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DESCRIPCION
Método para generar células inmunorreguladoras en una muestra derivada de sangre
Campo de la invencién

La presente invencidon se refiere a un método para obtener linfocitos NK inmunorreguladores que comprende las
etapas de proporcionar una muestra derivada de una muestra de sangre de un sujeto que ha recibido una terapia
con inhibidores de puntos de control y muestra sintomas o padece acontecimientos adversos relacionados con el
sistema inmunitario (irAE, por sus siglas en inglés) que comprenden colitis autoinmunitaria, afladir un agente
fotosensibilizante a la muestra y someter la muestra a irradiacién, lo que genera o induce la formacién de linfocitos
NK inmunorreguladores en dicha muestra. El agente fotosensibilizante es 8-metoxipsoraleno y la irradiaciéon es
irradiacién UVA.

Antecedentes de la invencion

Los puntos de control inmunitarios son moléculas reguladoras del sistema inmunitario y desempefian una funcién
importante en el mantenimiento de la homeostasis inmunitaria y la autotolerancia. Los primeros puntos de control
inmunitarios que se identificaron incluyen la proteina 4 de linfocitos T citotéxicos (CTLA-4) y la proteina 1 de muerte
celular programada (PD-1). CTLA-4 se expresa en la superficie de los linfocitos T, se une a las moléculas B7-1
(CD80) o B7-2 (CD86) en células presentadoras de antigenos y actia como un regulador negativo de los linfocitos T.
PD-1 también tiene un efecto negativo sobre la actividad de los linfocitos T a través de interacciones con sus
ligandos, incluyendo el ligando 1 de muerte programada (PD-L1) y el ligando 2 de muerte programada (PD-L2). A
diferencia de CTLA-4, PD-1 no sélo se encuentra en los linfocitos T, sino que también se expresa ampliamente en
muchas células inmunitarias, incluyendo los linfocitos B y los linfocitos citoliticos naturales. En individuos sanos, la
expresion superficial de CTLA-4 y PD-1 esta regulada estricta y dinamicamente.

Durante el desarrollo del cancer, las células malignas inhiben la respuesta inmunitaria activando puntos de control
inmunitarios. Estudios anteriores han demostrado que PD-L1 se expresa en una amplia gama de canceres. En el
microambiente tumoral, el PD-L1 expresado por células cancerosas interactla con PD-1 en la superficie de los
linfocitos T para inhibir la funcién efectora de los linfocitos T. Ademas, varios estudios han demostrado que la
expresion tumoral elevada de PD-L1 se correlaciona significativamente con un mal pronéstico del carcinoma. Estos
estudios sugieren que existe un efecto terapéutico del bloqueo de la via de sefializaciéon de PD-1 en el cancer.

Ensayos clinicos recientes han revelado que varios inhibidores de puntos de control inmunitarios (ICl) anti-PD-1 y
anti-PD-L1 son eficaces en una diversidad de canceres, tales como melanoma, carcinoma de pulmén no microcitico,
carcinoma de células renales y cancer de cabeza y cuello. Actualmente se estan realizando ensayos clinicos
adicionales para ampliar la indicacién de los ICI. Hasta la fecha, la Administracién de Alimentos y Farmacos de los
EE. UU. (FDA) ha aprobado tres anticuerpos anti-PD-1, nivolumab, pembrolizumab y cemiplimab, y tres inhibidores
anti-PD-L1, atezolizumab, avelumab y durvalumab, para los tratamientos de diferentes tipos de cancer.

A medida que aumenta el uso de ICI, los acontecimientos adversos relacionados con esta clase de farmacos se han
convertido en un problema importante. Los ICI| tienen un perfil de toxicidad diferente al de la quimioterapia citotdxica
convencional. Los efectos secundarios asociados al aumento de la actividad del sistema inmunitario por parte de los
ICI, conocidos como acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE), pueden afectar a
multiples 6rganos del cuerpo, incluyendo la piel, el tracto gastrointestinal, el sistema endocrino, el higado, el pulmén,
los sistemas nerviosos y los sistemas musculoesqueléticos.

La terapia combinada con inhibidores de puntos de control inmunitarios, por ejemplo, con anticuerpos anti-CTLA4 y
anti-PD-1 es un tratamiento eficaz de primera linea para el melanoma maligno. Sin embargo, aproximadamente el
50 % de los pacientes desarrollan acontecimientos adversos graves relacionados con el sistema inmunitario (irAE)"2.
De hecho, la toxicidad inducida por inhibidores de puntos de control es bien conocida® y se han descrito estrategias
para el manejo de los irAE asociados a terapias de puntos de control inmunitarios®':'°. La colitis autoinmunitaria se
produce en el 20 % de los casos y puede volverse refractaria a los corticoesteroides®. Se ha descrito la fotoféresis
extracorpérea (FEC) para el tratamiento de la colitis, aunque no la colitis inducida explicitamente por la terapia con
inhibidores de puntos de control®?.

En resumen, aunque la terapia con inhibidores de puntos de control, en particular con anticuerpos anti-CTLA4 y anti-
PD-1, es un tratamiento eficaz para multiples formas de cancer, en particular el melanoma maligno, el tratamiento
puede asociarse a efectos secundarios sustanciales que pueden dar como resultado la activaciéon del sistema
inmunitario debido al tratamiento con inhibidores de puntos de control. Dichos efectos secundarios pueden dar como
resultado reacciones autoinmunitarias y manifestarse en diferentes sintomas clinicos y pueden resumirse como irAE.
Un irAE destacado es la colitis autoinmunitaria. Los efectos secundarios del tratamiento, tales como las reacciones
autoinmunitarias, en particular, la colitis autoinmunitaria, pueden persistir incluso después de suspender el
tratamiento con inhibidores de puntos de control.
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En consecuencia, existe una necesidad en la técnica de medios alternativos o mejorados para tratar acontecimientos
adversos relacionados con el sistema inmunitario, tales como reacciones autoinmunitarias y, en particular, la colitis
autoinmunitaria, en un paciente que ha recibido terapia con inhibidores de puntos de control.

Sumario de la invencién

A la luz de la técnica anterior, el problema técnico subyacente a la presente invencién es proporcionar medios
mejorados o alternativos para obtener linfocitos NK inmunorreguladores adecuadas para su uso en el tratamiento y/o
la prevencién de acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario, tales como reacciones
autoinmunitarias y, en particular, la colitis autoinmunitaria, en un paciente que ha recibido terapia con inhibidores de
puntos de control.

Este problema se resuelve mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. Las reivindicaciones
dependientes proporcionan realizaciones preferidas de la presente invencion.

La invencion se refiere a un método para obtener linfocitos NK inmunorreguladores que comprende las etapas de

- proporcionar una muestra derivada de una muestra de sangre de un sujeto que ha recibido una terapia con
inhibidores de puntos de control y muestra sintomas o padece acontecimientos adversos relacionados con el
sistema inmunitario (irAE) que comprenden colitis autoinmunitaria,

- afiadir 8-metoxipsoraleno a la muestra 'y

- someter la muestra a irradiaciéon UVA,

- en el presente documento afiadir 8-metoxipsoraleno a la muestra y someter la muestra a radiacién UVA
genera o induce la formacién de linfocitos NK inmunorreguladores en la muestra.

La presente invencién se basa en el hallazgo totalmente sorprendente de que los pacientes que han recibido una
terapia con inhibidores de puntos de control, por ejemplo, debido a una enfermedad cancerosa, que condujo a irAE,
tal como, en particular, la colitis autoinmunitaria, pueden tratarse eficazmente aplicando FEC. La FEC que se usé en
los ejemplos corresponde basicamente a un método de adicién de un agente fotosensibilizante (8-metoxipsoraleno)
a una muestra derivada de sangre de un paciente con iIrAE y someter la muestra a irradiacién UVA.
Sorprendentemente, se descubrié que realizar este método en una muestra de sangre, tal como, en particular, una
muestra de sangre que comprende células mononucleares (MNC, por sus siglas en inglés), conduce a la generacién
de linfocitos NK inmunorreguladores en dicha muestra. En este contexto, por "generacién de" linfocitos NK
inmunorreguladores se entiende la induccién de o inducir la formacién de dichas células en la muestra. En otras
palabras, las células que estdn comprendidas en la muestra se diferencian en o adoptan un fenotipo de linfocitos NK
inmunorreguladores.

Se descubrié¢ que la muestra resultante del método de la invencidn y, en particular, los linfocitos NK
inmunorreguladores inducidos comprendidos por la muestra son Utiles para el tratamiento de pacientes con irAE.
Sorprendentemente, pudo demostrarse que la administracién de una muestra de este tipo o células comprendidas
en una muestra de este tipo que se sometié al método de la invencidén a un sujeto que ha recibido una terapia con
inhibidores de puntos de control es eficaz para prevenir la apariciéon de iIrAE e incluso en el tratamiento de un irAE
que ya esta establecido en el sujeto. Es importante destacar que el método de la invencién puede realizarse en una
muestra del mismo sujeto que ha recibido la terapia con inhibidores de puntos de control. Por lo tanto, las células o
la muestra resultante del método de la invencién pueden administrarse al mismo sujeto que sirvié como donante de
sangre y, por lo tanto, la muestra resultante puede representar una terapia celular autéloga.

Como se usa en el presente documento, la expresiéon "sujeto que ha recibido terapia con inhibidores de puntos de
control" incluye sujetos que actualmente estan en terapia con inhibidores de puntos de control en curso, o sujetos
que han recibido una terapia con inhibidores de puntos de control que se suspendié, por ejemplo, después de que se
produjeran sintomas de irAE.

Fue totalmente inesperado, que dicha terapia celular usando una muestra o células resultantes del método de la
invencién fuese incluso eficaz para pacientes con irAE que son refractarios a otras terapias inmunosupresoras, tales
como esteroides o anticuerpos anti-TNF, y que continlan mostrando sintomas o todavia padecen iIrAE después de
suspender el tratamiento con inhibidores de puntos de control.

Como se muestra en los ejemplos, el efecto positivo y la eficacia de la administracién de una muestra que se
sometié al método de la invencién pueden deberse al menos parcialmente a una modulacidén de la funcién de los
linfocitos NK comprendidos en la muestra, en donde dicha modulacién es el resultado de la irradiacién UVA en
presencia de un agente fotosensibilizante (8-metoxipsoraleno). Por lo tanto, también se describen linfocitos NK
inmunomoduladores para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de acontecimientos adversos relacionados con
el sistema inmunitario (irAE) en un sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control. Los
linfocitos NK inmunomoduladores pueden generarse sometiendo sangre o MNC o linfocitos NK de una persona, tal
como un sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control y se sospecha que desarrolla o ha
desarrollado irAE, al método de la presente invencién, y puede usarse posteriormente para tratar a un sujeto que ha
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recibido una terapia con inhibidores de puntos de control y se sospecha que desarrolla o ha desarrollado iIrAE, que
es preferentemente el donante.

Los presentes inventores han observado que los linfocitos NK comprendidos en una muestra derivada de sangre que
se sometid a irradiacion UVA después de afiadir un agente fotosensibilizante (8-metoxipsoraleno) adoptan un
fenotipo inmunorregulador que resulta ventajoso cuando se usan las células resultantes en el tratamiento y/o la
prevencién de irAE. Dichas propiedades ventajosas y beneficiosas no se han observado hasta ahora en ningun otro
linfocito NK en este contexto.

Preferentemente, los sujetos son humanos. Preferentemente, las muestras de sangre y las células son humanas.

La muestra de sangre utilizada para generar los linfocitos NK inmunorreguladores proviene de un sujeto que ha
recibido una terapia con inhibidores de puntos de control y muestra sintomas o padece acontecimientos adversos
relacionados con el sistema inmunitario (irAE). Esto es particularmente ventajoso, puesto que las células son
autélogas de dicho paciente y no habra acontecimientos adversos que puedan producirse tras el trasplante de
células heterélogas.

También se describen linfocitos NK inmunorreguladores para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de
acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE) en un sujeto que ha recibido una terapia
con inhibidores de puntos de control. Esto incluye sujetos que actualmente estédn en terapia con inhibidores de
puntos de control en curso, o sujetos que han recibido una terapia con inhibidores de puntos de control que se
suspendid, por ejemplo, después de que se produjeran sintomas de irAE.

Los linfocitos NK inmunorreguladores para su uso en dicho tratamiento o prevencién pueden haberse generado
afladiendo un agente fotosensibilizante a una muestra derivada de una muestra de sangre de un sujeto humano y
sometiendo la muestra a irradiacién.

Afiadir un agente fotosensibilizante a la muestra derivada de sangre y someter la muestra a irradiacién genera o
induce (la formacién de) linfocitos NK inmunorreguladores en dicha muestra.

El agente fotosensibilizante es 8-metoxipsoraleno. Ademés, la irradiacion es irradiacion UVA.

En el contexto de la invencién, la irradiacién se realiza preferentemente por medio de un sistema de fotoféresis
extracorpérea (FEC). La irradiacion de la muestra de sangre puede realizarse usando cualquier sistema o dispositivo
de irradiacién adecuado conocido por el experto.

El método de la invencién se realiza in vitro o ex vivo. Como se usan en el presente documento, las expresiones in
Vivo y ex vivo se usan como sinénimos. En el contexto de la presente divulgacién, los términos se refieren a un
método que se realiza en una muestra derivada de sangre que se ha extraido del cuerpo humano, en donde el
método de la invencidn se realiza en la muestra derivada de sangre fuera del cuerpo humano. Para este fin, la
sangre de un sujeto donante se extrae del cuerpo, lo que significa fuera del sistema circulatorio fisiol6gico. Como se
usa en el presente documento, una "muestra de sangre aislada" es una muestra de sangre (es decir, un determinado
volumen de sangre) que se extrae del sistema circulatorio del donante a un lugar fuera del cuerpo de la persona.

Dicha muestra de sangre aislada puede someterse o introducirse en un sistema de fotoféresis extracorpérea (FEC) o
en un sistema de aféresis para realizar al menos determinadas etapas del método de la invencién. En esto, un
sistema de este tipo puede ser un sistema en linea que esta en conexién fluida con el sistema circulatorio sanguineo
del sujeto. En realizaciones alternativas, el método puede realizarse sin conexién, en donde la muestra derivada de
sangre que se somete a irradiacién se desconecta del sistema circulatorio del sujeto donante.

En consecuencia, el método de la invencién es un método /n vitro. En realizaciones del método de la invencioén, la
muestra de sangre es una muestra de sangre aislada. En realizaciones, el método es un método in vitro y la muestra
de sangre es una muestra de sangre aislada.

Como se usa en el presente documento, la expresién "muestra de sangre" comprende todo tipo de muestras
derivadas de sangre, incluyendo muestras de células sanguineas, tales como muestras de MNC que se generan a
partir de sangre.

El sujeto (el donante de sangre y/o receptor de células) muestra sintomas de o padece irAE. En realizaciones de la
invencién, el sujeto ha recibido terapia con inhibidores de puntos de control, pero la terapia con inhibidores de puntos
de control se suspendié después de que se produjesen sintomas y/o manifestaciones de irAE en dicho sujeto. Es
posible que se hayan producido sintomas y/o manifestaciones de irAE en el sujeto después de que se suspendiese
la terapia con inhibidores de puntos de control. Los sintomas y/o manifestaciones de irAE pueden haberse
mantenido después de que se suspendiese la terapia con inhibidores de puntos de control.

Cuando el sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control y se sospecha que desarrolla o ha
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desarrollado sintomas de irAE sirve como donante de sangre, la provisién y/o el aislamiento de la muestra de sangre
pueden producirse en cualquiera de los puntos temporales descritos en las realizaciones anteriores. Por ejemplo, el
aislamiento de la muestra puede producirse antes o después del desarrollo de los sintomas del irAE. Ademas, el
aislamiento de la muestra puede producirse durante la terapia con inhibidores de puntos de control o después de la
interrupcién de dicha terapia.

La muestra resultante del método de la invencién o los linfocitos NK para su uso en el tratamiento y/o la prevencién
de acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE) puede administrarse al sujeto mientras
la terapia con inhibidores de puntos de control esta en curso.

En realizaciones preferidas, el aislamiento de la muestra se produce durante la terapia con inhibidores de puntos de
control en curso, ya sea antes o después de la aparicién de los sintomas de irAE. La muestra o células resultantes
del método de los ejemplos pueden usarse preventiva o terapéuticamente administrando la muestra/células al sujeto
durante la terapia con inhibidores de puntos de control en curso. En consecuencia, el sujeto que ha recibido terapia
con inhibidores de puntos de control puede recibir linfocitos NK inmunorreguladores, que son preferentemente
autélogos y se han generado irradiando una muestra derivada de sangre de acuerdo con el método descrito en el
presente documento, mientras esté en curso la terapia con inhibidores de puntos de control. Dicho tratamiento puede
ser particularmente ventajoso, puesto que la terapia con inhibidores de puntos de control, tal como una terapia con
inhibidores de puntos de control contra el cancer, puede mantenerse, mientras el paciente recibe células resultantes
del método de la invencién.

En consecuencia, se puede administrar al sujeto una terapia con inhibidores de puntos de control durante un periodo
de tiempo mas prolongado, puesto que la administraciéon de las células irradiadas previene la aparicién de irAE o
mejora la irAE de manera que pueda continuar la terapia con inhibidores de puntos de control. Sorprendentemente
se pudo demostrar que la administracion de dichas células resultantes del método de la invencién, en particular,
linfocitos NK inmunomoduladores, no interfiere con la respuesta contra el céncer del sujeto a la terapia con
inhibidores de puntos de control. Esto representa una ventaja importante en comparacién con tratamientos/medidas
preventivas conocidas de irAE, en particular, la administracién de farmacos inmunosupresores, tales como los
corticoesteroides. Sorprendentemente, resultdé que la realizacién de FEC no alteré notablemente el efecto contra el
cancer de la terapia con inhibidores de puntos de control, mientras que la administracién paralela de glucocorticoides
(clase especifica de corticoesteroides), en particular prednisolona, dio como resultado un peor resultado, lo que
indica una eficacia reducida del tratamiento con inhibidores de puntos de control.

Ademas, cuando una muestra derivada de sangre (humana) que se someti6 a un método de afiadir un agente
fotosensibilizante a la muestra y someter la muestra a irradiacién se usa en el tratamiento y/o la prevencion de irAE
en un sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control, independientemente de la fuente de la
muestra derivada de sangre (autéloga o heteréloga), puede producirse la administracién de la muestra o las células
resultantes de un método de este tipo, por ejemplo, antes o después del desarrollo de sintomas de irAE, y/o durante
la terapia con inhibidores de puntos de control o después de la interrupcidén de la terapia con inhibidores de puntos
de control.

El irAE (de un donante de sangre y/o de un receptor de células) comprende la colitis autoinmunitaria.

En realizaciones, el sujeto (donante de sangre y/o receptor de células) padece cancer, tal como un melanoma
maligno u otro cancer tratable mediante terapia con inhibidores de puntos de control.

En realizaciones, el sujeto estd recibiendo farmacos inmunosupresores, tales como esteroides, corticoesteroide,
ciclosporina y/o anticuerpos anti-TNF (por ejemplo, infliximab) y/o es refractario a farmacos inmunosupresores.

Fue totalmente sorprendente, que la administracién de linfocitos NK inmunorreguladores resultado de los métodos
descritos en el presente documento, tuviese un efecto terapéutico en pacientes con iIrAE que son refractarios a
farmacos inmunosupresores que se han administrado para tratar los sintomas de irAE. Para dichos pacientes, no
existe ningln tratamiento eficaz disponible para mejorar los sintomas de irAE vy, por lo tanto, los linfocitos NK
inmunorreguladores obtenidos mediante el método de la presente invencién representan una posibilidad totalmente
inesperada de tratar irAE en estos pacientes.

En realizaciones, la terapia con inhibidores de puntos de control comprende la administracién de al menos uno de
entre anticuerpos anti-CTLA4 y anticuerpos anti-PD-1.

Los linfocitos NK inmunorreguladores para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de irAE en un sujeto que ha
recibido una terapia con inhibidores de puntos de control pueden ser autélogos con respecto a dicho sujeto. Como
alternativa, los linfocitos NK pueden ser heterélogos con respecto a dicho sujeto.

Los linfocitos NK inmunorreguladores para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de acontecimientos adversos
relacionados con el sistema inmunitario (irAE) pueden administrarse tras la aparicién de los sintomas de irAE. Las
células pueden administrarse 1,2, 3,4, 5,6 07diaso01,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28,
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30, 35, 40, 45 o 50 semanas después de la aparicién de los sintomas de irAE. Opcionalmente, los linfocitos NK
inmunorreguladores pueden administrarse durante la terapia con inhibidores de puntos de control en curso o
después de que se suspendiese la terapia con inhibidores de puntos de control.

Los linfocitos NK inmunorreguladores pueden administrarse al menos una vez al sujeto, o al menos dos veces,
opcionalmente en dias consecutivos. En consecuencia, el sujeto puede recibir mas de una dosis de linfocitos NK, en
donde opcionalmente no se administra més de una dosis por dia. Como alternativa, el sujeto puede recibir al menos
2, 3, 4 0 5 dosis de linfocitos NK. Los linfocitos NK inmunorreguladores pueden administrarse al sujeto al menos
cada 8 semanas, preferentemente cada 2-4 semanas.

La presente invencién se basa en el hallazgo totalmente sorprendente de que los pacientes que han recibido una
terapia con inhibidores de puntos de control, por ejemplo, debido a una enfermedad cancerosa, que condujo a irAE,
tal como, en particular, la colitis autoinmunitaria, pueden tratarse eficazmente aplicando FEC. Esto es valido incluso
para pacientes que son refractarios a otras terapias inmunosupresoras, tales como esteroides o anticuerpos anti-
TNF, y que continlan mostrando sintomas o todavia padecen iIrAE después de suspender el tratamiento con
inhibidores de puntos de control.

Sorprendentemente, resulté que el efecto positivo y la eficacia del tratamiento con FEC era resultado, en particular,
de la modulacién de la funcién de los linfocitos NK después de la FEC. En consecuencia, se describen linfocitos NK
inmunomoduladores para su uso en el tratamiento y/o la prevencién de acontecimientos adversos relacionados con
el sistema inmunitario (irAE) en un sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control,
particularmente en donde los linfocitos NK inmunomoduladores se generaron mediante el método de la presente
invencion.

Todas las caracteristicas divulgadas en el contexto del sistema de FEC para su uso en el tratamiento y/o la
prevencién de acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE) en un sujeto que ha recibido
una terapia con inhibidores de puntos de control también se refieren a y se divulgan con el presente documento
también en el contexto del método in vitro de la invencidn, y los linfocitos NK para su uso en el tratamiento y/o la
prevencién de acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE) en un sujeto que ha recibido
una terapia con inhibidores de puntos de control, y viceversa.

Para evitar cualquier duda, cualesquier referencias en el presente documento a métodos de tratamiento mediante
terapia o cirugia o a un diagndstico in vivo han de interpretarse como referencias a compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos para su uso en esos métodos.

Descripcion detallada de la invencién

En el presente documento se divulgan métodos que comprenden las etapas de proporcionar una muestra derivada
de una muestra de sangre de un sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control y muestra
sintomas o padece acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE) que comprenden colitis
autoinmunitaria, afiadir un agente fotosensibilizante, 8-metoxipsoraleno, a la muestra y someter la muestra a
irradiacién UVA para generar o inducir la formacién de linfocitos NK inmunorreguladores en la muestra. La
irradiacién de la muestra de sangre puede realizarse usando cualquier sistema o dispositivo de irradiacion UVA
adecuado conocido por el experto. Preferentemente, la irradiacién UVA se realiza por medio de un sistema de
fotoféresis extracorpérea (FEC).

Irradiacién y fotoféresis extracorpérea (FEC)

La fotoféresis, o fotoféresis extracorpérea o FEC, es una forma de aféresis y terapia fotodinamica en la que la sangre
se trata con un agente fotosensibilizante y posteriormente se irradia con longitudes de onda de luz especificas para
lograr un efecto. Por ejemplo, la capa leucocitaria (GB + plaquetas) puede separarse de la sangre completa, tratarse
quimicamente con 8-metoxipsoraleno (instilado en una bolsa de recogida o administrado por via oral con antelacion),
exponerse a luz ultravioleta (UVA) y devolverse al paciente. El 8-metoxipsoraleno activado reticula el ADN en las
células expuestas, dando como resultado en Ultima instancia la apoptosis de las células nucleadas. Los linfocitos T
dafiados fotoquimicamente devueltos al paciente parecen inducir efectos citotéxicos sobre la formacién de linfocitos
T.

La fotoféresis que implica 8-metoxipsoraleno se describié por primera vez en una publicacién del New England
Journal of Medicine de 1987 (Edelson, R, et al. (1987). "Treatment of cutaneous T-cell lymphoma by extracorporeal
photochemotherapy. Preliminary results". New England Journal of Medicine. 316 (6). 297-303). La fotoféresis es
actualmente una terapia convencional aprobada por la Administracién de Alimentos y Farmacos de los EE. UU.
(FDA) para el linfoma cutédneo de linfocitos T. La evidencia sugiere que este tratamiento podria ser eficaz en el
tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador. La fotoféresis también se ha utilizado satisfactoriamente
en el tratamiento de la epidermdlisis ampollosa adquirida cuando todos los demés tratamientos han resultado
ineficaces.
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La FEC, como se usa en el presente documento, comprende terapia de irradiacién de sangre con rayos UVA.

La terapia de irradiacién de sangre es un procedimiento en el que la sangre se expone a una luz roja de nivel bajo
(con frecuencia luz laser) por razones terapéuticas. La terapia de irradiacion de sangre puede administrarse de tres
maneras. Por via extracorpérea, extrayendo sangre e irradiandola en una cubeta especial. Este método se usa para
la irradiacidén de sangre con luz ultravioleta (UV) (UVBI, por sus siglas en inglés) mediante lamparas UV. La luz laser
es monocromatica, es decir, tiene una longitud de onda de manera que permite introducir luz en la fibra 6ptica y
realizar la irradiacién por via intravenosa a través de un catéter en una vena. Este método es mas simple y eficaz. La
terapia de irradiacién de sangre también se administra por via externa a través de la piel en la proyeccién de
grandes vasos sanguineos.

La irradiacién sanguinea con laser intravenosa o intravascular (ILBI, por sus siglas en inglés) implica la iluminacién in
vivo de la sangre alimentando luz laser de nivel bajo generada por un laser de helio-ne6n de 1-3 m\W a una longitud
de onda de 632,8 nm en un canal vascular, por lo general una vena en el antebrazo, bajo el supuesto de que
cualquier efecto terapéutico circulara a través del sistema circulatorio. Con la méxima frecuencia se usan longitudes
de onda de 365, 405, 525y 635 nm y una potencia de 2,3 m\WW. La técnica se usa ampliamente en la actualidad en
Rusia, menos en Asia y no extensamente en otras partes del mundo. Esta demostrado que la ILBI mejora el flujo
sanguineo y sus actividades de transporte, por lo tanto, el trofismo tisular, tiene un efecto positivo sobre el sistema
inmunitario y el metabolismo celular. Esta cuestion esta sujeta a escepticismo. Se han hecho llamamientos para que
se investigue més sobre este tema. La terapia transcutédnea aplica luz laser sobre la piel intacta en areas con una
gran cantidad de vasos sanguineos (tales como el antebrazo). Debido a que la piel actla como barrera para la
sangre, absorbiendo energia laser de bajo nivel, la potencia del laser con frecuencia se refuerza para compensar. El
problema puede resolverse usando fuentes de luz laser de matriz pulsada. La irradiacién extracorpérea se usa
Unicamente para la irradiaciéon de sangre con luz ultravioleta, que implica extraer sangre a través de una vena e
irradiarla fuera del cuerpo. Aunque se promociona como tratamiento para el cancer, una revisién de 1952 en el
Journal of the American Medical Association y otra revisién de la American Cancer Society en 1970 concluyeron que
el tratamiento era ineficaz.

La fotoféresis extracorpérea (FEC), también conocida como fotoinmunoterapia extracorpérea o fotoquimioterapia, es
una terapia basada en leucocitaféresis que se usé inicialmente en pacientes con linfoma cutaneo de linfocitos T
(LCLT). Especificamente, para el tratamiento de pacientes con LCLT refractarios a la terapia que padecen la variante
leucémica, el sindrome de Sézary, la FEC recibid la aprobacion de la FDA (Administracién de Alimentos y Farmacos
de los Estados Unidos) en 1988. Durante la FEC, la sangre completa del paciente se recoge a través de una vena
cubital o de un catéter implantado permanentemente, para la separaciéon de leucocitos del plasma y células no
nucleadas. Con un dispositivo construido especificamente para este procedimiento, los leucocitos recogidos, la
denominada capa leucocitaria, después se exponen a irradiacién ultravioleta-A (UVA) en presencia de un agente
fotosensibilizante, 8-metoxipsoraleno antes de la reinfusién al paciente.

Se han descrito dos métodos béasicamente diferentes para realizar el procedimiento de FEC. Difieren en el
dispositivo utilizado para la recogida de leucocitos y la irradiacién UVA: el "sistema cerrado" y el denominado
"sistema abierto". El sistema cerrado se basa en el disefio original de Edelson y compafieros de trabajo y es el Unico
sistema aprobado por la FDA. El sistema abierto es un sistema que incorpora diferentes instrumentos de separacién,
utilizado principalmente fuera de los Estados Unidos. Aunque la FEC es un método de tratamiento véalido desde hace
30 afios y se han realizado mas de 2 millones de tratamientos, no hay informes sobre efectos citogenéticos
negativos.

Las indicaciones para iniciar la FEC se ampliaron continuamente desde su introduccién. Los tratamientos con FEC
generalmente son bien tolerados por los pacientes y casi no presentan efectos secundarios no deseados
significativos. En conjunto, la FEC combina un excelente perfil de seguridad con eficacia.

La fotoféresis extracorpérea (también denominada en ocasiones fotoquimioterapia extracorpérea) es un proceso que
incluye: (1) recogida de células mononucleares (MNC) de un paciente, (2) tratamiento de fotoactivacién de las
células MNC recogidas; y (3) reinfusion de las células tratadas (MNC) de nuevo al paciente. Méas especificamente, la
FEC implica la exposicidén extracorpérea de células mononucleares de sangre periférica combinadas con un
compuesto fotoactivo, tal como 8-metoxipsoraleno o "8-MOP" que después se fotoactiva con luz ultravioleta, seguida
de la reinfusién de las células mononucleares tratadas. Se cree que la combinacién de 8-MOP vy radiacién UV
provoca apoptosis o0 muerte celular programada de los linfocitos T tratados con FEC.

Aunque no se conoce totalmente el mecanismo de accién preciso en el tratamiento con FEC (en las diferentes
patologias), de acuerdo con las primeras teorias, se creia que la fotoactivacién provoca que 8-MOP se una de forma
covalente e irreversible a las cadenas de ADN contenidas en el nucleo de los linfocitos T. Cuando los linfocitos T
dafiados fotoquimicamente se reinfunden, se inducen efectos citotéxicos. Por ejemplo, un linfocito T citotdxico o
"célula CD8+" libera citotoxinas cuando se expone a células infectadas o dafiadas o ataca de otro modo a las células
que portan determinadas moléculas extrafias o anémalas en sus superficies. Las citotoxinas se dirigen a la
membrana de la célula dafiada y entran en la célula diana, lo que en Ultima instancia conduce a la apoptosis o
muerte celular programada de la célula diana. En otras palabras, después de que las células mononucleares
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tratadas se devuelven al cuerpo, el sistema inmunitario reconoce las células anémalas moribundas y comienza a
producir linfocitos sanos (linfocitos T) para luchar contra esas células.

Ademas de lo anterior, también se ha teorizado que la fotoféresis extracorpérea también induce a los monocitos (un
tipo de célula mononuclear) a diferenciarse en células dendriticas capaces de fagocitar y procesar los antigenos de
linfocitos T apoptéticos. Cuando estas células dendriticas activadas se reinfunden en la circulacién sistémica,
pueden provocar una respuesta inmunitaria sistémica mediada por linfocitos T CD8+ citotéxicos a los antigenos de
linfocitos T apoptéticos procesados como la descrita anteriormente. Se apreciara que pueden estar implicados otros
posibles mecanismos de accidén en la consecucion de los beneficios que se han observado en el tratamiento con
FEC de células mononucleares y los beneficios posteriores para los pacientes sometidos a terapias basadas en
FEC.

Mas recientemente, se ha postulado que la FEC puede dar como resultado una respuesta inmunitaria tolerante en el
paciente. Por ejemplo, en el caso de la enfermedad de injerto contra hospedador, la infusién de células apoptéticas
puede estimular la generacién de linfocitos T reguladores, inhibir la produccién de citocinas inflamatorias, provocar la
supresion de linfocitos T eficaces y dar como resultado otras respuestas. Véase Peritt, "Potential Mechanisms of
Photopheresis in Hematopoietic Stem Cell Transplantation”, Biology of Blood and Marrow Transplantation 12:7-12
(2006). Aunque actualmente la teoria de una respuesta inmunitaria tolerante parece estar entre las principales
explicaciones, existen otras teorias en cuanto al mecanismo de accién de la FEC con respecto a la enfermedad de
injerto contra hospedador, asi como otras patologias.

Los sistemas para realizar FEC incluyen, por ejemplo, el sistema de fotoféresis UVAR XTS y el sistema de
fotoféresis CellEx disponibles en Therakos, Inc., de Exton, Pa. Pueden encontrarse detalles adicionales sobre cémo
realizar FEC en el sistema Therakos, por ejemplo, en la Patente de los EE. UU. N.© 5.984.887.

Actualmente existen dos métodos utilizados habitualmente para realizar fotoféresis: sistemas y métodos en linea y
fuera de linea.

En los métodos en linea, se usa un dispositivo de fotoféresis dedicado, tal como el dispositivo Therakos mencionado
anteriormente, para realizar toda la terapia, incluyendo la reinfusién de las MNC tratadas. Dichos dispositivos son
dispositivos de fotoféresis "dedicados", disefiados Unicamente para realizar fotoféresis y no puede realizar otros
protocolos de recogida necesarios en un hospital o entorno de procesamiento de sangre, incluyendo, por ejemplo,
protocolos de aféresis multifuncionales para la recogida de plaquetas, plasma, GR, ganulocitos y/o realizar
protocolos de intercambio de plasma/GR.

En los métodos de fotoféresis fuera de linea, puede usarse un dispositivo de aféresis multifuncional para recoger
células mononucleares. Las MNC recogidas, normalmente contenidas en uno o mas recipientes de recogida, se
cortan o se separan de otro modo del conjunto de tubos utilizado durante la recogida, donde después se tratan en un
dispositivo de irradiacién o luz UVA separado seguido de la reinfusién manual de las células tratadas a un paciente.
Sin embargo, durante dichos métodos fuera de linea, cuando las células se transfieren del dispositivo de aféresis al
dispositivo de irradiacién (dispositivo que puede estar ubicado en otra habitacién o laboratorio), debe cortarse la
comunicacién con el donante y, en consecuencia, las células se desprenden del donante. Por lo tanto, se requieren
procedimientos de trazabilidad adicionales para garantizar que el producto de MNC tratado en Ultima instancia se
reinfunda en el donante correcto.

Dispositivos e inmovilizacién de la enzima en el dispositivo:

El sistema de FEC puede comprender un dispositivo que comprenda una matriz con moléculas inmunomoduladoras
u ofras biomoléculas inmovilizadas, tales como enzimas. La matriz con las moléculas acopladas puede exponerse a
la sangre o a las MNC.

La "matriz", como se usa en el presente documento, se refiere por lo tanto a un material dentro del dispositivo de
tratamiento de sangre que proporciona un material o una superficie internos a través o sobre los cuales se hace
pasar sangre o plasma. La matriz, como se usa en el contexto de la presente divulgacién, normalmente comprende
un soporte al que se unen las moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas. El soporte sirve,
por lo tanto, como portador para las moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas, aunque
pueda cumplir otras funciones.

El "soporte", como se usa en el presente documento, se refiere a la porcién de la matriz que sirve como "sustrato" o
"material de soporte" al que estan unidas las moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas.
Dicho soporte o material de soporte en ocasiones también se denomina "material de adsorciéon" o "adsorbedor",
como se usa en una "columna de adsorcién" o "columna" o "cartucho de adsorcién". Un soporte adecuado debe ser
uniforme, hidréfilo, mecanica y quimicamente estable en el intervalo de pH y temperatura pertinentes sin lixiviacién o
una lixiviacion insignificante de la enzima durante el uso, tener buenas caracteristicas de flujo para sangre completa
y/o plasma sanguineo, y proporcionar una gran superficie para la unién de enzimas.
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El soporte puede ser, por ejemplo, una resina, una membrana o un material no tejido. Un material "no tejido" se
refiere a un material que se define en términos generales como una estructura de lamina, tejido o banda unida entre
si mediante entrelazamiento de fibras o filamentos (y mediante peliculas perforadas) mecanicamente, térmicamente
o quimicamente, pero no tejiendo o tricotando. Una "resina" se refiere a un material insoluble que puede tomar la
forma de geles o perlas de gel o perlas microporosas, 0 una esponja. Estas resinas pueden ser naturales o
biopolimeros, polimeros sintéticos y materiales inorgéanicos. La agarosa, la dextrosa y las perlas de celulosa son
soportes naturales habitualmente empleados. Los soportes sintéticos poliméricos u organicos se basan
principalmente en derivados de acrilamida, poliestireno y polimetacrilato, mientras que, la silice porosa y el vidrio son
algunos soportes inorganicos utilizados frecuentemente.

La resina puede estar compuesta por polimeros seleccionados del grupo que consiste en alginato, quitosano,
quitina, coldgeno, carragenina, gelatina, celulosa, almidén, pectina y sefarosa; materiales inorganicos seleccionados
del grupo que consiste en zeolitas, materiales ceramicos, celite, silice, vidrio, carbén activado y carbdn vegetal; o
polimeros sintéticos seleccionados del grupo que consiste en polietileno (PE), polioximetileno (POM), polipropileno
(PP), cloruro de polivinilo (PVC), acetato de polivinilo (PVA), cloruro de polivinilideno (PVDC), poliestireno (PS),
politetrafluoroetileno (PTFE), poliacrilato (PAA), metacrilato de polimetilo (PMMA), poliacrilamida, metacrilato de
poliglicidilo (PGMA), acrilonitrilo butadieno-estireno (ABS), poliacrilonitrilo (PAN), poliéster, policarbonato, tereftalato
de polietilieno (PET), poliamida, poliaramida, polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona (PVP), polisulfona (PS),
polietersulfona (PES), poliariletersulfona (PEAS), acetato de etilenvinilo (EVA), alcohol etilenvinilico (EVOH),
poliamidaimida, poliariletercetona (PAEK), polibutadieno (PBD), polibutileno (PB), tereftalato de polibutileno (PBT),
policaprolactona (PCL), polihidroxialcanoato, poliéter éter cetona (PEEK), poliéter cetona cetona (PEEK), poliéter
imida (PEI), poliimida, acido polilactico (PLA), polimetilpenteno (PMP), poli(p-fenilenéter) (PPE), poliuretano (PU),
estireno acrilonitrilo (SAN), acido polibutenoico, poli(acido 4-alil-benzoico), poli(acrilato de glicidilo), metacrilato de
poliglicidilo (PGMA), acrilonitrilo butadieno-estireno (ABS), polidivinilbbenceno (PDVB), poli(alil glicidil éter), poli(vinil
glicidil éter), poli(vinil glicidil uretano), polialilamina, polivinilamina, copolimeros de dichos polimeros y cualquiera de
estos polimeros modificados mediante introduccién de grupos funcionales.

Pueden usarse diversos métodos conocidos para inmovilizar las moléculas inmunomoduladoras u otras
biomoléculas inmovilizadas al soporte y/o matriz. Dicha inmovilizacion puede ser especifica o selectiva porque
inmoviliza la enzima mientras que otras proteinas y componentes presentes en la sangre o el plasma sanguineo o
una muestra de los mismos (in vitro) no estan inmovilizados en un grado significativo.

La "inmovilizacién" de una molécula inmunomoduladora u otras biomoléculas inmovilizadas al soporte para
proporcionar una matriz que puede usarse en un dispositivo se refiere a una interaccién covalente o no covalente
que mantiene dos moléculas unidas. La expresidn puede referirse a una interaccién covalente, es decir, a moléculas
inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas unidas covalentemente. Las interacciones no covalentes
incluyen, pero sin limitacién, enlace de hidrégeno, interacciones idnicas entre grupos cargados, interacciones de van
der Waals e interacciones hidréfobas entre grupos no polares. Una o0 mas de estas interacciones pueden mediar la
unién de dos moléculas entre si. De lo contrario, la unién puede ser especifica, selectiva o inespecifica.

Las moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas pueden comprender marcadores de afinidad
para inmovilizarlas sobre el soporte. Los marcadores de afinidad pueden usarse para purificar la proteina durante la
produccién y/o para inmovilizarla sobre el soporte de la matriz. Los marcadores de afinidad pueden ser secuencias
polipeptidicas cortas o proteinas completas, coexpresadas como compafieros de fusién con las enzimas. Se
conocen bien en la técnica diferentes tipos de marcadores de afinidad, en donde polihistidina o marcadores Hiss,
marcadores C-myc y marcadores FLAG estan especialmente bien descritos y son opciones para unir las enzimas al
material de soporte. La unién no covalente de biotina con estreptavidina o avidina también puede usarse para
inmovilizar las moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas a un soporte.

Como alternativa, las moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas pueden unirse
covalentemente al soporte como se detalla adicionalmente a continuacién y/o como se ha descrito en la técnica
anterior. El acoplamiento covalente generalmente incluye una unién covalente no dirigida al sitio de la proteina o una
unién dirigida al sitio de la proteina. El soporte que forma la base para la generacion de una matriz debe
proporcionar o facilitar la activacién quimica, permitiendo de este modo el acoplamiento quimico de las moléculas
inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas. Muchos métodos de acoplamiento para inmovilizar
moléculas inmunomoduladoras u otras biomoléculas inmovilizadas son bien conocidos en la técnica.

Por ejemplo, la quimica de activacién debe ser estable en un amplio intervalo de pH, condiciones de tamponamiento
y temperatura dando como resultado una lixiviacion insignificante de las enzimas. El método de acoplamiento debe
evitar la orientacién inadecuada, la unién multisitio o el impedimento estérico de las moléculas inmunomoduladoras u
otras biomoléculas inmovilizadas. La densidad de enzima por volumen de matriz puede optimizarse para promover la
accesibilidad y reaccion de la diana.

El acoplamiento covalente puede realizarse a través de grupos funcionales comunes, incluyendo aminas, alcoholes,
acidos carboxilicos, aldehidos y grupos epoxi. Los compuestos de carbodiimida pueden usarse para activar grupos
carboxilicos de proteinas para la conjugacién directa con las aminas primarias en la superficie del soporte a través
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de enlaces amida. Las carbodiimidas méas habitualmente utilizadas son la EDC (1-etil-3-(-3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) soluble en agua para la reticulacibn acuosa y la DCC (N’ N'-diciclohexil
carbodiimida) insoluble en agua para métodos de sintesis orgénica no acuosa.

Como alternativa, los soportes pueden portar grupos funcionales especificos para acoplar un enlazador y/o enzima a
los mismos. Por ejemplo, las resinas funcionalizadas estan disponibles en el mercado y son conocidas por un
experto en la materia. Una amplia gama de quimicas de acoplamiento, que implican aminas primarias, sulfhidrilos,
aldehidos, hidroxilos y acidos carboxilicos estéan disponibles en dichos soportes comerciales. Son ejemplos de
resinas activadas disponibles en el mercado la resina de acoplamiento CarboLink, resina epoxi Profinity™, Affi-Gel
10 y 15, Sepharose™ 6B activada con epoxi, agarosa activada con cloruro de tresilo y polimeros de metacrilato
Purolite® Lifetech™ funcionalizados con grupos epoxi.

El material de soporte puede ser poroso, en donde el tamafio de poro esta en el intervalo de 10 a 200 nm.
Opcionalmente, el soporte toma la forma de perlas. El soporte puede comprender perlas magnéticas. Las perlas
magnéticas se preparan atrapando magnetita dentro de agarosa u otro material polimérico, sobre el que se
inmoviliza la enzima.

El soporte puede ser una membrana. Se han utilizado membranas como componentes de matrices de afinidad en la
purificacion de proteinas, debido a su simplicidad, facilidad de manipulacién, area de superficie reducida y
limitaciones de difusibn menores en comparacién con geles, resinas y perlas. Las membranas pueden tomar la
forma fisica de una fibra hueca o, como alternativa, de una membrana de ldmina plana. El soporte puede
comprender un dializador de membrana de fibra hueca para hemodialisis, en donde el filtro es un hemodializador.

Las membranas de fibra hueca o de ldmina plana para su uso como soportes en un dispositivo pueden estar
compuestas por celulosa, éster de celulosa (acetato de celulosa y triacetato de celulosa), poli(metacrilato de
metilo)(PMMA), poliamida (PA), otros polimeros que contienen nitrégeno (polibencimidazol, poliacrilonitrilo (PAN),
metacrilato de poliglicidilo (PGMA), polivinilpirrolidona (PVP), polisulfona (PS), polietersulfona (PES) o
poliariletersulfona (PAES). Una membrana de fibra hueca que puede utilizarse ventajosamente para proporcionar un
dispositivo puede tener un didmetro interior en el intervalo de 100 a 500 um. Cuando el soporte de membrana es una
membrana de hemodialisis como se ha descrito anteriormente, las membranas de fibras huecas pueden
funcionalizarse adicionalmente o como alternativa con una enzima en el lado del lumen de las fibras donde pueden
interactuar directamente con el metabolito diana en la sangre o plasma sanguineo que perfunde el lumen de la
membrana de fibra hueca. La enzima también puede estar inmovilizada, o como alternativa, en el exterior de la
membrana.

Métodos de tratamiento de sangre extracorpérea:

En el presente documento se describen dispositivos que estan configurados para ubicarse en un circuito sanguineo
extracorpéreo a través del cual pasa la sangre de un paciente y que comprende medios para transportar sangre
desde el sistema vascular del paciente a un dispositivo de tratamiento de sangre a un caudal definido y después
devolver la sangre tratada de vuelta al paciente, y en donde el dispositivo esta configurado ademas para reducir los
niveles de ADMA y/o MMA en la sangre. También se describen dispositivos que pueden usarse para el tratamiento
extracorpéreo de la sangre o de las células sanguineas, en donde dichos dispositivos pueden estar separados o
desprendidos o ser separables/desprendibles del circuito sanguineo extracorpéreo.

La expresién "purificacion de sangre extracorpérea” se refiere preferentemente al proceso de eliminacién de
sustancias de los fluidos corporales a través de su aclaramiento de la sangre que fluye en un circuito desviado fuera
del cuerpo del paciente (extracorpéreo). Dichas sustancias pueden incluir toxinas endégenas (es decir, toxinas
urémicas), venenos exégenos (es decir, etilenglicol o toxina flngica), farmacos administrados, virus, bacterias,
anticuerpos, metabolitos y proteinas (es decir, IMHA, miastenia grave), células anémalas (es decir, leucemia) y
exceso de agua. Los procedimientos terapéuticos incluyen hemodiélisis, incluyendo hemodidlisis intermitente (HD,
HDF, HF) y terapia de reemplazo renal continua (CRRT, por sus siglas en inglés); hemoperfusién; intercambio
plasmético y aféresis terapéutica. Dichos métodos son conocidos por un experto y el dispositivo puede incorporarse
en consecuencia.

La expresién "sangre”, como se usa en el presente documento, se refiere a sangre completa que contiene todos los
componentes de la sangre de un organismo, incluyendo glébulos rojos, glébulos blancos y plaquetas suspendidos en
plasma. La expresion "plasma sanguineo” se refiere al fluido, compuesto por aproximadamente un 92 % de agua, un
7 % de proteinas tal como albimina, gammaglobulina, fibrinégeno, factores del complemento, factores de
coagulaciéon y un 1 % de sales minerales, azlcares, grasas, electrolitos, hormonas y vitaminas que forman parte de
la sangre completa, pero que ya no contiene glébulos rojos, blancos ni plaquetas. La expresién "plasma sanguineo"
o "plasma" se refiere a fracciones especificas del plasma sanguineo definido anteriormente en su significado
convencional, tal como, por ejemplo, suero sanguineo.

Los caudales de sangre en un circuito de purificacién de sangre extracorp6reo pueden estar entre 20 ml y
700 ml/min. Los caudales de dializado tipicos en un circuito extracorpéreo que comprende un hemodializador para el
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tratamiento de la insuficiencia renal, ya sea ademas del dispositivo de tratamiento de la sangre o en los casos en
que el hemodializador ademas esta configurado para metabolizar ADMA y/o MMA, estan en el intervalo de entre
0,5 I/h y 800 ml/min.

En la aféresis terapéutica puede tratarse sangre completa o la sangre se separa en sus fracciones componentes, por
ejemplo, mediante centrifugacién o por medio de una membrana plasmética o un filtro, y la fraccién que contiene el
soluto que se eliminara, se trata especificamente antes de regresar al paciente.

Un tratamiento de aféresis en el que se elimina sangre completa o plasma (que contiene las proteinas diana) de la
sangre que fluye del paciente y, después de haberla puesto en contacto con un dispositivo o matriz como se
describe en el presente documento, se devuelve al paciente. Los caudales de sangre o plasma tipicos en un circuito
extracorpéreo en donde el dispositivo de tratamiento de sangre esta perfundido con sangre completa o plasma estén
en el intervalo de entre 30 ml/min y 200 ml/min, o 7 ml/min y 50 ml/min, respectivamente.

El circuito sanguineo extracorpéreo puede configurarse para realizar hemodidlisis. En este caso, el dispositivo es,
por ejemplo, un hemodializador que ademas se ha configurado para inmovilizar una proteina diana. El circuito puede
operarse en diferentes modos de tratamiento dependiendo de la necesidad médica, incluyendo el modo de
hemodialisis, hemodiafiltracién y hemofiltracion.

Acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE)

Como se usa en el presente documento, la expresién "acontecimientos adversos relacionados con el sistema
inmunitario" (irAE) se refiere a cualquier efecto secundario que se produce especificamente en el contexto de un
tratamiento con inhibidores de puntos de control inmunitarios, por ejemplo, en el contexto de una terapia contra el
cancer. Los IrAE son Unicos y diferentes de los acontecimientos adversos que se producen en el contexto de las
terapias tradicionales contra el cancer y, normalmente, tienen un inicio retardado y una duracién prolongada. Los
IrAE pueden afectar a cualquier érgano o sistema. Estos efectos frecuentemente don de bajo grado y son tratables y
reversibles; sin embargo, algunos efectos adversos pueden ser graves y provocar trastornos permanentes. El
tratamiento se basa principalmente en corticoesteroides y otros agentes inmunomoduladores, que debe prescribirse
con cuidado para reducir el potencial de complicaciones a corto y largo plazo.

En particular, la expresibn comprende sintomas de una enfermedad autoinmunitaria y enfermedades
autoinmunitarias, tales como colitis (autoinmunitaria), hepatitis (autoinmunitaria), tiroiditis (autoinmunitaria) y
dermatitis (autoinmunitaria).

El irAE debido a la administracién de una terapia con inhibidores de puntos de control en el método de la presente
invencién comprende colitis autoinmunitaria. Un irAE debe entenderse como un acontecimiento adverso que se
presume que esta relacionado con el sistema inmunitario: iIrAE (véase, por ejemplo, Formulario de entrevista de
farmacos de OPDIVO® Infusién intravenosa 20 mg-100 mg, revisado en abril de 2016 (versién 9); Propiedades y
manejo de acontecimientos adversos de un anticuerpo anti-CTLA-4, Ipilimumab (YERVOY®), de fecha 24 de agosto
de 2015, emitido por el Comité de Seguridad de Nuevos Farmacos para el Melanoma Maligno de la Asociacién
Dermatolégica Japonesa).

Los IrAE incluyen enfermedad pulmonar intersticial, miastenia grave, miositis, colitis, diabetes mellitus de tipo 1,
disfuncién hepatica (trastorno hepatico), trastorno pulmonar tal como hepatitis (por ejemplo, neumonia
autoinmunitaria), pituitarismo tal como hipopituitarismo o hipofisitis, disfuncién tiroidea tal como hipotiroidismo,
neuropatia, nefropatia, encefalitis, trastorno suprarrenal tal como insuficiencia suprarrenal, trastorno grave de la piel,
tromboembolia venosa, reaccion a la infusion, psoriasis, erupcién psoriasiforme, diarrea (por ejemplo, diarrea grave),
artritis reumatoide, uveitis, epiescleritis, bursitis, exacerbaciéon de la radiodermatitis, polineuropatia desmielinizante
inflamatoria crénica (en lo sucesivo en el presente documento también denominada polineuropatia desmielinizante),
trastorno del tracto biliar o nefritis y pituitarismo.

Se sabe que ha ocurrido un acontecimiento adverso relacionado con el sistema inmunitario (irAE), por ejemplo,
después de 8 semanas o de 8 a 12 semanas después de la administracién. El acontecimiento adverso relacionado
con el sistema inmunitario puede evaluarse mediante "grado” o "evaluacién de irAE". En este caso, la "evaluacion de
irAE" es un indice que representa la gravedad de una enfermedad, y esta representado por 1 a 3. En la evaluacién
de irAE, 1 representa una afecciéon que "no requiere intervencidn terapéutica adicional debido a iIrAE", 2 representa
una afeccién que "requiere intervencion farmacolégica, etc., debido al irAE, pero que no requiere tratamiento de
hospitalizacién o no requiere interrupcion del tratamiento", y 3 representa una afeccién que "requiere intervencién
farmacolégica, etc., acompafiada de hospitalizacién debida al irAE y requiere interrupcién del tratamiento”. La
correspondencia entre "evaluacién de irAE" y "grado" varia dependiendo de cada enfermedad.

Moléculas de puntos de control inmunitarios y moduladores de puntos de control

Un inhibidor de puntos de control inmunitarios es un farmaco que activa las células inmunitarias mediante la
modulacién de moléculas de puntos de control inmunitarios.
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Las moléculas de puntos de control inmunitarios son moléculas en el sistema inmunitario que activan una sefial
(moléculas coestimuladoras) o inactivan una sefial proporcionada a las células efectoras inmunitarias. Por lo tanto,
las moléculas de puntos de control inmunitarios pueden subdividirse en moléculas de puntos de control
coestimuladoras o moléculas de puntos de control coinhibidoras. Las moléculas de puntos de control
coestimuladoras incluyen receptores de linfocitos coestimuladores, que son receptores de superficie de linfocitos que
pueden conducir a una activacién o estimulaciéon de las funciones efectoras de linfocitos. Las moléculas de puntos
de control coinhibidoras incluyen receptores de linfocitos coinhibidores, que son receptores de superficie de linfocitos
que pueden conducir a una inhibicién de las funciones efectoras de linfocitos.

Las moléculas de puntos de control coestimuladoras comprenden, sin limitacién, HVEM, CD27, CD40, 0X40, GITR,
CD137, CD28 y ICOS.

Opcionalmente, la expresién receptor de linfocitos coestimulador no se refiere a CD122.

HVEM (mediador de entrada de herpesvirus, CD270) también se conoce como miembro 14 de la superfamilia de
receptores del factor de necrosis tumoral (TNFRSF14) y es un receptor de la superfamilia de receptores de TNF, que
puede unirse a BTLA.

CD27 respalda la expansién especifica de antigeno de los linfocitos T sin activacién previa y es vital para la
generacion de memoria de linfocitos T y también es un marcador de memoria de los linfocitos B. La actividad de
CD27 se rige por la disponibilidad transitoria de su ligando, CD70, sobre linfocitos y células dendriticas. Se sabe que
la coestimulacion de CD27 suprime la funcién de los linfocitos Th17 efectores. Se ha demostrado que el anticuerpo
monoclonal agonista CDX-1127/Varlilumab contra CD27 es eficaz en el contexto de la estimulacién de receptores de
linfocitos T en modelos animales.

CD28 se expresa constitutivamente en casi todos los linfocitos T CD4+ humanos y en aproximadamente la mitad de
todos los linfocitos T CD8. La unién de uno de sus dos ligandos CD80 y CD86, expresados, por ejemplo, en células
dendriticas, provoca la expansién de linfocitos T.

CD40 se expresa en una diversidad de células del sistema inmunitario, incluyendo las células presentadoras de
antigenos. El ligando de CD40 se llama CD40L, también conocido como CD154, y se expresa transitoriamente en la
superficie de los linfocitos T CD4+ activados, como su ligando. Se sabe que la sefializacion de CD40 "autoriza" a las
células dendriticas a madurar y, por lo tanto, desencadena la activacién y diferenciacién de los linfocitos T.

4-1BB (CD137) se une al ligando de CD137, dando como resultado la proliferacién de linfocitos T. También se sabe
que la sefalizacion mediada por CD137 protege los linfocitos T y, en particular, los linfocitos T CD8+ de la muerte
celular inducida por activacién. El anticuerpo monoclonal agonista de IgG2 totalmente humano, Utomilumab (PF-
05082566), se dirige a 4-1 BB para estimular un ataque més intenso del sistema inmunitario contra los canceres.

OX40 (CD134) tiene OX40L (CD252) como ligando. 0X40 promueve la expansién de los linfocitos T efectores y de
memoria y también es conocido por su capacidad para suprimir la diferenciaciéon y actividad de los linfocitos T
reguladores. OX40 se expresa transitoriamente después del acoplamiento de receptores de linfocitos T, razén por la
cual sélo esta regulado positivamente en los linfocitos T activados por antigenos més recientemente dentro de las
lesiones inflamatorias, razén por la cual el OX40 es una diana farmacolégica valiosa. Se ha demostrado que los
anticuerpos monoclonales anti-OX40 agonistas tienen utilidad clinica en el cancer avanzado. La empresa
farmacéutica AstraZeneca tiene tres farmacos en desarrollo dirigidos a OX40: MEDI0OS62 es un agonista de OX40
humanizado; MEDI6469, agonista de OX40 murino; y MEDI6383, un agonista de OX40.

GITR (gen relacionado con la familia de TNFR inducidos por glucocorticoides) provoca la expansién de linfocitos T.
El ligando para GITR (GITRL) se expresa principalmente en células presentadoras de antigenos. Se ha demostrado
que los anticuerpos contra GITR promueven una respuesta antitumoral a través de la pérdida de la estabilidad del
linaje de Treg.

ICOS (coestimulador inducible de linfocitos T, también denominado CD278) se expresa en linfocitos T activados. Su
ligando es ICOSL, expresado principalmente en linfocitos B y células dendriticas. La molécula parece ser importante
en la funcién efectora de los linfocitos T.

Las moléculas de puntos de control coinhibidoras comprenden, sin limitaciéon, A2AR, B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4,
IDO, KIR, LAG3, PD-1, TIM-3, TIGIT y VISTA.

A2AR (receptor de adenosina A2A) se considera un punto de control importante en la terapia contra el céncer
porque la adenosina en el microambiente inmunitario, que conduce a la activacién del receptor A2a, es un circuito de
retroalimentacién inmunitaria negativa y el microambiente tumoral tiene concentraciones relativamente altas de
adenosina.
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B7-H3, también denominado CD276, se entendi6 originariamente que era una molécula coestimuladora, pero ahora
se considera coinhibidora. MacroGenics estd trabajando en MGA271 (Enoblituzumab), que es un anticuerpo
monoclonal de Fc optimizado que se dirige a B7-H3.

B7-H4 (0 VTCN1) se expresa en células tumorales y macréfagos asociados a tumores y desempefia una funcién en
la evasién de tumores.

BTLA (Atenuador de linfocitos B y T, también denominado CD272) es un receptor coinhibidor, que tiene a HVEM
(mediador de entrada de herpesvirus) como ligando. La expresion superficial de BTLA se regula negativamente de
forma gradual durante la diferenciacién de los linfocitos T CD8+ humanos del fenotipo de linfocitos sin activacion
previa a efectores, sin embargo, los linfocitos T CD8+ humanos especificos de tumores expresan niveles altos de
BTLA.

CTLA-4 (proteina 4 asociada a linfocitos T citotoxicos, también denominada CD152) se expresa en linfocitos Treg y
sirve para controlar la proliferacién de linfocitos T. CTLA-4 (CD152) es un receptor de proteina que actia como
punto de control inmunitario y es expresado por linfocitos T activados y transmite una sefial inhibidora a los linfocitos
T. CTLA4 es homoblogo a la proteina coestimuladora de linfocitos T CD28, y ambas moléculas se unen a CD80 y
CD86 (B7-1 y B7-2, respectivamente), en las células presentadoras de antigenos. CTLA-4 tiene una mayor afinidad
y avidez por CD80 y CD86 que por CD28. CTLA4 transmite una sefial inhibidora a los linfocitos T. Los anticuerpos
antagonistas dirigidos contra CTLA4 incluyen ipilimumab y tremelimumab.

IDO (indolamina 2,3-dioxigenasa) es una enzima catabdlica de triptéfano con propiedades inmunoinhibidoras. Otra
molécula importante es TDO, triptéfano 2,3-dioxigenasa. Se sabe que IDO suprime los linfocitos T y NK, genera y
activa Treg y células supresoras derivadas de mieloides, y promueve la angiogénesis tumoral.

KIR (receptor similar a inmunoglobulina de linfocitos citoliticos) es un receptor para moléculas de MHC de clase | en
linfocitos citoliticos naturales. Lirilumab es un anticuerpo monoclonal contra KIR.

LAG-3 (Gen de activacién de linfocitos 3) actia para suprimir una respuesta inmunitaria mediante la accién de los
Treg, asi como efectos directos sobre los linfocitos T CD8+.

PD-1 (Muerte Programada 1, o CD279) es un receptor de la superficie celular que desempefia una funcién
importante en la regulacién negativa del sistema inmunitario y la promocién de la autotolerancia mediante la
supresion de la actividad inflamatoria de los linfocitos T. PD-1 tiene dos ligandos, PD-L1 y PD-L2. Una ventaja del
direccionamiento a PD-1 es que puede restablecer la funcién inmunitaria en el microambiente tumoral. PD-L1, el
ligando de PD1, se expresa altamente en varios canceres y puede conducir a la inhibicién de la respuesta
inmunitaria contra el cancer por parte de los linfocitos T. Se han desarrollado varios agentes inmunoterapicos contra
el cancer dirigidos que se dirigen al receptor PD-1, incluyendo los anticuerpos antagonistas nivolumab, (Opdivo -
Bristol Myers Squibb), Pembrolizumab (Keytruda, MK-3475, Merck), Pidilizumab (CT-011, Cure Tech) y BMS-936559
(Bristol Myers Squibb). Tanto atezolizumab (MPDL3280A, Roche) como Avelumab (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania y Pfizer) son anticuerpos monoclonales dirigidos contra PD-L1, el ligando de PD-1.

TIM-3 (dominio de inmunoglobulina de linfocitos T y dominio 3 de Mucina) se expresa en linfocitos T CD4+ humanos
activados y regula las citocinas Th1 y Th17. TIM-3 actla como un regulador negativo de la funcién de Th1/Th17
desencadenando la muerte celular tras la interaccién con su ligando, galectina-9.

VISTA (supresor de Ig de dominio V de la activacién de linfocitos T) es una proteina que se expresa principalmente
en células hematopoyéticas, de manera que la expresién constante de VISTA en leucocitos dentro de los tumores
puede permitir que el bloqueo de VISTA sea eficaz en una amplia gama de tumores sélidos.

TIGIT (inmunorreceptor de linfocitos T con dominios de Ig e ITIM, también denominado WUCAM y Vstm3) es un
receptor inmunitario presente en algunos linfocitos T y linfocitos citoliticos naturales y regula la inmunidad mediada
por linfocitos T. TIGIT podria unirse a CD155 en CD y macréfagos con alta afinidad y a CD112 con menor afinidad.

Los receptores de linfocitos coinhibidores comprenden PD-1, CTLA-4, TIM-3, LAG-3, TIGIT, BTLA o VISTA. Los
receptores de linfocitos coestimuladores comprenden OX40, 4-1BB, GITR, CD27, HVEM, CD28 o CD40.

Un inhibidor de un receptor impide la generacién de una sefial por parte del receptor respectivo. En consecuencia,
un inhibidor de un receptor de linfocitos coinhibidor es una molécula que impide la activacién del receptor respectivo
y, por lo tanto, impide la generacién de una sefial inhibidora. Por el contrario, un activador de un receptor induce la
generacién de una sefial por parte del receptor respectivo y un activador de un receptor de linfocitos coestimulador
conduce a la generacién de una sefial estimuladora.

Los moduladores de puntos de control son moléculas que interfieren con la actividad de las moléculas de puntos de
control inmunitarios, ya sea estimulando o inhibiendo la actividad de las moléculas de puntos de control inmunitarios.
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Los moduladores de puntos de control solubles son moléculas que pueden ser capaces de difundir libremente y, por
ejemplo, no estan unidos a una membrana celular o no permanecen intracelulares.

Los inhibidores de puntos de control como se describen en el presente documento comprenden moduladores de
puntos de control estimuladores de linfocitos, que son moléculas que conducen a una activacién de los linfocitos,
preferentemente linfocitos T efectores, ya sea a través de la activacion de una molécula de punto de control
coestimuladora o mediante la inhibicién de una molécula de punto de control coinhibidora. Ademas, los moduladores
de puntos de control estimuladores de linfocitos solubles incluyen moléculas que interfieren con la activacién de
moléculas de puntos de control inmunitarios unidas a la membrana, tal como una forma soluble de la respectiva
molécula de punto de control inmunitario.

Los moduladores de puntos de control pueden ser moléculas de origen natural o moléculas modificadas por
ingenieria genética con la funcién respectiva que interfiere con o modula la actividad de una molécula de punto de
control inmunitario. Los moduladores de puntos de control incluyen, por ejemplo, la actividad de anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos dirigida contra moléculas de puntos de control inmunitarios con agonistas o antagonistas,
y ligandos o ligandos modificados de moléculas de puntos de control inmunitarios.

Células inmunitarias:

Las células inmunitarias, como se describen en el presente documento, se refieren a células biolégicas implicadas
en la respuesta inmunitaria en un sujeto. Las células inmunitarias se seleccionan preferentemente de linfocitos T,
linfocitos B, células dendriticas, granulocitos, células linfoides innatas (ILC, por sus siglas en inglés),
megacariocitos(por sus siglas en inglés), monocitos/macréfagos, linfocitos citoliticos naturales (NK, por sus siglas en
inglés), plaquetas, gldbulos rojos (GR) y/o timocitos.

La expresién "células inmunitarias” comprende las MNC que se encuentran en la sangre, que también pueden
denominarse células mononucleares de sangre periférica (PBMC, por sus siglas en inglés). Las PBMC comprenden
cualquier célula de la sangre periférica que tenga un nucleo redondo y consisten principalmente en linfocitos
(linfocitos T, células B, linfocitos NK) y monocitos, mientras que los eritrocitos y las plaquetas no tienen nicleo, y los
granulocitos (neutréfilos, baséfilos y eosinéfilos) tienen nlcleos multilobulados. En seres humanos, los linfocitos
constituyen la mayor parte de la poblacion de PBMC, seguidos de monocitos y sélo un pequefio porcentaje de
células dendriticas. Estas células pueden extraerse de la sangre completa usando ficoll, un polisacarido hidréfilo que
separa capas de sangre, y centrifugacién en gradiente, que separara la sangre en una capa superior de plasma,
seguida de una capa de PBMC y una fraccién inferior de células polimorfonucleares (tales como neutréfilos y
eosindfilos) y eritrocitos. Las células polimorfonucleares pueden aislarse adicionalmente lisando los glébulos rojos.
En ocasiones se encuentran baséfilos tanto en la fraccién méas densa como en la de PBMC.

Los linfocitos T o células T son un tipo de linfocito (un subtipo de glébulo blanco) que desempefia una funcién central
en la inmunidad mediada por células. Se pueden distinguir de otros linfocitos, tales como linfocitos B y linfocitos
citoliticos naturales, por la presencia de un receptor de linfocitos T en la superficie celular. Cada uno de los diversos
subconjuntos de linfocitos T tiene una funcidn distinta. Los subtipos de linfocitos T incluyen, sin limitacién, linfocitos T
auxiliares de tipo 1 (Th1), linfocitos T auxiliares de tipo 2 (Th2), linfocitos T auxiliares de tipo 9 (Th9), linfocitos T
auxiliares de tipo 17 (Th17), linfocitos T auxiliares de tipo 22 (Th22), linfocitos T auxiliares foliculares (Tth), linfocitos
T reguladores (Treg), linfocitos T citoliticos naturales (NKT), linfocitos T gamma delta, linfocitos T citotoxicos CD8+
(CTL). Otras realizaciones no limitantes de linfocitos T incluyen timocitos, linfocitos T inmaduros, linfocitos T
maduros, linfocitos T en reposo, linfocitos citoliticos inducidos por citocinas (linfocitos CIK) o linfocitos T activados.
Los linfocitos citoliticos inducidos por citocinas (CIK) normalmente son linfocitos T similares a citoliticos naturales
(NK) positivos para CD3 y CD56, y no restringidos al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). El linfocito T
puede ser un linfocito T CD4+, un linfocito T citotéxico (CTL,; linfocito T CD8+), linfocito T CD4+CD8+, linfocito T CD4
CD8, o cualquier otro subconjunto de linfocitos T.

La presente invencién en particular se refiere a un método para obtener linfocitos NK inmunorreguladores (que
también pueden denominarse linfocitos NK inmunomoduladores) que pueden usarse en el tratamiento y/o la
prevencién de acontecimientos adversos relacionados con el sistema inmunitario (irAE) en un sujeto que ha recibido
una terapia con inhibidores de puntos de control, preferentemente como terapia celular.

Los linfocitos NK inmunomoduladores son una forma especifica de células linfoides innatas (ILC). Las ILC son un
grupo de células inmunitarias innatas que pertenecen al linaje linfoide (linfocitos), pero que no responden de una
manera especifica de antigeno, ya que carecen de un receptor de linfocitos B o T. Este grupo de células descrito
relativamente recientemente tiene diferentes funciones fisiol6gicas, algunas de ellas analogas a las de los linfocitos T
auxiliares, incluyendo al mismo tiempo las de los linfocitos NK citotéxicos. Por consiguiente, tienen una funcién
importante en la inmunidad protectora y la regulacién de la homeostasis y la inflamacién. Los linfocitos citoliticos
naturales (NK) son células efectoras innatas citotéxicas anélogas a los linfocitos T citotéxicos del sistema inmunitario
adaptativo. Se distribuyen por toda la sangre, 6rganos y tejido linfoide y constituyen aproximadamente el 15 % de los
linfocitos de la sangre periférica. Los linfocitos NK desempefian una funcién en la vigilancia de tumores y en la
eliminacién rapida de células infectadas por virus. No requieren la sefial "propia" faltante del MHC de Clase | y
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pueden reconocer células tensionadas en ausencia de anticuerpos, permitiéndoles reaccionar mucho mas
rapidamente que el sistema inmunitario adaptativo. Los linfocitos citoliticos naturales (NK) desempefian funciones
fundamentales en la inmunidad del hospedador contra el cancer. En respuesta, los canceres desarrollan
mecanismos para escapar del ataque de los linfocitos NK o inducir linfocitos NK defectuosos (Cheng M et al. Cell
Mol Immunol. Mayo de 2013; 10(3):230-52. doi: 10.1038/cmi.2013.10. Epub de 22 de abril de 2013).

Los linfocitos NK inmunorreguladores obtenidos mediante los métodos de la invencién se caracterizan
preferentemente por una expresién baja (o expresién regulada negativamente) de CD16, en particular en linfocitos
NK CD56°seure. CD16 es el FeRylll, un receptor de linfocitos NK activador que puede inducir una fuerte produccién de
citocinas. La eliminacién/regulaciéon negativa de CD16 puede ser un mecanismo inmunorregulador de los linfocitos
NK para evitar la autoinmunidad. La regulacién negativa de CD16 modula las respuestas de los linfocitos NK y
contribuye al mantenimiento de la homeostasis inmunitaria de las vias dependientes de anticuerpos y linfocitos T.
Ademas, los linfocitos NK inmunorreguladores obtenidos mediante métodos de la invencién pueden mostrar una
expresidon baja de GM-CSF, IFN-y, TNF y/o IL-2.

La generacién o induccién de linfocitos NK inmunorreguladores en una muestra puede medirse comparando el
fenotipo de los linfocitos NK y la distribucién de la poblacién de linfocitos NK en una muestra antes y después de
realizar el método de la invencién, por ejemplo, mediante analisis por citometria de flujo, expresiéon génica y/o
espectrometria de masas de la abundancia de proteinas. Por ejemplo, un cambio de linfocitos NK de CD16-alto a
CD16-bajo después de irradiacién es indicativo de la induccién de un fenotipo inmunorregulador. Ademas, una
disminucién en la cantidad de la expresién de GM-CSF, IFN-y, TNF y/o IL-2 en la poblacién de linfocitos NK también
indicaria la induccién de linfocitos NK inmunorreguladores. Un experto conoce métodos y protocolos adecuados de
identificacién de diferentes poblaciones de linfocitos NK dentro de una muestra. Por ejemplo, en una muestra
derivada de sangre, la poblacién total de linfocitos NK puede definirse e identificarse, preferentemente mediante
citometria de flujo, como la poblacién de células positivas para CD45, negativas para CD14, negativas para CD3,
negativas para CD19 negativas y positivas para CD56. Dentro de esta poblacién, puede realizarse una identificacién
y una cuantificacién adicionales de los linfocitos NK inmunorreguladores, por ejemplo determinando la expresién de
CD16, GM-CSF, IFN-y, TNF y/o IL-2. Los linfocitos NK inmunorreguladores son preferentemente positivos para
CD56, pero muestran un nivel de expresion comparativamente bajo de CD56 (expresion "oscura").

Otras caracteristicas y definiciones de linfocitos NK inmunorreguladores estén bien establecidas en la técnica y son
objeto de multiples articulos de investigacion y revisién que son conocidos o pueden ser identificados por un experto.

La expresién "funciones inmunomoduladoras" se refiere a funciones o propiedades de moléculas o células que
inducen un cambio o modulacién en la funcién, accién o estado de cualquier componente del sistema inmunitario.

Las terapias celulares normalmente implican la administracién de células inmunitarias aisladas de la sangre del
paciente. Los tipos de células que pueden usarse de esta manera son, sin limitacién, linfocitos citoliticos naturales,
linfocitos citoliticos activados por linfocinas, linfocitos T citotéxicos, monocitos, macréfagos, granulocitos y células
dendriticas. La terapia con células dendriticas provoca respuestas antitumorales al hacer que las células dendriticas
presenten antigenos tumorales. Las células dendriticas presentan antigenos a los linfocitos, lo que los activa,
preparandolos para destruir otras células que presentan el antigeno.

Aplicacién terapéutica

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" significa un ser humano o un animal no humano
seleccionado para el tratamiento o la terapia. El sujeto o paciente, tal como el sujeto que necesita tratamiento o
prevencién, puede ser un animal, un animal vertebrado, un mamifero, un roedor (por ejemplo, una cobaya, un
hamster, una rata, un ratén), un murino (por ejemplo, un ratén), un canino (por ejemplo, un perro), un felino (por
ejemplo, un gato), un equino (por ejemplo, un caballo), un primate, un simio (por ejemplo, un mono o un simio), un
mono (por ejemplo, un titi, un babuino), un simio (por ejemplo, gorila, chimpancé, orangutan, gibén) o un ser
humano. El significado de los términos "animal”, "mamifero”, etc. es bien conocido en la técnica y puede deducirse,
por ejemplo, de Wehner y Gehring (1995; Thieme Verlag). Se prevé, en particular, que se han de tratar animales de
importancia econémica, agronémica o cientifica. Opcionalmente, el sujeto/paciente es un mamifero. Normalmente, el
sujeto/paciente es un ser humano.

El sujeto que ha recibido una terapia con inhibidores de puntos de control puede padecer cancer, tal como un
melanoma maligno u otro cancer tratable mediante terapia con inhibidores de puntos de control.

El término "cancer" se refiere al tratamiento de todo tipo de cancer, independientemente de si el cancer esta
asociado a la formacién de un tumor sélido o si las células cancerosas no forman un tumor sélido, como es el caso
de determinadas leucemias.

El cancer comprende un grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del cuerpo y esta provocado

por una proliferacién y un crecimiento celulares anémalos. Estas células en proliferacién tienen el potencial de
invadir el tejido circundante y/o extenderse a otras partes del cuerpo donde forman metastasis. A nivel mundial, en
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2012 se produjeron 14 millones de nuevos casos de cancer y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer
(Word Cancer Report 2014). La mayoria de los canceres son provocados por sefiales ambientales relacionadas con
el consumo de tabaco, la obesidad e infecciones entre otros, mientras que aproximadamente el 5-10 % son casos
genéticos. Los canceres pueden clasificarse en subcategorias basandose en la célula de origen. Las subcategorias
mas comunes son los carcinomas de células epiteliales, sarcomas de tejido conectivo y linfomas y leucemias de
células hematopoyéticas. El cancer se asocia a una gran diversidad de sintomas locales y sistémicos y en muchos
casos no se puede curar. A la luz del elevado nimero de nuevos pacientes con cancer y de muertes relacionadas
con el cancer, se requieren estrategias de tratamiento novedosas.

Céncer se refiere a todo tipo de cancer o neoplasia o tumores malignos que se encuentran en mamiferos, incluyendo
leucemias, sarcomas, melanomas y carcinomas. Pueden tratarse tumores sélidos y/o liquidos (tales como leucemia
o linfoma).

Los melanomas incluyen, pero sin limitacién, por ejemplo, melanoma lentiginoso acral, melanoma amelanético,
melanoma juvenil benigno, melanoma de Cloudman, melanoma S91, melanoma de Harding-Passey, melanoma
juvenil, melanoma maligno lentigo, melanoma maligno, melanoma nodular, melanoma subungueal y melanoma de
extensién superficial.

Las leucemias incluyen, pero sin limitacién, leucemia no linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia
granulocitica aguda, leucemia granulocitica crdnica, leucemia promielocitica aguda, leucemia de linfocitos T en
adultos, leucemia aleucémica, una leucemia leucocitémica, leucemia baséfila, leucemia de células blasticas,
leucemia bovina, leucemia mielocitica crénica, leucemia cutanea, leucemia embrionaria, leucemia eosinéfila,
leucemia de Gross, leucemia de tricoleucocitos, leucemia hemoblastica, leucemia hemocitoblastica, leucemia
histiocitica, leucemia de células madre, leucemia monocitica aguda, leucemia leucopénica, leucemia linfatica,
leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, leucemia linfégena, leucemia linfoide, leucemia de células de
linfosarcoma, leucemia de mastocitos, leucemia megacariocitica, leucemia micromieloblastica, leucemia monocitica,
leucemia mieloblastica, leucemia mielocitica, leucemia granulocitica mieloide, leucemia mielomonocitica, leucemia
de Naegeli, leucemia de células plasmaticas, leucemia plasmocitica, leucemia promielocitica, leucemia de células de
Rieder, leucemia de Schilling, leucemia de células madre, leucemia subleucémica y leucemia de células
indiferenciadas.

Los sarcomas incluyen, pero sin limitacién, un condrosarcoma, fibrosarcoma, linfosarcoma, melanosarcoma,
mixosarcoma, osteosarcoma, sarcoma de Abernethy, sarcoma adiposo, liposarcoma, sarcoma de la parte blanda
alveolar, sarcoma ameloblastico, sarcoma botrioide, sarcoma cloroma, coriocarcinoma, sarcoma embrionario,
sarcoma tumor de Wilms, sarcoma endometrial, sarcoma estromatico, sarcoma de Ewing, sarcoma fascial, sarcoma
fibroblastico, sarcoma de células gigantes, sarcoma granulocitico, sarcoma de Hodgkin, sarcoma hemorragico
pigmentado multiple idiopético, sarcoma inmunoblastico de linfocitos B, linfoma, sarcoma inmunoblastico de linfocitos
T, sarcoma de Jensen, sarcoma de Kaposi, sarcoma de células de Kupffer, angiosarcoma, leucosarcoma, sarcoma
mesenquimoma maligno, sarcoma periéstico, sarcoma reticulocitico, sarcoma de Rous, sarcoma seroquistico,
sarcoma sinovial y sarcoma telangiectasico.

Los carcinomas incluyen, pero sin limitacién, carcinoma acinar, carcinoma acinoso, carcinoma adenoquistico,
carcinoma adenoide quistico, carcinoma adenomatoso, carcinoma de corteza suprarrenal, carcinoma alveolar,
carcinoma de células alveolares, carcinoma de células basales, carcinoma basoelular, carcinoma basaloide,
carcinoma de células basoescamosas, carcinoma broncoalveolar, carcinoma bronquiolar, carcinoma broncogénico,
carcinoma cerebriforme, carcinoma colangiocelular, carcinoma coriénico, carcinomas coloide, comedo carcinoma,
carcinoma de cuerpo, carcinoma cribiforme, carcinoma en armadura, carcinoma cutaneo, carcinoma cilindrico,
carcinoma de células cilindricas, carcinoma de conductos, carcinoma duro, carcinoma embrionario, carcinoma
encefaloide, carcinoma epiermoide, carcinoma epitelial adenoide, carcinoma exofitico, carcinoma exulcero,
carcinoma fibroso, carcinoma gelatiniforme, carcinoma gelatinoso, carcinoma de células gigantes, carcinoma
gigantocelular, carcinoma glandular, carcinoma de células de la granulosa, carcinoma de la matriz capilar, carcinoma
hematoide, carcinoma hepatocelular, carcinoma de células de Hurthle, carcinoma hialino, carcinoma hipernefroide,
carcinoma embrionario infantil, carcinoma /n situ, carcinoma intraepidérmico, carcinoma intraepitelial, carcinoma de
Krompecher, carcinoma de células de Kulchitzky, carcinoma macrocitico, carcinoma lenticular, carcinoma lenticular,
carcinoma lipomatoso, carcinoma linfoepitelial, carcinoma medular, carcinoma medular, carcinoma melanético,
carcinoma blando, carcinoma mucinoso, carcinoma coloide, carcinoma mucocelular, carcinoma mucoepidermoide,
carcinoma mucoide, carcinoma mucoso, carcinoma mixomatoide, carcinoma nasofaringeo, carcinoma de células de
avena, carcinoma osificante, carcinoma osteoide, carcinoma papilar, carcinoma periportal, carcinoma preinvasivo,
carcinoma de células espinosas, carcinoma pultaceo, carcinoma de células renales de rifién, carcinoma de células
de reserva, carcinoma sarcomatoide, carcinoma schneideriano, carcinoma escirro, carcinoma de escroto, carcinoma
de células de anillo, carcinoma simple, carcinoma microcitico, carcinoma solanoide, carcinoma de células
esferoideas, carcinoma de células fusiformes, carcinoma esponjoso, carcinoma escamoso, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de hilo, carcinoma telangiectésico, carcinoma telangiectoide, carcinoma de células
transicionales, carcinoma tuberoide, carcinoma tuberoso, carcinoma verrugoso y carcinoma velloso.

Los canceres adicionales incluyen, pero sin limitacién, la enfermedad de Hodgkin, el linfoma no Hodgkin, mieloma
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multiple, neuroblastoma, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén, rabdomiosarcoma, trombocitosis
primaria, macroglobulinemia primaria, tumores de pulmén microciticos, tumores cerebrales primarios, cancer de
estémago, cancer de colon, insulanoma pancreatico maligno, carcinoide maligno, cancer de vejiga urinaria, lesiones
cutaneas premalignas, céncer testicular, linfomas, cancer de tiroides, cancer esofagico, céncer del tracto
genitourinario, hipercalcemia maligna, céncer de cuello de UGtero, cancer de endometrio, cancer de corteza
suprarrenal y cancer de préstata.

El término "tumor" puede incluir, sin limitacién, un tumor de préstata, un tumor pancreatico, un carcinoma de células
escamosas, un tumor de mama, un melanoma, un carcinoma de células basales, un carcinoma hepatocelular, un
carcinoma colangiocelular, cancer testicular, un neuroblastoma, un glioma o un tumor astrocitico maligno tal como
glioblastma multiforme, un tumor colorrectal, un carcinoma de endometrio, un carcinoma de pulmén, un tumor de
ovario, un tumor cervical, un osteosarcoma, un rabdo/leiomiosarcoma, un sarcoma sinovial, el angiosarcoma, un
sarcoma de Ewing/PNET y un linfoma maligno. Estos incluyen tumores primarios y tumores metastasicos (tanto
vascularizados como no vascularizados).

Como se usa en el presente documento, "tratamiento" o "terapia" generalmente significa obtener un efecto
farmacolégico y/o efecto fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico con vistas a prevenir total o
parcialmente una enfermedad y/o un sintoma, por ejemplo, reduciendo el riesgo de que un sujeto tenga una
enfermedad o sintoma particular, o puede ser terapéutico con vistas a curar parcial o totalmente una enfermedad y/o
un efecto adverso de la enfermedad. El término "terapia" incluye tratamientos arbitrarios de enfermedades o
afecciones en mamiferos, en particular, seres humanos, por ejemplo, los siguientes tratamientos (a) a (c): (a)
Prevencién de la aparicién de una enfermedad, afeccién o sintoma en un paciente; (b) Inhibicién de un sintoma de
una afeccién, es decir, prevencién de la progresién del sintoma; (¢) Mejora de un sintoma de una afeccién, es decir,
induccién de la regresién de la enfermedad o sintoma.

Como se usa en el presente documento, el término "administrar” significa proporcionar células o un liquido que las
contiene o una composicién a un sujeto, e incluye, pero sin limitacién, la administracién por un profesional médico y
la autoadministracién. La administracién de una composicién, sustancia, un compuesto o un agente a un sujeto
puede realizarse usando uno de una diversidad de métodos conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo,
puede administrarse un compuesto o un agente, por via intravenosa, por via arterial, por via intradérmica, por via
intramuscular, por via intraperitoneal, por via subcutanea, por via ocular, por via sublingual, por via oral (mediante
ingestién), por via intranasal (mediante inhalacidn), por via intraespinal, por via intracerebral y por via transdérmica
(mediante absorcién, por ejemplo, a través de un conducto cutaneo). También puede introducirse de manera
apropiada un compuesto o agente mediante dispositivos recargables o biodegradables u otros dispositivos, por
ejemplo, parches y bombas o formulaciones, que proporcionan la liberacién prolongada, lenta o controlada del
compuesto o agente. La administracién también puede realizarse, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o
durante uno o mas periodos prolongados.

El tratamiento de un paciente mediante la introduccién de un numero terapéuticamente eficaz de células, en
particular linfocitos NK inmunomoduladores obtenidos mediante el método de la invencién, en el torrente sanguineo
de un sujeto, se describe en el presente documento pero no forma parte de la invencién reivindicada. Como se usa
en el presente documento, "introducir' células "en el torrente sanguineo del sujeto” incluye, sin limitacién, introducir
dichas células en una de las venas o arterias del sujeto a través de inyeccién. Dicha administracién también puede
realizare, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o durante uno o més periodos prolongados. Es adecuada
una Unica inyeccién, pero en algunos casos pueden ser necesarias inyecciones repetidas a lo largo del tiempo (por
ejemplo, semanalmente, mensualmente, cuatrimestralmente, semestralmente o anualmente). Dicha administracién
también puede realizarse usando una mezcla de células negativas para CD34 y un portador farmacéuticamente
aceptable. Los portadores farmacéuticamente aceptables son bien conocidos por los expertos en la materia e
incluyen, pero sin limitaciéon, tampén de fosfato 0,01-0,1 M y preferentemente 0,05 M o solucién salina al 0,8 %, asi
como medios de crioconservacion patentados de uso comuin. La administraciéon también puede producirse por via
local, por ejemplo, mediante inyeccién en un area del cuerpo del sujeto préxima al érgano o tejido sintomético.

Adicionalmente, dichos portadores farmacéuticamente aceptables pueden ser soluciones acuosas o0 no acuosas,
suspensiones y emulsiones, mucho mas normalmente soluciones acuosas. Los portadores acuosos incluyen agua,
soluciones alcohélicas/acuosas, emulsiones y suspensiones, incluyendo solucién salina y medios tamponados. Los
vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, lactato
de Ringer y aceites no volétiles. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluido y nutrientes, reponedores
de electrolitos tales como dextrosa de Ringer, aquellos basados en dextrosa de Ringer y similares. Los fluidos que
se usan habitualmente para la administracién i.v. se encuentran, por ejemplo, en Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, 20.2 Ed., pag. 808, Lippincott Williams S- Wilkins (2000). También puede haber presentes
conservantes y otros aditivos, tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, gases
inertes y similares.

Puede administrarse un nimero terapéuticamente eficaz de células. Esto puede referirse a los linfocitos NK

obtenidos mediante el método de la invencién o a una célula inmunitaria terapéutica como terapia inmunitaria
combinada. Como se usa en el presente documento, un "nimero de células terapéuticamente eficaz" incluye, sin
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limitacion, las siguientes cantidades e intervalos de cantidades: (i) de aproximadamente 1 x 102 a aproximadamente
1 x 108 células/kg de peso corporal; (i) de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente 1 x 107 células/kg de peso
corporal; (ii) de aproximadamente 1 x 10* a aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal; (iv) de
aproximadamente 1 x 10* a aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal; (v) de aproximadamente 1 x 10° a
aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal; (vi) de aproximadamente 5 x 10* a aproximadamente 0,5 x
10° células/kg de peso corporal; (vii) aproximadamente 1 x 10° células/kg de peso corporal; (viii) aproximadamente 1
x 10% células/kg de peso corporal; (ix) aproximadamente 5 x 10* células/kg de peso corporal; (x) aproximadamente 1
x 10° células/kg de peso corporal; (xi) aproximadamente 5 x 10° células/kg de peso corporal; (xii) aproximadamente
1 x 108 células/kg de peso corporal; y (xiii) aproximadamente 1 x 107 células/kg de peso corporal. Los pesos
corporales humanos previstos incluyen, sin limitaciéon, aproximadamente 5kg, 10kg, 15kg, 30kg, 50 kg,
aproximadamente 60 kg; aproximadamente 70Kkg; aproximadamente 80kg, aproximadamente 90 kg;
aproximadamente 100 kg, aproximadamente 120 kg y aproximadamente 150 kg. Estas cifras se basan en
experimentos preclinicos con animales y ensayos en seres humanos y protocolos convencionales del trasplante de
células madre hematopoyéticas CD34+. Las células mononucleares (incluyendo las células CD34+) por lo general
contienen entre 1:23.000 y 1:300.000 células negativas para CD34. Estos numeros de células pueden aplicarse a
linfocitos NK obtenidos mediante el método de la invencion.

La presente divulgacién también incluye kits, envases y unidades de recipientes multiples y otros materiales de los
sistemas de FEC descritos en el presente documento y componentes de los mismos y material para realizar el
método /n vitro, asi como para preparar y aislar los linfocitos NK obtenidos mediante el método de la invencién.

FIGURAS
La invencion se describe adicionalmente en las siguientes figuras.
Descripcién de las figuras

Figura 1: Colitis autoinmunitaria refractaria que responde a la FEC y que conduce a la expansién de los linfocitos NK
inmunorreguladores.

(a) Se muestra la gravedad de la diarrea del paciente de acuerdo con criterios de toxicidad comunes (eje y) a lo
largo del tiempo (eje x) con diferentes tratamientos.

(b) Imagen de colonoscopia (panel izquierdo) y seccidon de biopsia tefiida con HyE (panel derecho) del
diagndstico inicial de colitis relacionada con inhibidores de puntos de control inmunitarios que muestra edema y
ulceraciones de la mucosa.

(c) Imagen de colonoscopia (panel izquierdo) y seccién de biopsia tefiida con HyE (panel derecho) después de
un tratamiento exitoso con FEC que no muestra signos de colitis autoinmunitaria. Las criptas colénicas muestran
una morfologia regular sin infiltraciones granulociticas, apoptosis o pérdida de criptas.

(d) Grafico de tSNE que visualiza el compartimento de linfocitos periféricos del paciente antes y 8 semanas
después de iniciar la FEC.

(e) Numeros relativos de linfocitos NK antes y después del tratamiento con FEC.

(f) Intensidad de expresibn de CD16, CD5 y CD57 en linfocitos NK (definidos como
Unicos/vivos/CD45P°s/CD14"9/CD3"9/CD19"e¢/CD56P°¢) de donantes sanos, de la misma edad (HD donantes
sanos, por sus siglas en inglés, n = 5) y el paciente en la semana 53 y la semana 75 después del inicio de la FEC
visualizado por UMAP. Los subconjuntos de linfocitos NK agrupadas por FlowSOM estan superpuestos en los
dos graficos de la derecha.

(9) IFM (mediana de la expresién del marcador, intervalo de valores: 0-1) de CD16 en linfocitos NK maduros
CD56eseure. HD (n = 5), los bigotes del diagrama de caja representan los valores minimo y méaximo del conjunto
de datos de HD.

(h) Supervivencia de ratones inyectados con linfocitos T (Te) con o sin linfocitos NK (dosis de NK de 4x10* o
4x10° por ratén) en un modelo de irAE inducido por anticuerpos anti-PD1 como se describe en Supl. Apéndice. **
p = 0,003, **** p < 0,0001.

Figura 2:

(a) Grafico de tSNE que muestra 1000 linfocitos CD45" seleccionados estocasticamente (linfocitos definidos por
FSC/SSC) de cada punto temporal con su expresion de los marcadores indicados.

(b) Mapa térmico que muestra la mediana de la expresién del marcador (intervalo de valores: 0-1) para cada
poblacién anotada.

(c) Recuentos absolutos de linfocitos NK antes y después del tratamiento con FEC.

(d) Numeros relativos de linfocitos B, linfocitos T CD4*, linfocitos T CD8* y linfocitos T CD4- CD8" antes y
después del tratamiento con FEC.

(e) Recuentos absolutos de linfocitos B, linfocitos T CD4", linfocitos T CD8" y linfocitos T CD4- CD8" antes y
después del tratamiento con FEC.

(f) Intensidad de expresibn de los marcadores indicados en linfocitos NK (definidos como
Unicos/vivos/CD45P°s/CD14"9/CD3"9/CD19"e¢/CD56P°¢) de HD (n = 5) y el paciente en la semana 53 y semana
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75 visualizado por UMAP.

(g9) Mapa térmico que muestra la mediana de la expresiéon del marcador (intervalo de valores: 0-1) para los
subconjuntos de linfocitos NK anotados definidos por la agrupacion por FlowSOM.

(h-j) IFM (mediana de la expresién del marcador, intervalo de valores: 0-1) de marcadores indicados en linfocitos
NK inmaduros CD56%r°CD16°%¢u", |infocitos NK maduros CD56°¢ y |infocitos NK terminalmente diferenciados
CD579seure de donantes sanos de la misma edad (HD) y el paciente (semana 53 y semana 75 después del inicio
de la FEC). HD (n = 5), los bigotes del diagrama de caja representan los valores minimo y méaximo del conjunto
de datos de HD.

Figura 3:

(a)-(d) Porcentaje de células que expresan citocinas dentro de linfocitos NK CD56%%, linfocitos NK
CD56eseuro infocitos T CD4* de memoria, linfocitos CD4* sin activacion previa y linfocitos T CD8* de donantes
sanos de la misma edad (HD) y el paciente (semana 53 y semana 75 después del inicio de la FEC). HD (n = 5),
los bigotes del diagrama de caja representan los valores minimo y méaximo del conjunto de datos de HD.

Figura 4:

(a) Modelo experimental con transferencia adoptiva de linfocitos T del paciente solos o junto con linfocitos NK en
ratones Rag2”/i2rg” e induccion de autoinmunidad asociada a inhibidores de puntos de control inmunitarios
mediante el tratamiento con un anticuerpo anti-PD-1.

(b) Puntuacién histopatoldgica de infiltracién de neutréfilos y linfocitos de higado, piel, pulmén y colon aislados de
ratones Rag2”/i2rg” el dia 15 después de la inyeccién de linfocitos T y NK del paciente como se muestra en (a).

Figura 5:

(a) Esquema de tratamiento de ratones Rag2”/i2rg” tratados con un anticuerpo anti-PD-1 sin inyeccion de
células derivadas del paciente (control negativo).

(b) Puntuacion de la infiltracién de neutrofilos en higado, pulmon, piel y colon aislados de ratones Rag2”H2rg” el
dia 15 después del inicio del tratamiento como se muestra en (a).

(c) Supervivencia de ratones Rag2”l/2rg” tratados como se describe en (a).

Figura 6:

(a) Programa de tratamiento: Se trat6 a los ratones con DSS (3 %), anti-PD1 y FEC como se indica.

(b) Curva de peso de los ratones sin tratar o los tratados con DSS (3 %), anti-PD1 solo o0 en combinacién con
FEC como se indica.

¢) La longitud del colon se cuantificé en 5 ratones por grupo. Grupos como se indican en el panel B.

d) Colon representativo de un ratdn por grupo. Grupos como se indican en el panel B.

e) Seccibén representativa tefiida con HE del colon de los grupos como se indica en el panel B.

f) Puntuaciones de histopatologia del colon de los grupos como se indica en el panel B.

(
(
(
(

Figura 7:

(a) Programa de tratamiento: A los ratones se les inyectaron por iv células de melanoma B16 y después se les
tratd con anti-PD1, prednisolona o FEC como se indica.

(b) Supervivencia de ratones inyectados por iv con células de melanoma B16 y después tratados con anti-PD1,
prednisolona o FEC.

Ejemplos
La invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes ejemplos.

En este caso se informa sobre un paciente que padece de colitis inducida por ipilimumab/nivolumab, refractario a
multiples farmacos inmunosupresores, que consiguid una respuesta completa después de la fotoféresis
extracorpérea (FEC) coincidiendo con una expansion de los linfocitos citoliticos naturales (NK) inmunorreguladoras.

Resultados de los ejemplos

Se trat6 a paciente masculino de 29 afios con ipilimumab y nivolumab para melanoma metastasico. Después de dos
dosis, el paciente desarrollé dermatitis, tiroiditis, hepatitis y colitis. La colitis se diagnosticé basandose en
ulceraciones mucosas macroscépicas y apoptosis intraepitelial y pérdida de criptas identificadas en la biopsia (Fig.
1a,b). Aunque la dermatitis, la tiroiditis y la hepatitis se resolvieron después de suspender el tratamiento con
ipilimumab/nivolumab y corticoesteroides, el paciente experimentd tres episodios de colitis en las siguientes 20
semanas (CTC-AE II-IlI°). Estos se trataron con corticoesteroides (en total 23 semanas antes de la FEC), infliximab
(2 dosis Unicas 18 y 15 semanas antes de la FEC) y ciclosporina (14 semanas antes de la FEC, Fig. 1a y Tabla 1).
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Como no hubo una respuesta duradera, el paciente recibié6 FEC. Durante los siguientes 8 meses, se sometié a 2
ciclos de FEC en dias consecutivos cada 2-4 semanas. La FEC fue bien tolerada y produjo una respuesta completa
(Fig. 1a). La inmunosupresién se redujo gradualmente sin rebote de los sintomas. La remisién continua de la colitis
se confirmé mediante colonoscopia (Fig. 1¢). El tratamiento con inhibidores de puntos de control inmunitarios se
suspendié tras la primera manifestacién de irAE y nunca se reanudé.

Se analizé el compartimento de leucocitos de sangre periférica en multiples puntos temporales antes y durante el
tratamiento con FEC. Se observd un aumento de 4 veces en los linfocitos NK. (Fig. 1d-e, Fig. 2a-j), con un fenotipo
inmunorregulador (Fig. 1f,g). Ademas, las citocinas proinflamatorias mdaltiples eran més bajas en el paciente en
comparacién con donantes sanos de la misma edad (Fig. 3a-e). Respaldando la idea de que los linfocitos NK
regulaban la autoinmunidad, la transferencia adoptiva de los linfocitos NK del paciente evité la irAE en un modelo
murino de irAE desencadenado por linfocitos T humanos y tratamiento con anticuerpos anti-PD-1 de una manera
dependiente de la dosis (Fig. 1h y Fig. 4a,b). Los experimentos de control confirmaron que la morbilidad estaba
mediada por los linfocitos T derivados del paciente. (Fig. 5).

La FEC es una terapia establecida para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra hospedador (GVHD, por
sus siglas en inglés)* y conduce a un aumento de linfocitos NK en pacientes con EICH®. Hasta ahora faltan datos
sobre la seguridad y eficacia de la FEC para el tratamiento de irAE. Este informe de caso implica que la FEC puede
ser una terapia eficaz para la colitis refractaria asociada a inhibidores de puntos de control mediante la expansion de
una poblacién protectora de linfocitos NK.

La FEC reduce los acontecimientos adversos mediados por el sistema inmunitatio sin bloquear el efecto
antimelanoma

Basandose en los resultados presentados anteriormente (figuras 1-5), que muestran que la fotoféresis extracorpérea
(FEC) redujo la colitis relacionada con el sistema inmunitario en un paciente que habia sido tratado con
inmunoterapia combinada (nivolumab, ipilimumab) para el melanoma metastésico, a continuaciéon se intenta someter
a ensayo esto en un modelo in vivo para irAE. Para inducir la colitis, se traté a los ratones con DSS al 3 % y anti-PD1
(Figura 6A) de acuerdo con informes anteriores (19). El tratamiento redujo el peso corporal de los ratones en
consonancia con el desarrollo de colitis y la pérdida de peso se redujo con el tratamiento con FEC (Figura 6B). El
tratamiento con FEC también aumenté la longitud del colon en comparacién con el grupo tratado sélo con anti-PD1
(Figura 6C, D). Se informé que la longitud del colon es un parametro sustituto para la gravedad de la colitis inducida
por inmunoterapia (19). De acuerdo con la reduccién de la gravedad de la colitis, se observé una infiltracion reducida
de neutréfilos en la pared del colon de ratones tratados con FEC en comparacién con el grupo tratado sélo con anti-
PD1 (Figura 6E, F). Estos hallazgos indican que la FEC reduce la colitis inducida por anti-PD1 en ratones.

Para comprender si el efecto inmunomodulador de la FEC estaba relacionado con una pérdida de actividad
antitumoral, a continuacién se trataron ratones que portaban melanoma con anti-PD1 solo 0 en combinacidn con el
glucocorticoide prednisolona o FEC (Figura 7A). Se observé que la prednisolona redujo la supervivencia de los
ratones portadores de melanoma en comparaciéon con el grupo tratado sélo con anti-PD1 (Figura 7B). Por el
contrario, el grupo tratado con anti-PD y FEC tuvo un resultado comparable al del grupo tratado sélo con anti-PD1
(Figura 7B). Estos hallazgos indican que la FEC no interfiere con la respuesta anti-melanoma inducida por el
tratamiento con anti-PD1.

Analisis de los ejemplos

Anélisis del mecanismo: Los linfocitos NK ejercen una diversidad de funciones inmunitarias heterogénicas,
incluyendo la actividad antinflamatoria. En un modelo en ratén de GVHD, la transferencia de linfocitos NK mejoré la
supervivencia, que dependia de la sefializacion intacta de TGF-B®. En otro estudio preclinico de GVHD, los linfocitos
NK indujeron una reduccién mediada por perforina y ligando Fas de la proliferacién de linfocitos T alorreactivos y un
aumento de la apoptosis de linfocitos T7. Una poblacion c-Kit- CD27- CD11b* se identificé como un subconjunto de
linfocitos NK efectores especificos que era capaz de controlar la GVHD sin interferir con el efecto de injerto contra
leucemia (GVL, por sus siglas en inglés)®. En seres humanos, la falta de coincidencia del ligando del receptor similar
a inmunoglobulina de linfocitos citoliticos (KIR, por sus siglas en inglés) en alo-HCT haploidéntico en direccién de
GVH redujo el riesgo de GVHD que fue mediado por linfocitos NK®.

La FEC es un tratamiento eficaz para la GVHD. Anteriormente se habia observado un aumento de linfocitos NK
durante la FEC para la GVHD crénica extensa'®. Los pacientes con GVHD aguda tienen una mayor frecuencia de
subconjuntos de NK CD56°2 con expresién mas fuerte de NKG2D y CD62L"". En el mismo estudio, los linfocitos NK
CD56- CD16* con mayor expresion de CD57 y CD11 b aumentaron en pacientes con cGVHD crénica. La FEC
desplazé las poblaciones de linfocitos NK hacia un fenotipo mas inmunorregulador con proteccién de un subconjunto
CD57*NKG2C*CD56°<! ™ antivirico y antileucémico especializado. La hipdtesis es que mecanismos similares
podrian ser responsables de los efectos protectores de los linfocitos NK contra irAE. Al comparar el compartimento
de linfocitos NK en el paciente con el de controles sanos de la misma edad y sexo, se observé una regulacién
negativa de la expresion de CD16, en particular en linfocitos NK CD56°¢U°. CD16 es el FcRylll, un receptor de
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linfocitos NK activador que puede inducir una fuerte produccién de citocinas. Estudios previos muestran que la
eliminacion de CD16 podria ser un mecanismo inmunorregulador para prevenir la autoinmunidad'?. La regulacion
negativa de CD16 modula las respuestas de los linfocitos NK y contribuye al mantenimiento de la homeostasis
inmunitaria de las vias dependientes de anticuerpos y linfocitos T'3. Respaldando esta hipotesis, la expresion de
GM-CSF, IFN-y, TNF e IL-2 fue inferior en los linfocitos NK del paciente en comparacién con el grupo de control.

Métodos empleados en los ejemplos

Procedimiento de FEC:

La fotoféresis extracorpérea se realizé en un sistema de fotoféresis Therakos CellEx con administracién de
Methoxsalen (Uvadex®). Se realizaron dos procedimientos en dias consecutivos y se procesaron 1500 ml de sangre
durante cada procedimiento. Se recogieron todas las muestras humanas después de la aprobacién del comité de
ética de la Universidad Albert Ludwigs, Friburgo, Alemania (nimero de protocolo 300/16) y previo consentimiento
informado por escrito de acuerdo con la Declaracién de Helsinki.

Modelo murino de irAE

Se aislaron linfocitos T de la sangre periférica del paciente usando seleccién negativa con el kit de aislamiento de
linfocitos T Pan (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los linfocitos NK se aislaron de la
sangre periférica del paciente usando el kit de aislamiento de linfocitos NK, humano (Miltenyi Biotec) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. A los ratones Rag2”ll2rg” se les inyectaron por via intravenosa 3 x 10° linfocitos T
con o sin 4 x 10% 0 4 x 10° linfocitos NK. Desde el dia 1 hasta el dia 22 después de la inyeccién, a los ratones se les
trat6é dos veces por semana con 8 mg/kg de peso corporal de anticuerpo anti-PD-1 (clon J43) y una vez por semana
con 1 mg/kg de peso corporal de LPS, ambos aplicados mediante una inyeccidén intraperitoneal (Fig. 4a). Se
recogieron secciones de piel, higado, colon y pulmén el dia 15 después de la inyeccién de linfocitos T humanos, se
tiferon con hematoxilina-eosina y se puntuaron basandose en la caracterizaciéon histopatolégica de los irAE
humanos, incluyendo infiltracion de linfocitos y neutrofilos, abscesos de criptas y células apoptéticas''> por un
patélogo experimentado. Todos los estudios con animales habian sido aprobados por el comité de revisién
institucional de la Universidad sobre el uso y cuidado de animales de laboratorio de la Universidad Albert-Ludwigs de
Friburgo, Alemania (NUmeros de aprobacion de protocolo: G17-049, X13-07J, X15-10A).

Citometria de flujo

Para controlar las poblaciones de linajes de linfocitos durante y después de la terapia con FEC, se aislaron linfocitos
de sangre periférica del paciente y se tifieron con un panel normalizado de anticuerpos contra CD45, CD19, CD3,
CD4, CD8, CD16, CD56 y HLA-DR como parte del diagnéstico de rutina. Los datos se compensaron en FlowJo
(V10), los linfocitos se exportaron y usando el entorno R'7 se realiz6 la agrupacion por tSNE y FlowSOM como se
describi6 anteriormente’®.

Para la fenotipificacidén multiparamétrica de linfocitos NK y el analisis de citocinas, se aislaron linfocitos de sangre
periférica usando un medio de gradiente de densidad (Lymphoprep, STEMCELL Technologies) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se tifieron linfocitos de sangre periférica descongelados con los anticuerpos
enumerados en la Tabla S2. Se us6 el kit Zombie Aqua Fixable Viability (Biolegend) para la discriminacién entre
vivos/muertos. Para la produccién de citocinas, las células se estimularon con 50 ng/ml de PMA (Axon Lab) y
500 mg/ml de lonomicina (Sigma) en presencia de GolgiPlug (BD Biosciences) durante 4 h. La tincién intracelular se
realizé usando el kit BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Los datos se
obtuvieron en un citometro de flujo Aurora (Cytek) y se compensaron usando el software FlowJo (Flowjo V10.6.1,
LLC). Las poblaciones de células especificadas en las figuras se exportaron y analizaron usando el entorno R'. Los
datos se procesaron para la agrupacion en clisteres por FlowSOM como se describe'. Para la reduccién de
dimensionalidad se usé el paquete UMAP&,

Estadisticas

El analisis estadistico se realizd usando el software GraphPad Prism Lab V7.0. Las comparaciones de dos grupos se
realizaron mediante ensayos t de Student de dos vias de muestras independientes. Las diferencias en la
supervivencia (curvas de supervivencia de Kaplan-Meier) se evaluaron mediante el ensayo de Mantel Cox (rango
logaritimico). Los datos se presentan como media + ETM si no se indica otra cosa. Se considerd significativo un
valor de p < 0,05.

21



10

15

Tablas de los ejemplos

ES 2985816 T3

Tabla 1. Enfermedad y curso de tratamiento.

Episodio | Punto temporal Gravedad de la Tratamiento al inicio del Nuevo tratamiento
previo a la FEC diarrea maxima |episodio afiadido durante el
(semanas) (CTC-AE) episodio

1 20 3 Metilprednisolona Metilprednisolona

0,3 mg/kg de peso corporal 2 mg/kg de PC

(previamente administrada para la

hepatitis autoinmunitaria) Infliximab 5 mg/kg
de peso corporal

2 16 3 Metilprednisolona 0,1 mg/kg de Prednisona 1 mg/kg

peso corporal de peso corporal
Infliximab 5 mg/kg
de peso corporal
Ciclosporina A
3 mg/kg de peso
corporal

3 2 3 Ciclosporina A 1,25 mg/kg de peso | FEC

corporal
Prednisona 7,5 mg abs

El paciente tuvo su primer episodio de colitis 20 semanas antes del inicio de la FEC. En ese punto temporal habia
sido tratado durante 3 semanas con esteroides por su anterior hepatitis, tiroiditis y dermatitis relacionadas con
inhibidores de puntos de control inmunitarios. La colitis se produjo durante la reduccién gradual de los esteroides.
Por lo tanto, se aumenté la dosis de esteroides y debido a una respuesta insuficiente, se administré infliximab
5 mg/kg de peso corporal una vez. Los sintomas desaparecieron. Tras la reduccién gradual de los esteroides, el
paciente experiment6 su segundo episodio de colitis, 16 semanas antes del inicio de la FEC. Fue tratado con una
dosis mayor de metilprednisolona y una segunda dosis de infliximab. La diarrea fue refractaria a esta terapia y en
consecuencia se afiadié ciclosporina A. Los sintomas desaparecieron nuevamente. A medida que se redujo la dosis
de ciclosporina A, el paciente tuvo un tercer episodio de colitis. En este caso, se inicié tratamiento con FEC. Dos
semanas después del inicio de la FEC, el paciente tenia una frecuencia de evacuacién intestinal normal. El
tratamiento con ciclosporina A se suspendié 8 semanas después del inicio de la FEC, el tratamiento con
corticoesteroides se suspendié 12 semanas después del inicio de la FEC sin ningun rebote de los sintomas. La FEC
se realizd durante un total de 32 semanas. Con un seguimiento de 11 meses después de la Ultima FEC, el paciente

permanecié en remision completa con respecto a ambos, el irAE y la manifestacién del melanoma.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados

ara citometria de flujo con células humanas.

Antigeno Fluorocromo Clon Fabricante
CD16 BUV495 3G BD

CD14 BUV563 M5E2 BD
CD45R0O BUV615 UCHLA1 BD

CD3 BUV661 UCHT1 BD

CD45 BUV805 HI-30 BD

NKp46 BV421 9E2 Biolegend
CD56 BVv480 NCAM16.2 BD

CD8 BV570 RPA-T8 Biolegend
CD4 BV711 0KT4 Biolegend
CD4 APC-Cy7 RPA-T4 BD

CD94 BV786 HP-3D9 BD

CD57 PerCP-Cy5.5 HNK-1 Biolegend
TIGIT PE MBSA43 eBioscience
CD&2L PE-Cy5 DREG-56 BD

KLRG1 PE-Cy7 13F12F2 ThermoScientific
NKG2D APC 1D11 Biolegend
NKG2C AF488 134591 R&D

CD19 BUV737 SJ25C1 BD

CD19 APC-Vio770 REAB75 Miltenyi

IL-2 BV711 MQ1-17H12 Biolegend
TNF BV785 Mab11 Biolegend
IFN gamma PE-Cy7 4S.B3 eBioscience
GM-CSF PE BVD2-21C11 BD
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REIVINDICACIONES
1. Un método para obtener linfocitos NK inmunorreguladores que comprende las etapas de

- proporcionar una muestra derivada de una muestra de sangre de un sujeto que ha recibido una terapia con
inhibidores de puntos de control y muestra sintomas o padece acontecimientos adversos relacionados con el
sistema inmunitario (irAE) que comprenden colitis autoinmunitaria,

- afiadir 8-metoxipsoraleno a la muestra 'y

- someter la muestra a irradiaciéon UVA,

en donde afadir 8-metoxipsoraleno a la muestra y someter la muestra a irradiacién UVA generan o inducen la
formacién de linfocitos NK inmunorreguladores en la muestra.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la terapia con inhibidores de puntos de control se
suspendié después de que se produjesen sintomas y/o manifestaciones de irAE en dicho sujeto, o en donde los
sintomas y/o manifestaciones de irAE se produjeron después de que se suspendiese la terapia con inhibidores de
puntos de control, y/o en donde los sintomas y/o manifestaciones de irAE se mantuvieron después de que se
suspendiese la terapia con inhibidores de puntos de control.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacidén 1 o la reivindicacién 2, en donde el sujeto padece cancer, tal como
un melanoma maligno u otro cancer tratable mediante terapia con inhibidores de puntos de control.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el sujeto esté recibiendo
farmacos inmunosupresores, tales como esteroides, corticoesteroide, ciclosporina y/o anticuerpos anti-TNF (por
ejemplo, infliximab) y/o es refractario a farmacos inmunosupresores.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la terapia con inhibidores

de puntos de control comprende la administracién de al menos uno de entre anticuerpos anti-CTLA4 y anticuerpos
anti-PD-1.
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Figura 1 {continuacién)
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Figura 1 (continuacion)
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Fig. 2
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Figura 2 (continuacion)
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Figura 2 {continuacion)
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Fig. 3

% semana 53
# semana 75

¥ b ¥ 3 ¥ ¥
EX S Yy AN R 3

&
08800 MN
SOUOOLUY 3P .21 =P %
&
N
0BG 00 MN
SOOOM B3P ANL 3P %
&
&
A U N
Xowmown s oX

crep3G00 MN
Soucoul 8p LANA 8P %

i

& ;

!

{

H

i
& g

{

{
L

i

i

3

s ¥ v ' i
oW oW oW oW
T8 OH & &

=

wepBGO0 MN SO0 3D
+ASTWO BP %

33

[

X

|

% semana 53
& semana7h

~
S
¥ ¥ ¥
) 2 R <
o o 2 o

orosoB800 MN
SOHOOJU 2D 271 9P %

@

¥ ki ki
Lot foed Lontd e
oY 1 o

winceo3G 00 MN

SOUOOIL 9P JNL 2R %

L
)

& ¥+ Ly *
Lot ) D <HO
Loucy fexd @ o o
——

eso@G0D MIN SOHOOuUI| op
NI 8P %

¥ T T ¥
<o o st e s
¥ % N -

airoso95 00 MN SOHR0{UY 8P
+3SO-NO 8P %



ES 2985816 T3

Figura 3 {continuacion)
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Figura 6 {continuacion)
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Figura 7 {continuacion)
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