
cytow Treg CD4"FoxP3* pochodzacych od tego samego dawcy namnazanych réwnolegle w tempera-
turze 37°C (A) oraz 33°C (B). Ponizej przedstawiono poréwnanie odsetka komdrek CD4*FoxP3H"
wsrod limfocytéw Treg CD4® FoxP3* namnazanych w dwéch rdéznych warunkach temperatury
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(37 133°C) w 7. i 14. dniu hodowli (C; n=8). Kolumny wykreséw w kolorze szarym przedstawiajg wyniki
otrzymane dla komérek hodowanych w temperaturze 37°C, natomiast kolumny w kolorze biatym ilu-
strujg wyniki uzyskane dla komérek namnazanych w temperaturze 33°C. R6znice obliczono z zastoso-
waniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych. Wartosci przedstawiono jako me-
diane oraz minimum i maksimum. Wartosci istotne statystycznie (p<0.05) oznaczono ,*".

Fig. 7 — przedstawia odsetek komdrek CD25" wérod limfocytow T CD4*FoxP3H" oraz inten-
sywnos$¢ produkcji czgsteczki CD25 przez te komérki w 7. i 14. dniu hodowli. Rycina ilustruje poréwnanie
odsetka komoérek CD25™9" w populaciji limfocytéw Treg CD4*Fox"9" namnazanych w dwdch roéznych
warunkach temperatury (37 i 33°C) w 7. i 14. dniu hodowli (A; n=8) oraz intensywnos$¢ produkcji czg-
steczki CD25 przez te komoérkiw 7. i 14. dniu hodowli (B; n=8). Intensywno$¢ produkcji czasteczki CD25
jest wyrazona jako stosunek mediany intensywnosci fluorescencji (MFI) sygnatu pozytywnego do me-
diany intensywnosci autofluorescenciji niebarwionych komérek (INDEX MFI CD25). Kolumny wykreséw
w kolorze szarym przedstawiajg wyniki otrzymane dla komérek hodowanych w temperaturze 37°C, na-
tomiast kolumny w kolorze biatym ilustrujg wyniki uzyskane dla komérek namnazanych w temperaturze
33°C. Réznice obliczono z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych.
Wartosci przedstawiono jako mediane oraz minimum i maksimum. Wartosci istotne statystycznie
(p<0.05) oznaczono ,*".

Fig. 8 — przedstawia stabilno$¢ ekspresiji czynnika FoxP3 w populacji komérek Treg CD4*FoxP3Hsh
Na rycinie zilustrowano réznice pomiedzy odsetkiem limfocytow Treg CD4*FoxP39" w populacji komo-
rek CD4*FoxP3* w 14. dniu hodowli, a ich odsetkiem w 7. dniu ekspansji dla komérek namnazanych
réwnolegle w temperaturze 37°C (kolumna w kolorze szarym; n=8) oraz w temperaturze 33°C (kolumna
w kolorze biatym; n=8). W przypadku limfocytow Treg namnazanych w temperaturze 37°C widoczny
jest wyrazny spadek odsetka populacji CD4*FoxP3H'9" w czasie trwania hodowli. Komérki namnazane
w temperaturze 33°C charakteryzuje istotnie wieksza stabilno$¢é ekspresji czynnika FoxP3 na prze-
strzeni czasu. Ro6znice obliczono z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparame-
trycznych. Wartosci przedstawiono jako mediane oraz minimum i maksimum. ,*” oznacza warto$¢
istotng statystycznie (p<0.05).

Fig. 9 — ilustruje hamowanie proliferacji limfocytow T efektorowych przez komérki Treg pocho-
dzace z 14-dniowych hodowli. Na rycinie przedstawiono procent hamowania proliferacji komérek
T CD4" efektorowych (Teff) przez limfocyty Treg hodowane uprzednio przez 14 dni w standardowo
stosowanej temperaturze 37°C (wykres w kolorze szarym, n=4) oraz temperaturze 33°C (wykres w ko-
lorze czerwonym, n=4). Przedstawiono wyniki hamowania proliferacji dla réznych proporcji komérek Teff
do Treg. Wynik dla niestymulowanych limfocytéw Teff hodowanych bez dodatku komoérek Treg (K) trak-
towano za kazdym razem jako tto, ktére odejmowano od wszystkich pozostatych wynikéw z danego
eksperymentu, stad przyjmuje on zawsze warto$¢ 100% i oznacza, ze 100% komérek Teff nie ulegto
nawet 1 podziatowi. Odpowiednio wiec wynik dla komérek Teff stymulowanych i hodowanych bez do-
datku limfocytéw Treg (1:0) przyjmuje zawsze wartos¢é 0% (catkowity brak hamowania). R6znice anali-
zowano z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych. WartoSci przed-
stawiono jako mediane oraz minimum i maksimum.

Fig. 10 —ilustruje hamowanie produkcji IFN-y w komoérkach T efektorowych przez limfocyty Treg
pochodzace z 14-dniowych hodowli. Na rycinie przedstawiono procent hamowania produkcji IFN-y
w limfocytach T CD4" efektorowych (Teff) przez komoérki Treg hodowane uprzednio przez 14 dni
w standardowo stosowanej temperaturze 37°C (wykres w kolorze szarym, n=4) oraz temperaturze 33°C
(wykres w kolorze czerwonym, n=4). Przedstawiono wyniki hamowania produkciji IFN-y dla réznych pro-
porcji komérek Teff do Treg. Wynik dla niestymulowanych limfocytéw Teff hodowanych bez dodatku
komoérek Treg (K) traktowano za kazdym razem jako tto, ktére odejmowano od wszystkich pozostatych
wynikéw z danego eksperymentu, stad przyjmuje on zawsze warto$¢ 100% i oznacza, ze 100% komo-
rek Teff byto IFN-y. Odpowiednio wiec wynik dla limfocytéw Teff stymulowanych i hodowanych bez do-
datku komérek Treg (1:0) przyjmuje zawsze warto$¢ 0% (catkowity brak hamowania). Réznice analizo-
wano z zastosowaniem testu U Mann’a- Whitney’a dla danych nieparametrycznych. Wartosci przedsta-
wiono jako mediane oraz minimum i maksimum.

Fig.11 - ilustruje produkcje IFN-y w limfocytach Treg w 14. dniu hodowli. Na rycinie przedsta-
wiono réznice pomiedzy odsetkiem komdrek IFN-y* w populacji limfocytow Treg CD4*FoxP3* namna-
zanych réwnolegle przez 14 dni w temperaturze 37°C (kolumna w kolorze szarym; n=4) oraz w tempe-
raturze 33°C (kolumna w kolorze biatym; n=4). R6znice obliczono z zastosowaniem testu U Mann’a-



PL 236 046 B1 9

Whitney’a dla danych nieparametrycznych. WartoSci przedstawiono jako mediane oraz minimum i mak-
simum.,*” oznacza warto$¢ istotng statystycznie (p<0.05).

Fig. 12 — przedstawia przyktadowe cytometryczne wykresy kropkowe ilustrujgce odsetek komo-
rek CD25"9" w 14. dniu hodowli w populagji limfocytow Treg CD4*FoxP3* pochodzgcych od tego sa-
mego dawcy namnazanych réwnolegle w temperaturze 37°C (A), 33°C (B) oraz 29°C (C).

Fig. 13 — przedstawia przyktadowe cytometryczne wykresy kropkowe ilustrujgce odsetek komo-
rek CD4* FoxP3" w hodowli limfocytow Treg pochodzacych od tego samego dawcy namnazanych réw-
nolegle przez 14 dni w temperaturze 37°C (A), 33°C (B) oraz 29°C (C).

Wynalazek ilustruje nastepujgcy przyktad wykonania, nie stanowigcy jego ograniczenia

Przyktad:

Izolacja limfocytéw Treq i komoérek T CD4* efektorowych

Limfocyty Treg oraz T CD4" efektorowe (Teff) krwi obwodowej pozyskiwano z kozuszkéw piyt-
kowo-leukocytarnych honorowych dawcéw krwi obu pici. Z otrzymanego materiatu izolowano jednoja-
drzaste komorki krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells; PBMC) poprzez wirowanie
w gradiencie stezen Ficoll/Uropolina. Nastepnie metodg negatywnej selekcji immunomagnetycznej izo-
lowano limfocyty T CD4" (czysto$¢ izolacji 90-99%). W tym celu uzywano zestawu ,EasySep Human
CD4" T Cell Enrichment Kit” (Stemcell Technologies), ktéry umozliwia eliminacje komérek wykazujgcych
ekspresje nastepujgcych antygenéw: CD8, CD14, CD16, CD19, CD20, CD36, CD56, CD66b, CD123,
TCRy/5 oraz glikoforyna A. Wyizolowane limfocyty T CD4+ znakowano nastepnie przeciwciatami mo-
noklonalnymi (ang. monoclonal antibodies; mAh; 5 pl mAb/10® komérek) rozpoznajgcymi nastepujgce
antygeny: CD3, CD4, CD8, CD19, CD14, CD16, CD25 oraz CD 127 (BD Biosciences). Sposréd wymie-
nionych przeciwciat, przeciwciata rozpoznajgce antygeny: CD14, CD16, CD19 i CD8 byly skoniugowane
z tym samym fluorochromem. Celem takiego sposobu barwienia jest eliminacja komérek pozytywnych
dla wymienionych antygendw (odpowiednio: monocyty, komoérki NK, limfocyty B i T cytotoksyczne, ozna-
czone wspolnie w algorytmie izolacji jako lineage) bez koniecznosci wprowadzania dodatkowych barw-
nikdw, zmniejszajgc tym samym niepozgdane zjawisko naktadania sie widm fluorescenc;ji.

Nastepnie komérki byly sortowane przy uzyciu cytometru sortujgcego do limfocytow Treg
0 nastepujgcym fenotypie: CD3*CD4*CD25"9" CD127"-**doublet-lineage dead- oraz limfocytow Teff,
ktére charakteryzowat nastepujgcy wzér antygenéw CD3*CD4*CD25-doubletlineagedead™.

Czystos¢ wyizolowanych komérek Treg wynosita ~100% [mediana(min-max): 98%(97-99)].
W tym miejscu nalezy nadmieni¢, ze zastosowany sorter komérkowy Influx (BD Biosciences) zostat
zaadaptowany do wymogow dobrej praktyki produkcyjnej (ang. good manufacturing practice; GMP).
Jego duzg zaletg z punktu widzenia terapii klinicznej jest wymienna linia przeptywu probki, co eliminuje
ryzyko kontaminacji komoérek patogenami pochodzgcymi z wczesniej przetwarzanego materiatu innych
pacjentéw. Niemniej jednak, w zaleznosci od aplikacji (badania naukowe/terapia kliniczna) komérki Treg
mozna pozyskiwaé takze z zastosowaniem innych typéw sorteréw komérkowych. Opisany przez nas
algorytm izolacji, a nastepnie sposdéb namnazania bedacy przedmiotem niniejszego zgtoszenia pozwala
na otrzymanie identycznych wynikdéw ekspansji komoérek Treg takze w przypadku uzycia innego modelu
maszyny sortujgcej. Zastosowany w przyktadzie sorter komérkowy nie stanowi wiec ograniczenia niniej-
szego wynalazku.

Wyizolowane limfocyty Treg oraz komoérki Teff byly nastepnie wysiewane na oddzielne ptytki ho-
dowlane i inkubowane w temperaturze 37°C oraz 33°C w pozywce hodowlanej SCGM (CellGro), ktéra
spetnia standardy GMP. Pozywka zawierata antybiotyki (penicylina 100 U/ml i streptomycyna 100
mg/ml) i byfa suplementowana ludzkg inaktywowang surowicg AB (10%) oraz interleuking 2 (IL-2; 2000
U/ml; Proleukin; Chiron, San Diego, CA). Ponadto, w pierwszym i 7. dniu do hodowli dodawano mikros-
fery magnetyczne opfaszczone przeciwciatami anty-CD3 i anty- CD28 (Invitrogen; Carlsbad, CA) w sto-
sunku 1:1 z hodowanymi komérkami Treg. Wyzej wymienione mikrosfery nasladujg dziatanie komérek
prezentujgcych antygen, stymulujgc tym samym proliferacje limfocytow Treg.

W przypadku niektérych hodowli cze$é komoérek Treg inkubowano takze w temperaturze 29°C
w celu okreslenia dolnej granicy temperatury, w ktérej komorki Treg utrzymujg zywotno$é, zdolnosci
proliferacyjne i pozgdany fenotyp.

Zwielokrotnienie wyjsciowej liczby komérek w czasie 14-dniowej hodowli

Po 14 dniach zbierano wszystkie hodowane limfocyty Treg, ptukano buforem PBS, oczyszczano
z mikrosfer stymulujgcych i liczono. Zwielokrotnienie wyjsciowej liczby limfocytow Treg hodowanych
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w okre$lonych warunkach temperatury obliczano dzielgc uzyskang na koncu ekspansji (dzien 14.) cat-
kowitg liczbe komérek Treg przez liczbe limfocytéw Treg wysianych do hodowli w dniu zero.

Zaobserwowano, ze hodujgc limfocyty Treg w temperaturze 33°C otrzymuje sie w ciggu 14 dni
okoto trzykrotnie wyzszg liczbe komoérek niz w przypadku ekspansji w standardowo stosowanej tempe-
raturze 37°C (Fig. 1). Wykazano ponadto, ze 29°C stanowi dolng granicg temperatury, w ktérej mozna
utrzymac w hodowli zywe komorki Treg. W temperaturze tej dochodzi jednak do zahamowania prolife-
racji limfocytéw Treg. Z tego wzgledu obnizenie temperatury hodowli ponizej 33°C jest niewskazane,
a temperatura 33°C jest optymalng temperaturg hodowli komérek Treg.

Przediuzenie czasu ekspansji do 4-5 tygodni prowadzito do istotnego obnizenia odsetka komérek
FoxP3* w przypadku limfocytéow Treg namnazanych w temperaturze 37°C (~ 40-45% komérek FoxP3"),
podczas kiedy limfocyty Treg hodowane w temperaturze 33°C niezmiennie charakteryzowata wysoka
ekspresja czynnika FoxP3 (~ 90-95% komoérek FoxP3*) i jednoczes$nie intensywna proliferacja. Po
4 i 5 tygodniach hodowli zwielokrotnienie wyjSciowej liczby komoérek Treg namnazanych w 33°C wyno-
sito odpowiednio ~ 6000 i ~ 115 000. Z tego wzgledu przedtuzenie czasu hodowli komérek Treg
w 33°C jest mozliwe bez obnizenia ich jakosci i z jednoczesnym uzyskaniem wielokrotnie wyzszej liczby
komoérek. Podjecie decyzji o wydtuzeniu czasu ekspansji zalezy jednak od aplikacji, w ktérej komérki
Treg majg zostac uzyte. W terapii klinicznej czas 7-14 dni w zupetno$ci wystarcza by otrzymag istotng
terapeutycznie liczbe komoérek Treg (Marek-Trzonkowska N 2012) (Marek-Trzonkowska N 2014).

W przypadku komérek utrzymywanych w temperaturze w 29°C hodowle konczyty sie po 3 tygo-
dniach z powodu niskiej zywotnosci komoérek i zahamowania ich proliferacii.

Kontrola fenotypu

Kazdego 7. i 14. dnia hodowli zbierano probke komérek Treg hodowanych w temperaturze 33,
37°C oraz 29°C i znakowano je nastepujgcymi przeciwciatami monoklonalnymi: anty-CD3, anty-CD4,
anty-CD25 andty-CD127, anty-CD62L, anty- CD45RA oraz anty-FoxP3 z zastosowaniem zestawu
Foxp3 Staining Buffer Set (eBiosciences). Nastepnie komarki analizowano z zastosowaniem cytometru
przeptywowego (Canto I, BD Biosciences).

Zaobserwowano, ze komérki Treg hodowane w temperaturze 33°C w poréwnaniu z limfocytami
Treg namnazanymi w standardowo stosowanej temperaturze 37°C charakteryzowat istotnie wyzszy od-
setek komorek FoxP3* zarowno w 7. (p=0.049) jak i w 14. (p=1x10") dniu ekspansji. Roznice te byly
szczegOlnie widoczne w ostatnim dniu hodowli. Ponadto w 14. dniu ekspansji komoérki Treg FoxP3*
namnazane w temperaturze 33°C wykazywaly wiekszg intensywnos$é ekspresji czynnika FoxP3
(p=0.037) mierzong jako stosunek mediany intensywnosci fluorescencji (MFI) sygnatu pozytywnego do
mediany intensywno$ci autofluorescencji niebarwionych komoérek (INDEX MFI FoxP3) (Fig. 2).

Poréwnanie odsetka limfocytéw Treg FoxP3* w 14. dniu z odsetkiem tych komoérek w dniu 7.,
wykazato, ze komoérki Treg hodowane w temperaturze 33°C charakteryzuje istotnie wieksza stabilno$é
ekspresji czynnika FoxP3 w czasie trwania hodowli, niz komoérki Treg namnazane w temperaturze 37°C.
Spadek odsetka komérek Treg FoxP3* w 14. dniu hodowli w przypadku komoérek namnazanych
w 33°C wynosit zwykle 2% (mediana), podczas, kiedy w przypadku ekspansji w 37°C byt on ponad
szesciokrotnie wiekszy i wynosit 12.9% (mediana) (Fig. 3; p=0.001).

Podobne réznice zaobserwowano w przypadku ekspresji czgsteczki CD25. Mianowicie, hodowla
w temperaturze 33°C byfa zwigzana z istotnie wyzszym odsetkiem komdrek CD25™9" wérod komdrek
CD4*FoxP3*w 7. (p=0.006) i 14. (p=0.003) dniu ekspansji. Ponadto komorki CD4*FoxP3*CD25"" nam-
nazane w temperaturze 33°C wykazywaly wiekszg intensywno$¢ ekspres;ji receptora CD25 (INDEX MFI
CD25) niz limfocyty tej populacji hodowane w temperaturze 37°C zaréwno w 7. (p=0.014), jak
i w 14. (p=0.006) dniu hodowli (Fig. 4).

Podobnie, jak w przypadku czynnika FoxP3, ekspresja czgsteczki CD25 byta bardziej stabilna
w komérkach Treg namnazanych w temperaturze 33°C. Spadek odsetka komérek Treg
CD4*FoxP3*CD25"" w 14. dniu hodowli w przypadku komorek namnazanych w 33°C wynosit zwykle
1.65% (mediana), podczas, kiedy w przypadku ekspansji w 37°C byt on okoto szesSciokrotnie wiekszy i
wynosit 6.2% (mediana) (Fig.5).

Zaobserwowano ponadto, ze limfocyty Treg hodowane w temperaturze 33°C charakteryzowat
istotnie wyzszy odsetek komorek o najwyzszej intensywnos$ci ekspresji czynnika FoxP3 (FoxP3Hs")
w 7. (p=0.049) i 14. (p=1x10") dniu hodowli w poréwnaniu z limfocytami Treg namnazanymi rownolegle
w temperaturze 37°C (Fig.6). Ponadto podczas ekspansji w temperaturze 33°C populacja
CD4+FoxP3M9" charakteryzowata sie wyzszym odsetkiem komérek CD25H¢" zaréwno w 7. (p=0.002)
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i w 14. (p=0.003) dniu hodowli, jak i wickszg intensywno$cig produkcji receptora CD25 (INDEX MFI CD25)
niz limfocyty tej populacji hodowane w temperaturze 37°C (dzien 7. p=0.010; dzien 14. p=0.049; Fig. 7).

Podobnie, jak w przypadku wszystkich komérek CD4*FoxP3*, stabilno$¢ ekspresji czynnika
FoxP3 (p=0.037) w subpopulacji CD4"FoxP3M9" byta istotnie wyzsza w przypadku, kiedy limfocyty Treg
namnazano w temperaturze 33°C (Fig. 8).

W poréwnaniu z komérkami namnazanymi zaréwno w 33°C, jak i w standardowo stosowane;j
temperaturze 37°C komérki Treg hodowane w 29°C charakteryzowata szybka utrata charakterystycz-
nych cech fenotypowych. Po 14 dniach hodowli w temperaturze 29°C zaledwie 7-20 % limfocytéw Treg
zachowywato typowy dla tej populacji fenotyp komdrek CD25"9" (Fig. 12). Zjawisko to obserwowano
juz po pierwszym tygodniu ekspansji. Obnizenie temperatury hodowli do 29°C miato réwniez nieko-
rzystne dziatanie na ekspresje czynnika FoxP3. Mimo, ze po pierwszych 7 dniach hodowli w 29°C ko-
morki Treg wykazywaty stosunkowo wysokg ekspresje tego markera (= 80% komodrek FoxP3*), to w 14.
dniu odsetek limfocytéw Treg Fox3*wynosit zaledwie ~ 20% (Fig.13). Miedzy pierwszym a drugim tygo-
dniem hodowli w 29°C okoto 60% komérek Treg tracito wiec ekspresje gtébwnego markera i regulatora
ich funkcji, jakim jest czynnik FoxP3. Przeprowadzone dos$wiadczenia wykazaty wiec, ze temperatura
33°C jest optymalng temperaturg hodowli komoérek Treg, ktéra nie tylko pozwala na zintensyfikowanie
ich namnazania, lecz pozwala réwniez na utrzymanie wysokiej jakosci oraz stabilnosci limfocytow Treg.
Dalsze obnizanie temperatury hodowli jest niewskazane, a 29°C stanowi dolng granice temperatury,
w ktérej limfocyty Treg przezywajg, lecz jednoczes$nie przestajg proliferowac i szybko tracg typowe ce-
chy fenotypowe.

Test hamowania proliferaciji limfocytéw Teff przez komérki Treq

Po 8 dniach z hodowli komoérek Treg namnazanych w 33 i 37°C pobierano prébki do testu funk-
cjonalnego w celu potwierdzenie hamujgcego wptywu komérek Treg na proliferacje autologicznych lim-
focytow Teff CD4*. Réwnolegle pobierano prébke komérek Teff, ktére wczesSniej namnazano w stan-
dardowej temperaturze hodowli (37°C) i w takiej samej pozywce hodowlanej, jak badane komérki Treg.
Komorki przeznaczone do testu (Treg oraz Teff) ptukano buforowanym roztworem soli fizjologicznej
(PBS), oczyszczano z mikrosfer uzywanych do stymulacji oraz liczono. Nastepnie komoérki zawieszano
w $wiezej pozywce hodowlanej zawierajgcej antybiotyki oraz ludzkg inaktywowang surowice AB (10%).
Przez kolejne 2 dni komoérki Treg nadal hodowano osobno w 33 i 37°C, a limfocyty Teff w 37°C. Do
pozywki hodowlanej zaréwno limfocytow Treg, jak i Teff nie dodawano przez ten czas IL-2 oraz aktywu-
jacych mikrosfer. Dzieki temu komorki Treg oraz Teff wchodzity w stan spoczynku. Zabieg ten miat na
celu doprowadzenie wszystkich badanych komérek do poréwnywalnego poziomu aktywacji, dzieki
czemu mozliwe byto obiektywne pordéwnanie zdolnosci supresorowych badanych populacji komérek
Treg.

Po uptywie 48h komorki przeznaczone do testu (Treg oraz Teff) ptukano buforem (PBS) oraz
ponownie liczono. Nastepnie komorki Teff barwiono roztworem sukcynimidylowego estru dioctanu kar-
boksyfluoresceiny (CFDA; Vybrant® CFDA SE Cell Tracer Kit, Invitrogen; 5 uM; 15 min., 37°C) w celu
przeprowadzenia analizy ich proliferacji w obecnosci limfocytéw Treg uprzednio hodowanych w tempe-
raturze 33i 37°C.

Znakowane CFDA autologiczne limfocyty Teff mieszano w nastepujgcych proporcjach z komor-
kami Treg hodowanymi uprzedniow 33 i 37°C: 1:1, 1:%2i V4. Liczba komoérek Teff byta za kazdym razem
stata, a liczba limfocytéw Treg zmienna. Komérki te byly zawieszane w $wiezej pozywce hodowlanej
zawierajgcej ludzkg inaktywowang surowice AB (10%) oraz interleukine 2 (IL-2; 100 U/ml). Do komérek
dodawano ponadto mikrosfery optaszczone przeciwciatami anty-CD3 i andy-CD28 w proporcji 1 mikros-
fera na 1 limfocyt Teff. Za kazdym razem przygotowywano réwniez kontrole pozytywng i negatywng
zawierajgcg odpowiednio, stymulowane i niestymulowane komérki Teff hodowane bez limfocytow Treg.
Dodatkowg kontrole stanowity réwniez stymulowane i niebarwione komoérki Treg, ktére hodowano bez
limfocytow Teff.

Wysiane w ten sposéb komérki hodowano przez nastepne 4 dni w 37°C, tj. do dnia 14., ktéry byt
jednoczes$nie ostatnim dniem hodowli. Po uptywie tego czasu komérki zbierano, znakowano przeciw-
ciatami anty-CD4 i anty- FoxP3 z zastosowaniem zestawu Foxp3 Staining Buffer Set (eBiosciences),
a nastepnie analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego (Canto I, BD Biosciences).

Dzieki znakowaniu przeciwciatem anty-FoxP3 bez trudu mozna byto odréznié niewielki odsetek
komoérek Teff, ktére w czasie 4 dni trwania hodowli szczegdélnie intensywnie proliferowaty. W wyniku
licznych podziatéw w niektorych przypadkach moze doj$¢ do znacznego rozcienczenia CFDA w komér-
kach Teff nawet w krétkim czasie. W efekcie czego widmo fluorescencji komérek, w ktérych doszto do
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znacznego rozcienczenia CFDA moze pokrywaé sie z widmem autofluorescenciji. W zwigzku z tym,
znakowanie przeciwciatem anty- FoxP3 pozwala unikngé btedéw wynikajgcych z tego zjawiska. Bez
znakowania FoxP3 w tescie proliferacyjnym z CFDA (lub innymi barwnikami dziatajgcymi na podobnej
zasadzie) intensywnie proliferujgce komorki Teff o niskiej fluorescencji znacznika mogg zostac btednie
zinterpretowane jako niebarwione komoérki Treg, zaciemniajgc prawdziwy rezultat testu.

Wynik dla niestymulowanych limfocytéw Teff hodowanych bez dodatku komoérek Treg (K) inter-
pretowano za kazdym razem jako tto, ktére odejmowano od wszystkich pozostatych wynikéw z danego
eksperymentu, stad przyjmowat on zawsze warto$é 100%), co oznaczato, ze 100% komorek Teff nie
ulegto nawet 1 podziatowi. Odpowiednio wiec wynik dla komérek Teff stymulowanych i hodowanych bez
dodatku limfocytéw Treg (1:0) przyjmowat zawsze warto$¢ 0% (catkowity brak hamowania).

Otrzymane wyniki wskazujg, ze komoérki Treg hodowane w temperaturze 33°C wykazujg tenden-
cje do silniejszego hamowania proliferacji komoérek Teff CD4* w poréwnaniu z limfocytami Treg hodo-
wanymi w temperaturze 37°C (Fig. 9). R6znice te nie osiggnety jednak znamienno$ci statystyczne;.

W przypadku komérek namnazanych w temperaturze 29°C przeprowadzenie testéw funkcjonal-
nych nie byto mozliwe z przyczyn technicznych. Mianowicie z powodu catkowitego zahamowania proli-
feracji w temperaturze 29°C nie uzyskano odpowiedniej liczby komoérek Treg, ktéra mogtaby zostaé
uzyta zaréwno do kontroli fenotypu, jak i do oceny aktywno$ci supresorowej tych komoérek.

Test hamowania produkgji interferonu y (IFN-y) oraz analiza produkciji tej cytokiny

przez komorki Treq

Po 11 dniach z hodowli komoérek Treg namnazanych w 33 i 37°C pobierano probki do testu funk-
cjonalnego, majgcego na celu potwierdzenie hamujgcego wptywu komdrek Treg na produkcje IFN-y
(cytokina o dziataniu prozapalnym) przez autologiczne komorki Teff CD4*. Réwnolegle pobierano
probke komoérek Teff, ktdére wczedniej namnazano w standardowej temperaturze hodowli (37°C)
i w takiej samej pozywce hodowlanej, jak badane komérki Treg. Tak samo, jak w przypadku opisanego
powyzej testu hamowania proliferacji komorki przeznaczone do testu hamowania produkcji IFN-y ptu-
kano i oczyszczano ze stymulujgcych proliferacje mikrosfer, wprowadzajac je w stan spoczynku w ciggu
48h (hodowla bez mikrosferi IL-2).

Po uptywie 2 dni, tj. 13. dnia hodowli komoérki przeznaczone do testu (Treg oraz Teff) ptukano
buforem (PBS) i liczono. Nastepnie komorki Teff barwiono roztworem CFDA (5 pM; 15 min., 37°C)
w celu ich pdzniejszego odrdznienia od niebarwionych komoérek Treg. Znakowane CFDA autologiczne
limfocyty Teff mieszano w nastepujgcych proporcjach z komérkami Treg hodowanymi uprzednio w 33
i 37°C: 1:1, 1:%, 1:%, i 1%, gdzie liczba komdrek Teff byta stata, a liczba limfocytéw Treg zmienna.
Komorki te byly zawieszane w $wiezej pozywce hodowlanej zawierajgcej ludzkg inaktywowang suro-
wice AB (10%) oraz interleukine 2 (1L-2; 100 U/ml). Do komérek dodawano ponadto mikrosfery optasz-
czone przeciwciatami anty-CD3 i andy-CD28 w iloSci 1 mikrosfera na 1 limfocyt Teff oraz monenzyne t;.
inhibitor transportu biatek (GolgiStop, BD Biosciences; 2 ul/1000 pl pozywki), w celu zahamowania wy-
dzielenia wyprodukowanego IFN-y poza komoérke. Ponadto za kazdym razem przygotowywano rowniez
kontrole pozytywng, kontrole negatywng oraz analizowano produkcje IFN-y w komérkach Treg inkubo-
wanych bez dodatku limfocytéw Teff. Kontrole pozytywng stanowity stymulowane komoérki Teff inkubo-
wane bez dodatku limfocytow Treg. Przez kontrole negatywng rozumiano niestymulowane limfocyty Teff
réwniez inkubowane bez dodatku komérek Treg. Po 24h stymulaciji w 37°C (w 14. dniu hodowli) badane
komorki znakowano przeciwciatami anty-CD4 i anty-IFN-y z zastosowaniem zestawu do barwienia an-
tygendéw wewnatrzkomorkowych [BD Cytofix/CytopermPlus Fixation/Permeabilization Solution Kit with
BD GolgiStop; BD Biosciences) i analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego (Canto I, BD Bio-
sciences).

Wszystkie testy funkcjonalne przeprowadzano w standardowej temperaturze hodowli limfocytéow
T, tj. w 37°C. Temperatura ta zostata wybrana do testéw z tego wzgledu, ze jest ona jednoczesnie
fizjologiczng temperaturg ciata ludzkiego, w ktérej hodowane komoérki Treg bedg musiaty funkcjonowaé
po podaniu pacjentowi.

Wynik dla komoérek Teff niestymulowanych i hodowanych bez dodatku limfocytow Treg (K) inter-
pretowano jako o, ktére odejmowano za kazdym razem od wszystkich analizowanych wynikéw. Z tego
wzgledu przyjmowat on zawsze wartos¢ 100% co oznaczato, ze w przypadku niestymulowanych ho-
dowli 100% komorek Teff byto IFN-y. Dla komérek Teff stymulowanych i hodowanych bez dodatku lim-
focytow Treg (1:0) wynik ten przyjmowat zawsze warto$¢ 0% (catkowity brak hamowania).
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Zaobserwowano, ze komérki Treg hodowane w temperaturze 33°C wykazywaly tendencje do

silniejszego hamowania produkcji IFN-y przez limfocyty Teff w poréwnaniu z komérkami Treg namna-
zanymi w temperaturze 37°C (Fig. 10). Rdznice te nie osiggnety jednak znamiennoéci statystyczne,;.

Ponadto wykazano, ze limfocyty Treg hodowane w temperaturze 33°C produkowaly zaledwie

Sladowe ilosci IFN-y po 14-dniowej ekspansji (mediana 2.5%), podczas kiedy odsetek komorek IFN-y*
byt ponad dwukrotnie wiekszy w populacji limfocytéw Treg namnazanych w temperaturze 37°C (5.3%
mediana; p=0.031 (Fig. 11).

Podobnie, jak wykonanie testow hamowania proliferacji limfocytéw Teff, tak i przeprowadzenie

analizy hamowania produkcji IFN-y z udziatem komérek Treg hodowanych w temperaturze 29°C nie
byto mozliwe z powodu niewystarczajgcej liczby tych komorek.
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Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b namnazania in vitro subpopulacji limfocytéw T CD4+ o wtasciwosciach immunosupre-
syjnych i fenotypie CD4*FoxP3* zwanych dalej limfocytami Treg znamienny tym, ze:
— proces namnazania komoérek Treg odbywa sie przez caty czas trwania hodowli lub okresowo
w temperaturze w zakresie od >29°C do <37°C.

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze namnazanie limfocytoéw Treg odbywa sie przez
caty okres trwania hodowli lub okresowo w temperaturze 33°C.

3. Sposéb wedtug zastrz.1-2, znamienny tym, ze pozwala na zastosowanie otrzymanych ko-
morek Treg w terapii klinicznej niepozgdanych reakcji immunologicznych.

4. Sposbdb wediug zastrz.1-3, znamienny tym, ze komérki Treg stanowig komorki poliklonalne
ilub komérki antygenowo specyficzne.

5. Sposéb wediug zastrz.3, znamienny tym, ze przez niepozgdane reakcje immunologiczne ro-
zumie sie: choroby autoimmunizacyjne, odrzucanie przeszczepu, reakcje alergiczne oraz cho-
robe przeszczep przeciw gospodarzowi.
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