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DESCRIPCION
Uso de IL-7 e IL-15 para la modificacion genética de los linfocitos T de memoria
INTRODUCCION

El repertorio de células T con especificidad de antigeno (Ag) esta estrechamente regulado por mecanismos
homeostaticos que aseguran su persistencia y funcionalidad incluso en ausencia del antigeno. Después de
encontrarse con un Ag, las células T naif sufren una expansion clonal rapida y se diferencian en células T efectoras
(1, 2). La duracidon de vida de las células T efectoras esta limitada por la muerte celular que puede ocurrir después
de encontrar un Ag adicional (muerte celular inducida por activaciéon) o debido a la ausencia de factores de
supervivencia. Durante una respuesta inmune, se generan también células T de memoria. Las células T de memoria
pueden sobrevivir durante toda la vida, proporcionando asi una proteccion de larga duracién contra los patégenos de
recuerdo (3). Las frecuencias de células T de memoria con especificidad de antigeno en la mayoria de las muestras
bioldgicas, sin embargo, siguen siendo inferiores al limite de deteccién de los ensayos de tincion del tetramero
Ag/MHC (Complejo Mayor de Histocompatibilidad) y ensayos funcionales, tales como la tincién de citoquinas
intracelulares y ELISpot (4, 5). Las células T CD4' con especificidad de Ag en particular son en su mayoria
indetectables ex vivo y por consiguiente se analizan después de tandas multiples de expansion de las células T in
vitro impulsada por Ag. La reestimulacion in vitro, sin embargo, favorece probablemente la diferenciacion terminal de
las células, dificultando su supervivencia a largo plazo. Como consecuencia, las células T re-estimuladas por Ag in
vitro podrian exhibir también un fenotipo no totalmente representativo del encontrado in vivo. Por estas razones, son
necesarias estrategias alternativas que mejoren la deteccién ex vivo de las células T con especificidad de Ag a fin de
caracterizar mejor las respuestas inmunes en curso, y evaluar la inmunocompetencia de pacientes con trastornos
relacionados con la inmunidad.

Varios estudios han demostrado que el establecimiento y el mantenimiento de la memoria de las células T estan
controlados por sefiales dirigidas asociadas con las células (complejo Ag/MHC) y solubles (citoquinas) (3, 6, 7). El
disparo del TCR por complejos Ag/MHC propios y extrafios regula la transicion de las células naif a células de
memoria, la supervivencia y la proliferacién de las células de memoria. El conjunto de linfocitos de memoria es
posiblemente muy heterogéneo. Recientemente, se han identificado dos tipos de células T de memoria: las células T
de memoria efectoras (CD45RA-, CCR7-, CD62L-) y las células T de memoria central que son células CD45RA
negativas caracterizadas por la expresion de CCR7 y CD62L, dos moléculas requeridas para el asentamiento en
areas de células T de o6rganos linfoides secundarios. Después de la estimulacion con un antigeno, las células T de
memoria central producen niveles bajos de citoquinas efectoras tales como IL-4 e IFN-y, pero niveles altos de IL-2,
que es capaz de sostener su proliferacion rapida y consistente. Después de encontrarse con un antigeno, las células
T de memoria central experimentan: 1) proliferacion, dando como resultado un proceso auto-regenerativo,
encaminado a aumentar su reserva, y 2) diferenciacion, que da como resultado la generacion de células T de
memoria efectoras, que se caracterizan por un bajo potencial proliferativo pero son capaces de migrar a tejidos
inflamados no linfoides y mediar la fase efectora de la respuesta inmune (8). La retirada del Ag es critica para evitar
una estimulacién excesiva del TCR y la muerte celular inducida por activacion, y para la generacién de células T de
memoria central. La homeostasis apropiada de las células T estd asegurada por citoquinas que regulan
estrechamente la supervivencia, proliferacién y apoptosis de los linfocitos T humanos y murinos. Entre los factores
solubles, las citoquinas comunes de fijacién de la cadenay tales como IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21 promueven
la supervivencia celular y la proliferacion homeostatica (2). En particular, IL-2 sostiene a la vez la proliferacion de las
células T y la apoptosis después del encuentro con un antigeno. Las sefiales generadas por TCR y por IL-7
controlan la proliferacion y supervivencia de las células naif y de memoria (7, 9-14). En ausencia de intervencion del
TCR, IL-7 hace las células T CD4+ maduras humanas naif y de memoria menos susceptibles a la muerte celular
inducida por Fas (15). Ademas, por inducir la regulacion creciente de Bcl-2, favorece la transicion de las células T
CD4+ con experiencia de Ag a células de memoria en reposo (9, 11). Finalmente, IL-15 combina una actividad anti-
apoptética con un efecto consistente de promocion de la proliferacion de células T naif y de memoria (16). Por estas
razones, las citoquinas de fijacion de la cadenay comunes han sido utilizadas con anterioridad en combinacién con
la expansion de las células dirigida por Ag para el mantenimiento y la expansién in vitro de lineas de células T con
especificidad de Ag. En algunos casos se utilizaron también citoquinas comunes de fijacion de la cadengara
mejorar la deteccién de células T con especificidad de Ag.

La publicacién de patente de los Estados Unidos US2005/0074822 se refiere a un método de detecciéon de una
poblacién de células T con especificidad de antigeno en el cual las células se exponen al antigeno en presencia de
citoquinas comunes de fijacion de la cadena Este nétodo no permite la expansion , 0 el enriquecimiento, de
células de memoria con especificidad de Ag.

Varios documentos (44-49) describen la activacion de linfocitos con baCD3/CD28 y sus exposicion a IL-2 y/o IL-7
dentro del contexto de la transduccion de células T.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Modelo 3. Esta invencion esta basada en el concepto de que las células de memoria central, después del disparo del
TCR en presencia de co-estimulacién y cultivo con gamma-citoquinas, pueden expandirse in vitro y ser modificadas
genéticamente por un vector viral, en tanto que mantienen sus fenotipos funcionales.

Se cree que la terapia celular con linfocitos T tiene un enorme potencial para curar canceres, infecciones, inmuno-
deficiencias y autoinmunidad. Ademas, la misma puede utilizarse para modular las respuestas inmunes que se
producen en el contexto del trasplante. La modificacion genética esta orientada a ensanchar el intervalo terapéutico
de los linfocitos T por aumento de su eficacia y/o limitacion de su toxicidad. Esto se consigue por la transferencia de
genes que codifican nuevos receptores, productos biolégicamente activos, factores de resistencia y de control. Se
espera que los factores de control proporcionen eliminacion/desactivacion selectivas in vivo de células modificadas
genéticamente si sobreviene un efecto toxico/indeseable. La terapia con genes suicidas en el contexto del trasplante
alogénico de células hematopoyéticas (alo-HCT) es el ejemplo mas claro del modo en que la modificacion genética
de células T con un factor de control logra un beneficio terapéutico. En la alo-HCT, el reconocimiento inmune de
antigenos del hospedador por las células T del donante es un arma "de doble filo", que conduce a efectos
beneficiosos especificos: las células T 1) median un efecto antitumoral directo (injerto-frente a-leucemia-GvL); 2)
promueven el injerto de precursores hematopoyéticos; 3) proporcionan un sistema inmune intacto a los pacientes
trasplantados, haciendo asi posible que remitan la incidencia y la gravedad de las infecciones post-trasplante.
Lamentablemente, las células T del donante pueden reaccionar también contra los tejidos sanos del hospedador,
conduciendo asi a la enfermedad de rechazo inverso ( la GvHD), amenazante para la vida (20). La modificaciéon
genética de las células T con un vector retroviral que expresa el gen suicida de la timidina-quinasa (TK) del Virus del
Herpes Simplex confiere sensibilidad selectiva al pro-farmaco ganciclovir (GCV). En los pacientes, la infusion de
linfocitos TK" y la administracién subsiguiente de GCV dieron como resultado una modulacion a lo largo del tiempo
de la reactividad anti-hospedador para la preservacion de los beneficios de las células T, y un control selectivo de la
GvHD (21-23).

El éxito de la terapia con células T y la terapia génica con células T depende de la capacidad de las células T para
proliferar y sobrevivir a largo plazo in vivo. Para alcanzar esta meta, las células T necesitan asentarse
adecuadamente en 6rganos linfoides secundarios, donde ocurre el encuentro apropiado con el antigeno e induce las
células T a adquirir funciones efectoras. Esta siendo cada vez mas reconocido que estos atributos tienden a
segregarse en etapas precoces de la diferenciacion de las células T maduras, y en particular en el compartimiento
de la memoria central. La modificacién genética con vectores virales puede alterar la fisiologia de las células T. En
particular, la modificacion genética por vectores retrovirales (RV) requiere proliferacion celular. Esto se consigue
corrientemente por activacion con estimulos policlonales y cultivo en presencia de dosis altas de IL-2 humana
recombinante. Los inventores han encontrado que los linfocitos T humanos modificados genéticamente, generados
con los protocolos corrientes, es decir la activacion con anticuerpos solubles anti-CD3 y cultivo en presencia de IL-2,
son principalmente células de memoria efectoras, que exhiben facilmente funciones efectoras in vivo pero que se
injertan deficientemente en los hospedadores condicionados por inmunodeficiencia. Dado que la expansion y
persistencia de las células T humanas es un requisito previo crucial para una terapia génica eficaz basada en células
T, la presente invencién proporciona un método de cultivo y transduccion de células T aptas para generar células T
de memoria central modificadas genéticamente. Para este propésito, los inventores combinaron:

- activacion de células T con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28
- cultivo con IL-7 e IL-15 a dosis bajas
- transduccion con un vector retroviral.

Los resultados indican que la produccién de linfocitos modificados génicamente con cuentas en presencia de IL-7 e
IL-15 es factible y que estas células tienen una ratio fisioldgica CD4/CD8 y un fenotipo funcional de memoria central,
definido por i) una ausencia de expresion de CD45RA y presencia de expresion de CD62L, ii) una co-expresion de
las moléculas CD27 y CD28 vy iii) una produccion de IL-2 en ausencia de IFN-y y/o IL-4.

Adicionalmente, los inventores observaron que las células T de memoria central modificadas genéticamente
infundidas en hospedadores condicionados por inmunodeficiencia i) se injertan y expanden a niveles
significativamente mas altos que las células T efectoras de memoria modificadas genéticamente, y ii) son mas
potentes que los linfocitos efectores de memoria para inducir una respuesta inmune a los antigenos hospedadores.

Estos resultados demuestran que pueden obtenerse linfocitos recombinantes plenamente funcionales de memoria
central y aprovecharse para la curacién de enfermedades humanas.

En la presente invencion, el término linfocitos recombinantes plenamente funcionales de memoria central significa,
células T de memoria central con potencial de supervivencia a largo plazo, capaces de asentarse en 6rganos
periféricos linfoides, y diferenciarse en células efectoras después del reencuentro con el antigeno in vivo.
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El objeto de la invencion es un método in vitro para obtener una poblacion de células T de memoria modificadas
genéticamente, que comprende los pasos de:

a) activar linfocitos con al menos dos anticuerpos agonistas de receptores de activacion especificos en los cuales
uno de los anticuerpos agonistas de receptores de activacion de linfocitos es especifico para el polipéptido CD3, y el
otro anticuerpo agonista de receptores de activacion de linfocitos es especifico para CD28;

b) exponer los linfocitos activados a una cantidad eficaz de al menos IL-7 e IL-15, capaz de expandir selectivamente
poblaciones de células T de memoria;

c) insertar y expresar un gen exégeno por medio de un vector apropiado en las células obtenidas en b).

Preferiblemente, las poblaciones de células T de memoria comprenden poblaciones de células T CD4" y/o CD8" y/o
vO, y/o NKT.

Preferiblemente, los linfocitos se derivan de una muestra biolégica perteneciente al grupo de: muestras de sangre y
otro liquido de origen biolégico, muestras de tejido solido, cultivos de tejido de células derivadas de los mismos y la
progenie de los mismos, células aisladas de muestras biolégicas como, por ejemplo, PBMCs. Preferiblemente, el
agonista receptor especifico de activacion de los linfocitos esta conjugado a soportes que mimetizan células, siendo
mas preferiblemente los soportes que mimetizan células cuentas paramagnéticas.

En una realizacién preferida, el vector es un vector viral.

En una realizacion preferida, el gen exdgeno codifica un gen suicida, y/o un gen marcador, y/o una molécula
biolégicamente activa, y/o un receptor, y/o un factor soluble retenido en la célula o liberado al exterior de la célula,
y/o un gen que confiere resistencia a un profarmaco.

La invencién se describira a continuacién por medio de ejemplos no limitantes, haciendo referencia a las figuras
siguientes:

FIGURA 27. La activacion con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 (baCD3/CD28) y el
cultivo con IL-7 e IL-15 promueven la expansion de las células T y generan eficientemente linfocitos
humanos modificados genéticamente con una ratio CD4/CD8 preservada. Se estimularon 5 x 10° PBMC con
aCD3 y se cultivaron con IL-2 o con baCD3/CD28 y se cultivaron con IL-7 e IL-15. El dia 14, se contaron las células
por exclusion con Azul Tripan. (A) Se consignan los valores medios de multiplicidad de expansion de las células T en
las dos condiciones de estimulacién y cultivo (n = 4 donantes). 48 horas y 72 horas después de la estimulacion
inicial, se sometieron las células a transduccion por el vector retroviral SFCMM3. El dia 6, las células modificadas
genéticamente se cuantificaron por citometria de flujo después de tincion con anticuerpos anti-LNGFR. (B) Se
consignan los valores medios de eficiencia de transduccion (en %) en las dos condiciones de estimulacién y cultivo
(n = 4 donantes). El dia 14, las células se analizaron por citometria de flujo para expresion de ALNGFR vy para la
expresion de CD4 y CD8. (C) Se consignan los valores medios de la ratio CD4/CD8 en las células genéticamente
modificadas generadas con los dos protocolos (n = 4 donantes).

FIGURA 28. La activacién con baCD3/CD28 y el cultivo con IL-7 e IL-8 generan linfocitos humanos TK" con
fenotipo de memoria central. El dia 14, las células TK" generadas con aCD3 y cultivadas con IL-2 o generadas con
baCD3/CD28 y cultivadas con IL-7 e IL-15 se analizaron respecto a fenotipo de memoria. Después de seleccion
respecto a la expresion de ALNGFR, se analizaron las @&lulas por citometria de flujo respecto a la co -expresion de
CD45RA y CD62L. Se consignan los valores medios de la distribucién relativa (eje y, %) de CD45RA'CD62L"
(barras negras), CD45RA” CD62L" (barras grises oscuras), CD45RA” CD62L" (barras grises claras) o CD45RA"
CD62L" (barras blancas) (A) para las células CD4" y (B) para las células CD8" obtenidas de n = 4donantes. Se
analizaron también las células por citometria de flujo respecto a la co-expresion de CD27 y CD28. Se consignan los
valores medios de la distribucién relativa (eje y, %) de CD28°CD27" (barras negras), CD28'CD27" (barras grises
oscuras), CD28°CD27" (barras grises claras) o CD28°CD27" (barras blancas) (C) para las células CD4" y (D) para las
células CD8" obtenidas a partir de n = 4 donantes.

FIGURA 29. Los linfocitos humanos TK* de memoria central son células no polarizadas. El dia 14, las células
TK" generadas con aCD3 y cultivadas con IL-2 o generadas con baCD3/CD28 y cultivadas con IL-7 e IL-15 se
analizaron respecto a la produccién de citoquinas. Después de seleccidn respecto a la expresion de ALNGFR, se
analizaron las células por citometria de flujo respecto a la produccién de IFN-y e IL-4. Se consignan los valores
medios de la distribucién relativa (eje y, %) de IL-4" y IFN-y” (barras blancas), IL-4"IFN-y* (barras grises), o IL-4'IFN-
vy (barras negras) (A) para células CD4" y (B) para células CD8".

FIGURA 30. La activacion con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y el cultivo con IL-7
* IL-15 o IL-2 promueven la expansion de las células T y generan eficientemente linfocitos humanos
modificados genéticamente con una ratio CD4/CD8 preservada. Se estimularon PBMC con cuentas conjugadas
con anti-CD3 y anti-CD28 (designadas "B") y se cultivaron sin citoquina alguna, o con IL-7 + IL-15, IL-2, o IL-7, 0 se
estimularon con anti-CD3 soluble y se cultivaron con IL-2. 48 y 72 horas después de la estimulacion inicial, las
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células se sometieron a transduccion por el vector retroviral SFCMM3. A) El dia 6, las células genéticamente
modificadas se cuantificaron por citometria de flujo después de tincién con anticuerpos anti-LNGFR. Se consignan
los valores medios de la eficiencia de transduccion (en %) en las diferentes condiciones de estimulacion y cultivo. B)
El dia 10, se analizaron las células por citometria de flujo respecto a la expresion de ALNGFR vy la expresién de CD4
y CD8. Se consignan los valores medios de la ratio CD4/CD8 en las células modificadas genéticamente generadas
con los diferentes protocolos. C) Los dias 6 y 9, se contaron las células por exclusién con Azul Tripan. Se consignan
los valores medios de multiplicidad de expansion de las células T en las diferentes condiciones de estimulacion y
cultivo (n = 5 donantes). * = p < 0,05 ** =p <0,01.

FIGURA 31. La activacion con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y el cultivo con IL-7
* |L-15 o IL-2 generan linfocitos humanos transducidos con fenotipo de memoria central. El dia 10, los
linfocitos transducidos generados, bien con cuentas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 y cultivados sin citoquina
alguna, o con IL-7 + IL-15, IL-2, o IL-7, o estimulados con anti-CD3 soluble y cultivados con IL-2 se analizaron
respecto a fenotipo de memoria. Las células se analizaron por citometria de flujo para la coexpresion de CD45RA y
CD62L. Se consignan los valores medios de la distribucion relativa (eje y, %) de CD45RA'CD62L" (células naif),
CD45RACD62L" (células de memoria central), CD45RA CD62L" (células efectoras de memoria) o CD45RA" CD62L
(efectores diferenciados terminalmente) en las células CD3"ALNGFR" (n = 6 donantes). * = p < 0,05, ** = p < 0,01.

FIGURA 32. La cinética de expresion del receptrde IL -2/15 (CD122) no depende del procedimiento de
activacion, cultivo y transduccion. Los dias 0, 2, 4, 9 y 13, después de la estimulacion inicial, los linfocitos
transducidos generados con cuentas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 y cultivados en ausencia de citoquinas, o
con IL-7 + IL-15, IL-2, o IL-7, o estimulados con anti-CD3 soluble y cultivados con IL-2 se analizaron respecto a la
expresion de CD122. Se consigna el % de células CD3" (los dias 0, 2 y 4) y de células transducidas (los dias 9 y 13)
que expresaban CD122 en momentos diferentes en A) células CD8" y B) células CD4". (n = 4 donantes).

FIGURA 33. La activacion con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y el cultivo con IL-7
* IL-15 o IL-2 promueven la expresion intensa y prolongada del receptor a IL-2 (CD25) en los linfocitos
transducidos. Los dias 0, 2, 4, 9 y 13, después de la estimulacion inicial, los linfocitos transducidos generados con
cuentas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 y cultivados en ausencia de citoquinas, o con IL-7 + IL-15, IL-2, o IL-
7, o estimulados con anti-CD3 soluble y cultivados con IL-2 se analizaron respecto a la expresion de CD25. El % de
células CD3" (los dias 0, 2 y 4) y de células transducidas (los dias 9 y 13) que expresaban CD25 en momentos
diferentes se consignan en A) células CD8" y B) células CD4". (n = 4 donantes). * = p < 0,05, ** = p < 0,01.

FIGURA 34. La activacion con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y el cultivo con IL-7
promueve la expresion intensa y prolongada del receptoa de IL -7 (CD127) en los linfocitos transducidos.
Los dias 0, 2, 4, 9 y 13, después de la estimulacién inicial, los linfocitos transducidos generados con cuentas
conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 y cultivados en ausencia de citoquinas, o con IL-7 + IL-15, IL-2, o IL-7, o
estimulados con anti-CD3 soluble y cultivados con IL-2 se analizaron respecto a la expresion de CD127. Se
consigna el % de células CD3" (los dias 0, 2 y 4) y de células transducidas (los dias 9 y 13) que expresaban CD127
en momentos diferentes en A) células CD8" y B) células CD4". (n = 4 donantes). * = p < 0,05; ** = p < 0,01.

FIGURA 35. La activacion con cuentas conjugadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y el cultivo con IL-7
preservan un alto potencial alorreactivo proliferativo y una baja sensibilidad a las sefiales apoptoéticas en las
células transducidas.

Las células T transducidas generadas con cuentas conjugadas con anti-CD3 y anti-CD28 y cultivadas con IL-7 o IL-
2, o por activacion con anti-CD3 soluble y cultivo en IL-2 se tifieron con CFSE el dia 9 después de la estimulacion
inicial, y se co-cultivaron con PBMCs alogénicos irradiados. Linfocitos de sangre periférica (PBL) no manipulados
procedentes de los mismos donantes se tifieron con CFSE, se co-cultivaron con los mismos PBMCs alogénicos
irradiados y se utilizaron como controles. Después de 7 dias se contaron las células, se tifieron con To-pro3, y se
analizaron por FACS para evaluar el porcentaje de células en division y/o células moribundas. A) porcentaje de
células en division. B) nimero total de células moribundas. La muerte celular inducida por la activacion se calculod
sobre las células en division (parte blanca inferior de los histogramas) y la muerte por abandono se calculd sobre las
células que no se dividian (parte negra superior de los histogramas). * = p < 0,05; ** = p < 0,01.

FIGURA 36. La capacidad de autorrenovacion de las células genéticamente modificadas de memoria central
generadas con cuentas conjugadas con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 y cultivo con IL-7, después de
estimulacion alogénica.

A) Las células tratadas como se describe en la Figura 35 se analizaron en cuanto a la expresion de CCRY7 e IL-7Ra,
7 dias después del inicio de la MLR. El porcentaje de células CCR7" (panel superior) e IL-7Ra" (panel inferior) en
division se representa en el cuadrante superior izquierdo. B) Las células se enfrentaron luego nuevamente in vitro a
los mismos estimuladores alogénicos, siguiendo las mismas condiciones de cultivo utilizadas en la primera
estimulacion. Se muestra el porcentaje de células en division después de la estimulaciéon secundaria.
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FIGURA 37. Los linfocitos transducidos generados con anticuerpos CD3/CD28 en cuentas se injertan
rapidamente en ratones NOD/Scid.

Ratones NOD/Scid se acondicionaron y trasplantaron con piel humana, se infundieron por via intravenosa con 20 x
10° linfocitos transducidos generados con cuentas CD3/CD28 y cultivados con IL3 o IL2, o con OKT3 y cultivo con
IL-2. La formacion de quimeras humanas se evalu6 semanalmente por citometria de flujo después de tincion para
CD3 humano y CD45 de raton. Se ajustaron los cuadrantes y los porcentajes de acuerdo con tincion de control
isotipo. Se muestra la cinética de la formacion de quimeras humanas (n = 4 donantes).

FIGURA 38. Los linfocitos transducidos generados con cuentas CD3/CD28 y cultivados con IL-7 inducen
GvHD xenogénica en ratones NOD/Scid.

Ratones NOD/Scid se acondicionaron y trasplantaron con piel humana, se infundieron por via intravenosa con 20 x
108 linfocitos transducidos generados con cuentas CD3/CD28 y cultivo con IL7 o IL2, o con OKT3 y cultivados con
IL-2. Los ratones respecto a GvHD xenogénica de acuerdo con 1) pérdida de peso, 2) registro clinico de GvHD
(descrito en materiales y métodos). Controles: animales que no recibieron infusiones de linfocitos.

FIGURA 39. Los linfocitos transducidos generados con cuentas CD3/CD28 y cultivados con IL-7 inducen
GvHD alogénica grave en los ratones NOD/Scid.

Tres semanas después de la infusidon con células T humanas, los ratones quimera NOD/Scid se sacrificaron y se
retird bilateralmente la piel humana. Todas las biopsias fueron analizadas subsiguientemente a ciegas por patélogos
mediante tincién con hematoxilina-eosina (EE) y con CD3 anti-humana (ahCD3). Se muestran secciones
representativas.

Materiales y Métodos

Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Etico del Instituto Cientifico San Raffaele y se
realizaron de acuerdo con sus directrices.

Analisis por Citometria de Flujo

Donde se indica, las células se tifieron superficialmente con mAb anti-CD4 o anti-CD8, y con mAbs anti-CD44, anti-
CD127, anti-CD25, anti-CD132 y anti-CD62L (todos ellos de PharMingen excepto el Ab anti-CD127, clon A7R34, de
Bioscience), y se fijaron, permeabilizaron y tifieron ulteriormente con el mAb anti-Bcl-2 de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

Activacion, Cultivo y Transduccion Retroviral de las Células T Humanas

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por separaciéon en gradiente de Lymphoprep de
capas de superficie de plasma coagulado de donantes sanos obtenidas después de consentimiento informado
(Fresenius, Oslo, Noruega). Se cultivaron los PBMC en medio RPM11640 (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD)
complementado con antibiéticos, glutamina y con FBS al 10% desactivado por calor (Bio Whittaker-Italia, Milan,
Italia). Se sembraron los PBMC en placas de 6 pocillos (1 x 106/ml) y se activaron con anti-aCD3 (OKT3 30 ng/ml,
OrthoBiotech, Raritan, NJ) o baCD3/CD28 paramagnéticos (3:1 cuentas/células T) (Dynabeads, Dynal Biotech, o
XCyte, Therapies Inc., Seattle WA, EE.UU., Invitrogen). Las células T se enriquecieron por baCD3/CD28 antes del
cultivo. Las células activadas con aCD3 se cultivaron con IL-2 humana recombinante a 600 Ul/ml (Chiron,
Emeryville, CA).

Las células activadas con baCD3/CD28 se cultivaron: 1. En ausencia de citoquinas; 2. Con IL-7 humana
recombinante a la concentracion minima de 5 ng/ml (Peprotech, Londres, Reino Unido); 3. Con IL-7 e IL-15
humanas recombinantes, ambas a la concentracion minima de 5 ng/ml cada una (Peprotech, Londres, Reino Unido).
Los dias 2 y 3, se sometieron las células a transduccion con el sobrenadante retroviral SFCMMS3 por espinoculacion
a 2400 rpm durante 2 horas a 37°C con polibreno &/ml (Sigma, St. Louis, MO). EIl vector retroviral SFCMM3
codifica el gen suicida TK bajo el promotor LTR y una forma truncada del receptor de afinidad baja para el factor de
crecimiento de los nervios (ALNGFR) bajo el promotor SV40 (27). El sobrenadante retroviral fue proporcionado por
Molmed s.p.a. El dia 6 después de la activacion de las células T, las cuentas calibradas como células utilizadas para
la estimulacion se separaron de las células T, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En algunos
experimentos, el dia 7 después de la activacién de las células T, los linfocitos sometidos a transduccién se
seleccionaron positivamente de acuerdo con el protocolo que sigue (protocolo titulado: Inmunoseleccidn positiva de
linfocitos transducidos).

Las células se cultivaron hasta 14 dias. El dia 14, se calcul6 la multiplicidad de expansion multiplicando los
porcentajes de células LNGFR" determinados por citometria de flujo con los recuentos de Azul Tripan. Se
reemplazaron el medio y las citoquinas, de acuerdo con el protocolo inicial, cada 3-4 dias. En los momentos
seleccionados, se calculd la multiplicidad de expansion multiplicando los porcentajes de células ALNGFR'
determinados por citometria de flujo por los recuentos de Azul Tripan.
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Inmunoseleccion positiva de los linfocitos transducidos

El dia 7 después de la activacion de las células T, los linfocitos transducidos se seleccionaron positivamente. Dado
que las células transducidas expresabamALNGFr en su superficie, se utilizaron ant icuerpos anti-LNGFr cubiertos
con cuentas magnéticas para separar los linfocitos transducidos de los no transducidos.

Se recogieron las células de las placas en tubos, se lavaron (1500 rpm 10 min a la temperatura ambiente-RT) y se
suspendieron de nuevo en W78 a una concentramon final de 5 x 10%/ml. Se afiadi6 luego el anticuerpo anti-LNGFr
20.1 a la suspension de células (1 g/20 x 10° ) ¥ las células se dejaron en rotacién a 10 rpm durante 30 min a RT. Se
lavaron luego una sola vez las células T y se resu EPendleron en WB a 25 x 10%ml. Se afiadieron después
Dynabeads M-450 con IgG de oveja anti-ratén (5 x 10 cuentas/10° clones positivos) y las células se dejaron en
rotacion a 10 rpm durante 30 minutos a la temperatura ambiente. Las células transducidas se seleccionaron luego
magnéticamente. A este fin, se pusieron los tubos cerca del iman durante 3 min y se desechd la fraccion negativa.
Este procedimiento se repitié un total de 3 veces. Finalmente, la fraccién de células unidas a las cuentas se separd
del |man se lavo, y se resuspendié en medio nuevo con el coctel de citoquinas apropiado a una concentracion de 1
x 10° células/ml.

Citometria de flujo de las células T transducidas

Se utilizé citometria de flujo para analisis del fenotipo de superficie, la eficiencia de transduccion, el ciclo celular y la
produccién de citoquinas. Se utilizaron los anticuerpos siguientes (Pharmingen): mAb conjugado a FITC para CD4,
CD8, CD45RA, CD27 e IFN-y humanos, mAb conjugado a PE para CD4, CD8, LNGFR, CD62L, CD28 e IL-4
humanos, mAb conjugado a la proteina peridinin-clorofila (PerCP) para CD45 de ratén (Ly5.1), y mAb conjugado a
aloficocianina (APC) para CD3 humano. Las muestras se ejecutaron a través de un citdmetro de flujo FACScalibur
(Becton Dickinson, Mountain View, CA) después de control tefiido con mAb irrelevante del mismo isotipo conjugado
con fluorocromos y los datos se analizaron utilizando Software CellQuest (Becton Dickinson).

Se utilizaron también anticuerpos conjugados con fluorocromos para CD127, CD122, CCR7, y CD45 de raton
(Pharmingen, San Diego, CA, EE.UU.) para tefiir los linfocitos.

Produccioén de citoquinas

Para determinacion de la produccion de citoquinas, se sembraron células en placas de 24 pocillos (1 x 106/ml) y se
estimularon con 50 ng/ml de PMA (Estigma) y 1 ug/ml de ionomicina (Sigma). Después de 4 h, se afiadio brefeldina
A (Sigma) durante 2 horas mas (10ug/ml). Las células se tifieron luego con los anticuerpos marcadores apropiados
anti-superficie conjugados con fluorocromos y se fijaron con 1% de para-formaldehido a 4°C durante 10 min. La
tincion intracelular se realizé con los anticuerpos anti-citoquina conjugados con fluorocromos apropiados después de
incubacién durante 20 min a RT en PBS con 2% de FBS que contenia 0,05% de saponina (Sigma).

Ensayo de dilucion con CFSE y reaccion de los linfocitos mixtos (MLR)

El analisis de la alorreactividad de las células T se realizé el dia 10 después de cultivo inicial de los linfocitos. Las
células T transducidas se tifieron con CFSE el dia 10, y se cultivaron luego con PBMCs alogénicos irradiados. CFSE
esta constituido por una molécula de fluoresceina que contiene un grupo funcional éster de succinimidilo y dos
restos acetato. CFSE se difunde libremente en las células y las esterasas intracelulares escinden los grupos acetato
convirtiéndolo en un tinte fluorescente, incapaz de atravesar la membrana por permeacién. El tinte no se transfiere a
las células adyacentes. EI CFSE es retenido por la célula en el citoplasma y no afecta desfavorablemente a la
funcidén celular. Durante cada tanda de division celular, la intensidad relativa del tinte se reduce a la mitad.

Procedimiento de tincion con CFSE:

Las células se lavaron dos veces en PBS (en ausencia de suero) y se ajustaron a 2 x 107/ml. Se diluyé CFSE a 1 uM
en PBS y se mezclé con la suspension de células en una ratio 1:1. Las células se agitaron en seguida
enérgicamente, se mezclaron durante 8 min a RT. Se afiadié luego FBS en una ratio 1:1 y un minuto después se
centrifugaron las células a 2000 rpm durante 2 min. Se deseché luego el sobrenadante, y se lavaron dos veces las
células con una solucion que contenia 10% de FBS (PBS o medio).

MLR

Al final del procedimiento, las células T transducidas y tefiidas con CFSE (sensibles) se dejaron en cultivo en placas
de 24 pocillos con PBMCs alogénicos (estimuladores) irradiados con 2000 cGy en una ratio 1:1. No se afiadio
citoquina alguna al cultivo de células. Como control negativo se utilizaron células T transducidas tefiidas con CFSE
dejadas en cultivo en ausencia de estimuladores. Como control positivo se utilizaron células dejadas en cultivo con
anticuerpo soluble anti-CD3.
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Lecturas

En momentos seleccionados después de la estimulacion, se recogieron muestras de las células y se tifieron con
anticuerpos monoclonales anti-marcadores de superficie conjugados con fluorocromos. Inmediatamente antes de la
adquisicion de FACS, se afadié 1 ul de solucién To-Pro-3 a cada muestra de FACS. To-Pro-3 es un tinte de DNA de
intercalacion en el rojo lejano, detectable en fluorescencia 4, que ofrece la posibilidad de tefir conjuntamente las
células con anticuerpos conjugados con FITC, PE y APC. Su funcién es revelar la fraccion de células muertas.

Analisis in vivo

Ratones con defectos inmunolégicos en el compartimiento adaptativo (Scid, genes activadores de la recombinacion”
) asi como en el compartimiento innato (NOD, cadeng comun '/') se utilizan cominmente para estudiar la biologia
de los linfocitos humanos in vivo. Los inventores de la presente invencion utilizaron ratones NOD/Scid para testar la
actividad de los linfocitos de memoria central modificados genéticamente in vivo. Se obtuvieron ratones NOD/Scid
hembra de 6 a 8 semanas de Charles-River Italia (Calco, lItalia). El protocolo experimental fue aprobado por el
comité interno para estudios con animales en el Instituto de los inventores (Institutional Animal Care and Use
Committee [IACUC]). Los ratones se trataron de acuerdo con los protocolos siguientes:

Modelo de Enfermedad Xenogénica de Rechazo Inverso

Se obtuvieron ratones NOD/Scid hembra de 6 a 8 semanas de Charles-River ltalia (Calco, Italia). Una semana antes
de la infusion, los ratones se transfirieron desde aisladores de flujo laminar a jaulas normales y se mantuvieron en
condiciones especificas exentas de patdgenos, recibiendo agua estéril y pelets irradiados ad libitum. El dia antes del
experimento, se administré a los ratones 1 mg de anticuerpo monoclonal de bloqueo anti-ratén IL-2RB por va

intraperitoneal para neutralizar la actividad residual de NK. El anticuerpo anti-IL-2Rp se produjo como se ha descrito
a partir del hibridoma TMB-1 proporcionado amablemente por el Prof. Tanaka (Osaka University, Japén). El dia 0, los
ratones recibieron irradiacion total del cuerpo con una sola dosis de 350 cGy (irradiacion gamma procedente de un
acelerador lineal) y se infundieron inmediatamente con PBL sin modificar o linfocitos humanos transducidos con el
vector retroviral SFCMM3 (28). Los PBL sin modificar se obtuvieron a partir de PBMC después del agotamiento de
monocitos contaminantes, células B y células NK con el kit Pan de aislamiento de células T (Miltenyi, Bergisch
Gladbach, Alemania). Las células se resuspendieron en 500 uyl de medio X-VIVO15 y se infundieron por via
intraperitoneal. Los ratones se monitorizaron luego respecto a GvHD por calculo de la pérdida de peso. Los ratones
moribundos se sacrificaron por razones éticas. La fracciéon de quimeras humanas se determiné semanalmente por
citometria de flujo después de sangrado de la vena del rabo. La formaciéon de quimeras humanas se calculé como
sigue: quimeras humanas (%)= [huCD3" / (huCD3" + mCD45") x 100.

Analisis de la GvHD Xenogénica

En la semana 1, 2 y 3 después de la infusion de las células T, los ratones se pesaron y se evaluaron respecto a
GvHD xenogénica de acuerdo con el registro siguiente: pérdida de peso (0 para pérdida de peso < 10%, 1 para
10%-25%, 2 para > 25%), encorvamiento (0-2), actividad (0-2), textura del pelo (0-2), integridad de la piel (0-2), con
indice maximo de 10. Se estimé también la pérdida de peso como variable independiente, dado que se considerd
como el criterio mas objetivo (Tabla 1).

Tabla 1: Evaluacion de la xeno-GvHD clinica en ratones infundidos con células T humanas

Criterios Grado 0 Grado 1 Grado 2

Pérdida de peso <10% 10-25% >25%

Postura Normal Encorvamiento observado | El encorvamiento acusado dificulta
s6lo en reposo el movimiento

Actividad Normal Moderada a ligeramente | Estacionario a no ser que se
reducida estimule

Textura del pelo Normal Moderada a ligeramente | Arrugado acusado / acicalamiento
arrugada deficiente

Integridad de la | Normal Exfoliacién de las patas y | Areas evidentes de piel desnuda

piel el rabo
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Modelo de GvHD alogénica

En el modelo de GvHD alogénica, los ratones se trasplantaron con piel humana y se infundieron con linfocitos
alogénicos modificados genéticamente para valorar su aptitud para asentarse en la piel humana y mediar una regién
GvH alogénica. Una semana antes del trasplante, se transfirieron los ratones desde aisladores de flujo laminar a
jaulas normales y se mantuvieron en condiciones especificas exentas de patdgenos recibiendo agua estéril y pelets
irradiados ad libitum. Alrededor de 3 semanas antes de la infusion de las células T humanas, los ratones se
anestesiaron con 12-18 mg de avertina/raton por via intraperitoneal. Se depil6 luego el lomo de los animales, y se
realizé bilateralmente una incision horizontal en la piel en el lomo de los animales. Se abrid luego una bolsa
subcutanea, y se introdujo un pequefo fragmento de epidermis abdominal humana (privada de la grasa dérmica vy el
tejido conectivo). Al final del procedimiento, se suturé la herida. Dado que la temperatura de los ratones disminuye
progresivamente durante la operacion, los animales se colocaron en una camara calentada durante
aproximadamente 30 min y finalmente se transfirieron a sus jaulas.

Infusion de las células T humanas

Para facilitar el injerto de los linfocitos humanos en los ratones NOD/Scid, se desactivaron funcionalmente las
células NK con anticuerpos del receptof de IL-2 antirraton (TM3 -1) antes de la transferencia de los linfocitos. El
anticuerpo se produjo a partir del hibridoma TMp-1 proporcionado amablemente por el Prof. Tanaka (Osaka
University, Japon). El dia 0, los ratones recibieron irradiacion total del cuerpo con una dosis simple de 300 cGy
(irradiacion y procedente de un acelerador lineal). Los animales se pesaron luego y se infundieron inmediatamente
con linfocitos humanos transducidos que se habian recogido el dia 9 después de la estimulacion inicial. Las células
se infundieron por via intravenosa en 250 ul de solucién salina.

Analisis del injerto de células T

En la semana 1, 2 y 3 después de la infusion de las células T, se recogieron aproximadamentg 300 de
sangre/raton de una pequefia incision en la vena del rabo y se recogieron en tubos que contenian heparina. Los
gldbulos rojos de la sangre se lisaron con una exposicién de 3 min a ACK y se tifieron luego para el analisis
citofluorimétrico como se describe en el parrafo titulado "Tincion para Marcadores Superficiales y Analisis
Citofluorimétrico".

Andlisis de la GvHD alogénica

En la semana 3 después de la infusién de las células T, o antes en el caso de GvHD grave, se sacrificaron los
ratones y se extrajeron bilateralmente los dos fragmentos de piel humana. La piel fijada con formalina e incrustada
en parafina se cortd en secciones de 4 ym de grosor y f&& ti con hematoxilina y eosina para evaluacion
morfoldgica. La valoracidon inmunohistoquimica respecto a la presencia de linfocitos T humanos se realizé con
anticuerpo monoclonal anti-humano CD3 (Dako, Glostrup, Dinamarca) a dilucion 1:100, por el método del complejo
avidina/biotina-peroxidasa utilizando un equipo de inmunotincion Dako automatico. La reaccién de tincion se reveld
por el método del cromoégeno de tetrahidrocloruro y las secciones se sometieron a contratincion con hematoxilina. Se
obtuvieron imagenes con un instrumento Zeiss Axiocam HRC.

Analisis estadisticos

Para cada variable considerada en este estudio, se calcularon la mediana de los valores medios y la desviacion
estandar. Todos los anadlisis estadisticos se realizaron utilizando Microsoft Excel 2003 (Microsoft, Redmond, WA) y
su forma de adicion Statce 12 (OMS Publish, Saitama, Japén). Se realiz6 el test F de Scheffe siguiendo el analisis
de la varianza (ANOVA) para datos paramétricos, y se realizd el test U de Mann-Whitney siguiendo el test de
Kruskal-Wallis para datos no paramétricos.

Resultados y Discusion
Generacion de células T humanas de memoria central modificadas genéticamente

Para la transduccion retroviral de los linfocitos T se requiere proliferacion de las células. Los inventores activaron
PBMC con aCD2 o baCD3/CD28. Las células se activaron con baCD3/CD28 y se cultivaron con IL-7 e IL-15 o con
aCD3 y se cultivaron con IL-2 (Figura 27A). Las células se transdujeron el dia 2, por espinoculacion, con el vector
retroviral SFCMM3. La transduccion se realizé al mismo tiempo y siguiendo el mismo protocolo. La activacién con
baCD3/CD28 en presencia de IL-7 e IL-15 promovia una expansion mayor de las células T (Figura 27A) y conducia
a una mayor eficiencia de transduccion que la activacion con aCD3 en presencia de IL-2 (Figura 27B).
Adicionalmente, al final del periodo de cultivo, se analiz6 la ratio fisiolégica CD4/CD8 y se encontré que se mantenia
mejor en las células transducidas activadas con baCD3/CD28 y cultivadas con IL-7 e IL-1 que con las células
activadas con aCD3 y cultivadas con IL-2 (Figura 27C).
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La activacion policlonal requerida para la transduccion retroviral de los linfocitos T enriquece en células de
memoria

Para determinar la distribucion relativa de los subconjuntos de memoria en las células T humanas transducidas con
el vector retroviral, los inventores analizaron la coexpresion de CD45RA/CD62L. El dia 14, las células T transducidas
activadas con aCD3 y cultivadas con IL-2 eran principalmente CD45RA-CD62L°, es decir células de memoria
efectoras. Por el contrario, las células T CD4" transducidas activadas con baCD3/CD28 y cultivadas con IL-7 e IL-15
estaban fuertemente enriquecidas en CD45RA-CD62L", es decir células de memoria central (Figura 28A). Se
observé también un enriquecimiento de células CD45RA™ CD62L" de memoria central en el caso de las células
activadas por baCD3/CD28 y cultivadas con IL-7 e IL-15 para las células CD8 transducidas (Figura 28B). Para definir
mejor el fenotipo de memoria, se analizé también la co-expresion de CD28/CD27. Mientras que para las células
transducidas CD4" no habia diferencia alguna en la distribucion relativa de los subconjuntos entre las dos
condiciones (Figura 28C), para las células transducidas CD8", la activacion con baCD3/CD28 vy el cultivo con IL-7 e
IL-15 aventajaba a las células T CD28" CD27' (Figura 28D).

Correlatos funcionales de las células T humanas de memoria central modificadas genéticamente

Los linfocitos T humanos de memoria central y efectora, identificados por el fenotipo de superficie, difieren en la
aptitud para producir citoquinas efectoras. El dia 14, los inventores re-estimularon las dos poblaciones de células T
modificadas genéticamente y analizaron las mismas respecto a la produccién de citoquinas. Las células T CD4"
estimuladas con aCD3 y cultivadas con IL-2 producian eficientemente la citoquina efectora prototipo IFN-y.

En contraste acusado, la mayoria de las células T CD4" estimuladas con baCD3/CD28, IL-7 e IL-15 eran células no
polarizadas y no producian IFN-y ni IL-4 (Figura 29A). Se obtuvo un resultado similar con las células CD8" (Figura
29B).

GVHD potencial de las células T humanas de memoria central modificadas genéticamente
Se han propuesto diferentes modelos de aloinjerto para estudiar la GvHD inducida por los linfocitos humanos.

Con objeto de evaluar la reactividad relativa anti-hospedador de los dos linfocitos T humanos suicidas centrales y
efectores modificados genéticamente in vivo, se infundieron estas poblaciones en ratones NOD/Scid acondiciones
con irradiacion no letal y anticuerpos anti-NK. Se infundieron ratones de control con PBL singénicos humanos
purificados. Los inventores observaron que los linfocitos de memoria central modificados genéticamente eran mas
eficientes respecto al injerto que su contrapartida de memoria efectora (formacién de quimeras humanas en la
semana 1: valor medio 0,45%, con intervalo 6,2-1,1 para células de memoria efectora modificadas genéticamente
frente a valor medio 4,5% con intervalo 4,1-5,2 para las células de memoria central modificadas genéticamente,
Tabla 2. Cinco de seis ratones infundidos con células T de memoria efectora modificadas genéticamente
presentaban una formaciéon de quimeras humanas reducida después de la semana 1 y no exhibian GvHD. Por el
contrario, se observé una formacion persistente de quimeras humanas en la mayoria de los ratones infundidos con
células T suicidas de memoria central modificadas genéticamente, y cuatro ratones de seis desarrollaban GvHD
grave.

Tabla 2. Injerto y enfermedad de rechazo inverso

PBL Células TK" de Células TK" de
memoria efectora memoria central
Quimerismo humano
en % (intervalo)® 3,6 (2,5-5) 0,45 (0,2-1,1) 4,5 (4,1-5,2)
Incidencia de GvHD" 6/6 1/6 4/6

& Valor medio (intervalo) en la semana 1 después de la infusion

® Definida como pérdida de peso > 10% del peso corporal inicial

Generacion de células T humanas de memoria central modificadas genéticamente

Para determinar los requerimientos minimos a fin de obtener cierto nimero de células T humanas de memoria
central modificadas genéticamente adecuadas para aplicacion clinica, se compararon las cinco condiciones de
transduccion de células T siguientes:

1. Anticuerpos anti-CD3 solubles (OKT-3) + dosis altas de interleuquina 2 (600 Ul/ml);
2. Cuentas anti-CD3/CD28 calibradas como células sin citoquina alguna;
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3. Cuentas anti-CD3/CD28 calibradas como células + dosis bajas de IL-2 (200 Ul/ml);
4. Cuentas anti-CD3/CD28 calibradas como células + dosis bajas de IL-7 (5 ng/ml);

5. Cuentas anti-CD3/CD28 calibradas como células + dosis bajas de IL-7 (5 ng/ml) + dosis bajas de IL-15 (5
ng/ml).

Las células se sometieron a transduccién y se cultivaron siguiendo protocolos descritos en Materiales y Métodos.
Estos experimentos dieron los resultados siguientes:

1. La activacion con cuentas anti-CD3/CD28 permite una mayor eficiencia de transduccion que la activacion
con anticuerpos solubles anti-CD3

Como se muestra en la Figura 30A, la eficiencia de transduccién retroviral era significativamente mayor
después de estimulacion con cuentas magnéticas calibradas como células que después de estimulacion con
el anticuerpo soluble anti-CD3. Este resultado era independiente del uso de citoquinas en el coctel de cultivo.

2. La activacion con cuentas CD3/CD28 seguida por cultivo en presencia de citoquina (IL2, IL7 + 1L15 o0 IL7)
preserva la ratio fisiolégica CD4/CD8 en los linfocitos T transducidos

Para evaluar la aptitud de los protocolos de transduccion empleados por los inventores en la preservacion de
la ratio fisiolégica CD4/CD8, se analizé la ratio CD4/CD8 de células transducidas producidas por protocolos
diferentes, 10 dias después de la estimulacion inicial. Como se muestra en la Figura 30B, Unicamente la
estimulacion con cuentas magnéticas seguida por cultivo en citoquinas (IL2, IL7 o IL7 + IL15) mantenia una
ratio fisiolégica CD4/CD8 en las células T transducidas, mientras que las ratios CD4/CD8 medias observadas
con otras condiciones de cultivo no excedia de 1/1.

3. La activacion con cuentas CD3/CD28 seguida por cultivo en presencia de citoquina (IL2, IL7 + 1L15 o0 IL7)
induce una tasa de proliferacion notablemente mayor de células transducidas que otras condiciones de cultivo

El protocolo de la transferencia de genes ex vivo disefiado para aplicacion clinica tiene que satisfacer los
criterios relevantes relacionados con la factibilidad: uno de los mayores problemas de factibilidad en la
traduccion clinica de un método de terapia génica esté relacionado con el nimero de células y la expansion
de las células in vitro. Como se muestra en la Figura 30C, se observd una diferencia estadisticamente
significativa en los numeros de células obtenidos entre células modificadas genéticamente estimuladas con
cuentas y cultivadas con citoquinas, comparada con las otras condiciones (cuentas solas y OKT3 + IL-2).
Estos resultados demuestran que los linfocitos transducidos obtenidos con cuentas conjugadas con anti-
CD3/CD28 y cultivados con IL-7, IL-7 + IL-15 o IL-2 se expanden rapidamente in vitro hasta nimeros
adecuados para la aplicacion clinica.

4. La activacion con cuentas anti-CD3/CD28 genera principalmente linfocitos CD8" y CD4" transducidos de
memoria central

Los inventores investigaron el inmunofenotipo de las células transducidas obtenidas en diferentes
condiciones de cultivo por tincion FACS para CD3, CD4, CD8, CD45RA, y CD62L diez dias después de la
estimulacion inicial. Se observé que una fraccién muy alta (aproximadamente el 80%) tanto de células T CD8"
como CD4", que habian sido estimuladas con cuentas anti-CD3/CD28, era CD45RA CD62L": este patrén
corresponde a linfocitos T de memoria central. Por el contrario, las células T estimuladas con OKT3 exhibian
60% de CD8" y 45% de células T de memoria efectora CD4" (CD45RA" CD62L") frente a 30% de linfocitos
CD8" y 50% de linfocitos CD4" de memoria central TK" (Fig. 31).

Expresion del receptor de la cadena y durante el cultivo de linfocitos transducidos

Las expresiones de los receptores de citoquinas estan fuertemente reguladas durante la estimulacion de las células
T. Los inventores analizaron la cinética de expresién de los receptores de citoquinas de la cadena y durante los
diferentes protocolos de cultivo y transduccion de las células T, como medida de las funciones y el potencial de las
células T. Para este proposito, se realizaron analisis citofluorimétricos después de tincién de las células transducidas
con anticuerpos para CD122 marcados con fluorocromos (cadena $ cordn de los receptores IL -2/15), CD25
(cadena a del receptor de IL-2) y CD127 (cadena a del receptor IL-7) en momentos diferentes después de la primera
estimulacion.

1. La expresion de la caddhadel receptor IL -2/15 (CD122) no cambia entre los diferentes protocolos de
transduccién

Durante el curso de las respuestas inmunes, la expresion del receptor B IL-2/IL-15 aumenta después de la activacion
de las células T y disminuye luego hasta un nivel de expresion intermedio que se mantiene a lo largo de toda la fase
de células de memoria (13).
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La Figura 32 muestra la cinética de expresion de CD122 en los linfocitos transducidos durante 13 dias de cultivo. No
se observé diferencia alguna en términos de la expresién de CD122 en las células T cultivadas entre los cinco
protocolos. En todos los casos, las células T, y en particular las células CD4", regulaban en sentido creciente CD122
después de la activacién, alcanzando un pico alrededor del dia 4, cuando practicamente el 100% de las células
modificadas genéticamente expresaban la molécula. Las células regulaban luego lentamente en sentido decreciente
la expresién de CD122, alcanzando el mismo nivel de expresién observado antes de la estimulacién 13 dias
después del comienzo del cultivo de las células T, cuando las células habian alcanzado el estado de reposo.

2. La estimulacion con cuentas CD3/CD28 promueve una expresion intensa y prolongada del receptor a de IL-2 en
las células T transducidas

El receptor a de IL-2 (CD25) es un marcador de activacion relevante para los linfocitos T. En condiciones
fisiolégicas, las células T naif no expresan CD25; sin embargo, su expresion se regula rapidamente en sentido
creciente por activacion de las células T y usualmente disminuye antes de alcanzarse el pico proliferativo de la
respuesta.

En las células transducidas activadas por cuentas, independientemente de las condiciones de cultivo subsiguientes,
el andlisis por citometria de flujo demostré que el dia 2 después de la estimulacion la mayoria de las células T
experimentaban un aumento importante en la expresién del receptor a de IL-2. Por el contrario, Unicamente 40% de
las células transducidas activadas con OKT3 soluble regulaban en sentido creciente el receptor (Figura 33), lo que
sugeria que la mayoria de las células T no se activaban adecuadamente con este procedimiento de estimulacion.
Mientras se expresa CD25, las células T pueden proliferar a IL-2, participando asi activamente en la respuesta
inmune. En las células transducidas producidas después de la activacion con cuentas, la expresion de CD25 se
mantenia alta en la mayoria de las células hasta el dia 13. Por el contrario, las células que regulaban CD25 en
sentido creciente después de estimulacién con el anticuerpo soluble anti-CD3 alcanzaron un pico de expresion dos
dias después que las células activadas con cuentas, y regulaban luego rédpidamente la molécula CD25 en sentido
decreciente.

3. Las células transducidas activadas con cuentas anti-CD3/CD28 + |L-7 exhiben la expresion maxima del receptor a
de IL-7, un marcador de las células T de memoria de supervivencia larga

En condiciones fisioldgicas, el receptora de IL -7 (CD127) es expresado constitutivamente por las células T naif. Su
expresion esta regulada en sentido decreciente por activacion de las células T (de manera especular comparado con
CD25) y dicha regulacién decreciente podria promover la muerte celular. Inversamente, la expresion de CD127
aumenta a medida que progresa la respuesta inmune, alcanzando niveles elevados en las células T de memoria. IL-
7 es un factor potente de supervivencia para los linfocitos T de memoria: el disparo del receptor por IL-7 promueve la
supervivencia y proliferacién de las células T y protege las células contra la apoptosis por diferentes caminos de
sefializacion intracelular. Los inventores analizaron la cinética de la expresion de CD127 en las células transducidas
utilizadas por ellos. El receptor a de IL-7 experimentaba una fuerte regulacion decreciente después de estimulacion
(aproximadamente entre el dia 1 y el dia 6). A partir del dia 7, la expresion aumentaba progresivamente vy,
curiosamente, se observaba una diferencia significativa en la proporcién de células CD127" transducidas obtenidas
con las cuentas CD3/CD28 e IL-7 comparada con todas las restantes condiciones (Figura 34). A partir del dia 9, mas
del 80% tanto de las células CD8" como de las CD4" TK" se habian estimulado con cuentas calibradas como células
e IL-7, eran positivas para el receptor a de IL-7. Esto sugiere que IL-7 es responsable del mantenimiento de niveles
altos de expresién de CD127 en la mayoria de las células T después de activacion, proporcionando asi una ventaja
exclusiva de supervivencia de larga duracion a las células transducidas.

Los linfocitos transducidos generados con cuentas + IL-7 tienen el potencial alorreactivo maximo

De los resultados mostrados anteriormente, se deduce que la activacion con cuentas magnéticas anti-CD3/CD28 y
el efecto adyuvante de las citoquinas (en particular IL-7) son factores importantes para la generacion de linfocitos T
transducidos de memoria central, con un alto potencial de supervivencia.

El objetivo siguiente de los inventores fue investigar si estos linfocitos T transducidos con CM eran capaces
realmente de suscitar una respuesta inmune potente y eficaz. Los inventores abordaron esta cuestion in vitro por
estimulacion de células transducidas con antigenos alogénicos, y obtuvieron los resultados siguientes:

1. Los linfocitos transducidos generados con cuentas + IL-7 tienen el potencial proliferativo maximo cuando se
estimulan con un antigeno alogénico

Células T transducidas generadas en cada una de las cinco condiciones se tifieron con CFSE y se co-cultivaron con
PBMCs alogénicos irradiados. Después de una semana, se contaron los nimeros de células y se analizé la dilucion
CFSE por FACS para evaluar el porcentaje de células en division. Como se muestra en la Figura 35A, se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa entre las condiciones que contenian IL-7 y los otros protocolos, en las
células T CD3" y CD8": de hecho, un alto porcentaje (40%) de las células transducidas generadas con cuentas
CD3/CD28 + IL-7 se habian dividido en una semana después de la estimulacion alogénica. Por el contrario,
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unicamente 20% de las células transducidas generadas con OKT3" se habian dividido en las mismas condiciones de
cultivo.

2. Los linfocitos transducidos generados con cuentas + IL-7 tienen la susceptibilidad minima de muerte.

Con objeto de mantener la homeostasis de los linfocitos T, activacién masiva de las células T en respuesta a un
enfrentamiento alogénico va seguida usualmente por un programa apoptético extenso, siendo IL-2 el factor principal
en la denominada "muerte celular inducida por activacion" (AICD). Para contrarrestar la AICD se requieren
mecanismos para el desarrollo de una memoria inmunoldgica eficiente y de larga duracién después de las
respuestas inmunes primarias. Para investigar la sensibilidad de las células transducidas a la AICD, se tifieron
linfocitos CFSE" alo-estimulados con To-Pro 3, un tinte fluorescente, que se fija selectivamente a las células
muertas. Se calculé el numero de células muertas en las poblaciones de células transducidas en divisién y no en
divisidn, a fin de evaluar respectivamente la muerte celular inducida por activacién y la muerte por abandono (Figura
35B). Las células transducidas cultivadas en IL-2 (con independencia de la sefial de activacion) demostraban alta
sensibilidad a la AICD y la muerte por abandono. Por el contrario, las células transducidas generadas con cuentas
CD3/CD28 + IL-7 exhibian la mortalidad minima, comparable a la de los linfocitos no modificados. Esta observacién
puede relacionarse con la expresion persistente de CD127 en una proporcion elevada (33% de CD8" y 52% de
CD4") de los linfocitos genéticamente modificados generados con cuentas CD3/CD28 e IL-7. De acuerdo con esta
observacion, los linfocitos transducidos generados con cuentas CD3/CD28 e IL-2, que demostraban alta sensibilidad
a la muerte celular, exhibian la proporcién minima de células que expresaran CD127" (30%). Las graficas FACS en
la Figura 36A muestran un ejemplo representativo de deteccion de CD127 en linfocitos T transducidos y tefiidos con
CFSE 10 dias después de la estimulacion alogénica.

3. Los linfocitos transducidos generados con cuentas + IL-7 preservan un fenotipo de memoria central después de
estimulacion alogénica

La memoria inmunoldgica estd asegurada por una capacidad de autorrenovacién de las células de memoria que,
después de volver a encontrarse con un antigeno, se dividen, y generan a la vez efectores, capaces de eliminar
directamente el patégeno, y células de memoria, capaces de proteger al hospedador a largo plazo. Para verificar si
los linfocitos modificados genéticamente de memoria central tenian esta capacidad de autorrenovacion, se analizé la
expresion de CCR7 (un marcador de células de memoria central) en células tefiidas con CFSE, el dia 10 después de
estimulacion alogénica. Como se muestra en la Figura 36A, los datos de los inventores muestran que el 59% de los
linfocitos CD3' modificados genéticamente generados con cuentas CD3/CD28 e IL-7, que habia experimentado al
menos una divisién, eran positivos para la expresién de CCR7. Por el contrario, sélo 17% de los linfocitos CD3"
modificados genéticamente generados con OKT3 expresaban CDRY7. El cultivo en presencia de IL-7 era esencial
para preservar la capacidad de autorrenovacion de los linfocitos de memoria central, dado que soélo el 36% de los
linfocitos CD3" modificados genéticamente generados con cuentas CD3/CD28 e IL-2 mantienen la expresién de
CCRY7 después de estimulacion alogénica. De acuerdo con este resultado, cuando las células se reenfrentaron in
vitro con los mismos estimuladores alogénicos, siguiendo las mismas condiciones de cultivo utilizadas en la primera
estimulacion, mas del 70% de las células transducidas generadas con cuentas CD3/CD28 e IL-7 y Unicamente el
50% de las células transducidas generadas con OKT3 proliferaban en la semana siguiente (Figura 36B).

Los linfocitos transducidos generados con cuentas + IL-7 tienen el maximo potencial alorreactivo in vivo

Para evaluar la eficacia de las células T transducidas de memoria central in vivo, se establecié un modelo quimérico
nuevo, basado en ratones NOD/Scid trasplantados con piel humana. Basandose en los resultados obtenidos in vitro,
los inventores decidieron investigar la potencia de los linfocitos de memoria central modificados genéticamente
generados con cuentas CD3/CD28 + IL-7, cuentas CD3/CD28 + IL-2 y comparar la actividad funcional de estas
células con linfocitos de memoria efectora modificados genéticamente, generados con OKT-3 e IL-2, y utilizados
corrientemente en pruebas clinicas. Después de infusion de las células transducidas, se determiné la reactividad
xenogénica de las células T por observacion clinica, mientras que se evalué la GvHD alogénica histolégicamente y
se correlacioné con el analisis de la infiltracion de piel humana por las células transducidas. Los resultados de estos
estudios se resumen a continuacion:

Las células modificadas genéticamente generadas con CD3/CD28 e IL-7 se injertan rapidamente en los ratones
NOD/Scid sometidos a trasplante de piel

El numero de linfocitos T humanos en la sangre periférica de los ratones aumentaba desde la semana 1 a la semana
2 después de la infusion. Las células transducidas generadas con cuentas se injertaban en mayor proporcion que las
células transducidas generadas con OKT-3. La diferencia era mas evidente en la segunda semana después de la
infusién de las células T (Fig. 37).
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La_activacion con cuentas CD3/CD28 y la estimulacién con IL-7 confieren a las células transducidas la
reactividad maxima contra los antigenos xenogénicos. Se monitorizé la GvHD xenogénica de acuerdo con
un registro clinico descrito en Materiales y Métodos y por medida de la pérdida de peso.

Los ratones NOD/Scid infundidos perdian progresivamente su peso y algunos de ellos morian finalmente por GvHD
xenogénica o se sacrificaron por razones éticas. Las células T mas xeno-reactivas eran las estimuladas con cuentas
anti-CD3/CD28 y cultivadas con IL-7, seguido por las células transducidas generadas con cuentas CD3/CD28 e IL-2.
La estimulacién con anticuerpos solubles anti-CD3 no generaba células T fuertemente xeno-reactivas, dado que los
ratones infundidos con estos linfocitos no sufrian una pérdida de peso corporal significativa ni la aparicion de otros
signos clinicos de xeno-GvHD (Fig. 38).

La activacién con cuentas CD3/CD28 y estimulacién con IL-7 confieren a las células transducidas la reactividad
maxima contra los antigenos alogénicos

El modelo de ratéon quimera de piel humana NOD/Scid de la invencion consiste en ratones NOD/Scid que se habian
sometido a trasplante de piel, por la insercion de dos fragmentos de epidermis abdominal humana en dos bolsas
subcutaneas en el lomo del ratén y que se habian infundido subsiguientemente por via intravenosa con células
modificadas genéticamente. El trasplante de piel humana permite investigar la reactividad de las células T contra los
antigenos alogénicos, por estudios histolégicos. La piel humana trasplantada, de hecho, contiene no sélo células
epidérmicas y estromaticas, sino también algunas células presentadoras de antigeno, que son capaces de atraer los
linfocitos circulantes y posiblemente promover su activacion. Tres semanas después de la infusién de células T
humanas, los ratones quimera NOD/Scid se sacrificaron y se extirpd bilateralmente la piel humana. Todas las
biopsias fueron analizadas subsiguientemente a ciegas por patélogos mediante tincion con hematoxilina-eosina (EE)
y CD3 anti-humano. Se observé una infiltracion masiva de células T humanas en el contexto de la piel humana,
Unicamente en los ratones que habian sido infundidos con linfocitos T estimulados por "cuentas + IL-7". En las
condiciones "OKT-3" el nivel de infiltracion del tejido de células T, si acaso, era claramente escaso. La Figura 39
muestra ejemplos representativos de estos resultados.

Conclusion

Aunque esta reconocido generalmente que las células T juegan un papel fundamental en la generacion de
inmunidad a los patégenos, a los tumores, y a inmuno-deficiencias asi como en trastornos autoinmunes, ha sido
dificil utilizarlas como marcadores de diagndstico y pronéstico de inmunocompetencia en humanos. Adicionalmente,
no existen en la actualidad técnicas adecuadas para la expansion de linfocitos no polarizados polifuncionales
intermedios y de memoria central.

Los resultados descritos en este informe identifican nuevas condiciones de cultivo que:
A) permiten la acumulacion independiente de Ag de células T de memoria cebadas in vivo;

B) guian la expansion de los linfocitos de memoria central a pesar de la estimulacion policlonal de linfocitos y la
manipulacion genética.

Los resultados indican que pueden utilizarse IL-7 e IL-15 para enriquecer muestras biolégicas, tales como LN
periféricos, sangre, y tumores respecto a células CD4" o CD8" con especificidad de Ag imprimado in vivo
(tumores/patégenos/alérgenos/auto-antigenos). Cuando se comparé con IL-2, IL-7 mantenia mejor el fenotipo y la
representacion originales de los linfocitos y favorecia mejor la supervivencia de todos los conjuntos de linfocitos T,
permitiendo la deteccién y expansién de linfocitos de memoria T CD4" raros.

La posibilidad de enumerar las células T CD4" o CD8" con especificidad de Ag en el contexto de una infeccion viral
cronica, enfermedad autoinmune, vacunacion o inmunoterapia podria proporcionar una medida directa de la
inmunocompetencia o enfermedad de los pacientes y ayudar a los clinicos en la eleccién de la terapia mas
apropiada. Adicionalmente, la posibilidad de enriquecer células T de memoria cebadas in vivo sin alterar su fenotipo
podria mejorar su caracterizacion, asi como su aprovechamiento para la respuesta inmune en estrategias de
inmunoterapia adoptiva. Finalmente, pueden obtenerse células T de memoria central modificadas genéticamente por
activacion de CD3/CD28 y cultivo con citoquinas homeostaticas. Cuando se funden en hospedadores condicionados
inmunodeficientes, las células T de memoria central modificadas genéticamente i) se injertan y expanden a niveles
significativamente mayores que las células T efectoras modificadas genéticamente de memoria y ii) son mas
potentes que los linfocitos efectores de memoria modificados genéticamente para inducir una respuesta inmune a
los antigenos del hospedador y antigenos alogénicos.

Estos resultados demuestran que pueden obtenerse linfocitos modificados genéticamente de memoria central
totalmente funcionales y aprovecharse para la curacion de enfermedades humanas.
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REIVINDICACIONES

1.- Un método in vitro para obtener una poblacién de células T de memoria modificadas genéticamente, que se
caracteriza por comprender los pasos de:

a) activar linfocitos con al menos dos anticuerpos agonistas de receptores de activacion especificos en donde uno
de los anticuerpos agonistas de receptores de activacion de linfocitos es especifico para el polipéptido CD3 y el otro
anticuerpo agonista de los receptores de activacion de linfocitos es especifico para el anticuerpo CD28;

b) exponer los linfocitos activados a una cantidad eficaz de al menos IL-7 e IL-15, capaz de expandir selectivamente
poblaciones de células T de memoria;

c) insertar y expresar un gen exégeno por medio de un vector apropiado en las células obtenidas en b).

2.- El método in vitro de la reivindicacion 1 en donde dichas poblaciones de células T de memoria comprenden
poblaciones de células T CD4" y/o CD8" y/o y8 y/o NKT.

3.- El método in vitro de las reivindicaciones 1 6 2 que se caracteriza porque en el mismo dichos linfocitos se derivan
de una muestra biolégica perteneciente al grupo de: muestras de sangre y otros liquidos de origen bioldgico,
muestras de tejido sélido, cultivos tisulares de células derivadas de los mismos y la progenie de los mismos, células
aisladas de muestras bioldgicas.

4.- El método in vitro de las reivindicaciones 1 a 3 que se caracteriza porque en el mismo el agonista receptor de
activacion de los linfocitos especifico esta conjugado con soportes que mimetizan células.

5.- El método in vitro de las reivindicaciones 1 a 4 que se caracteriza porque en el mismo los soportes que
mimetizan células son cuentas paramagnéticas.

6.- El método in vitro de las reivindicaciones 1 a 5 que se caracteriza porque en el mismo el vector es un vector viral.

7.- El método in vitro de las reivindicaciones 1 a 6 que se caracteriza porque en el mismo el gen exégeno codifica un
gen suicida, y/o un gen marcador, y/o una molécula biolégicamente activa, y/o un receptor, y/o un factor soluble
retenido en la célula o liberado al exterior de la célula y/o un gen que confiere resistencia a un profarmaco.
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