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DESCRIPCION
Método para Generar Células Dendriticas Empleando un Descenso de Temperatura.
Campo Técnico

La descripcion se refiere a métodos y medios Utiles para inducir respuestas inmunitarias contra malignidades y
enfermedades infecciosas. Mas concretamente, la invencién esta relacionada con métodos mejorados para generar
células presentadoras de antigenos.

Técnica Anterior

Las terapias inmunitarias basadas en células dendriticas que explotan los mecanismos naturales de presentacion de
antigenos representan el método no téxico mas prometedor para el tratamiento del cancer. Este se puede utilizar
como unico tratamiento, o0 como un coadyuvante para otros tipos de terapias tales como, por ejemplo, la cirugia, la
radiacion y la quimioterapia. La estrategia se basa en la manipulacién ex vivo y la reintroduccién de productos
celulares para sortear las competencias inmunitarias con el fin de inducir respuestas inmunitarias especificas de
tumores. De este modo, el ultimo objetivo de tales terapias inmunitarias basadas en células dendriticas es la
induccion de células efectoras especificas de tumores in vivo y los enfoques recientes se han centrado en los
linfocitos T citotéxicos CD8+ (CTL) capaces de reconocer y eliminar células tumorales. Ademas, el tratamiento de
enfermedades infecciosas tales como, por ejemplo, el VIH se puede beneficiar de las estrategias de vacunacion
basadas en las células dendriticas.

Presentacion de antigenos

La induccion de respuestas inmunitarias especificas de tumores requiere la participacion de células presentadoras
de antigenos profesionales (CPA) que expresan moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH) asi
como moléculas co-estimuladoras unidas a la membrana y secretadas. Ademas, dichas CPA deben ser capaces de
absorber, procesar y presentar antigenos en asociacion con las moléculas del CPH.

Las células dendriticas (CD) son las CPA profesionales del sistema inmunitario con capacidad para activar tanto
células no sensibilizadas previamente como células T de memoria. Las fases que conducen a la maduracion de las
CD estan asociadas con ciertas propiedades de la célula. Las células CD inmaduras son particularmente utiles en la
absorcion de antigenos extracelulares por medio de fagocitosis o pinocitosis y el procesamiento de antigenos a
péptidos en compartimentos endociticos tales como endosomas y fagosomas. Aqui los péptidos estan unidos a las
moléculas del CPH de clase Il. Las CD inmaduras también tienen la capacidad Unica de cargar los péptidos de
proteinas exdgenas a la ruta de presentacion del CPH de clase |, un proceso denominado presentacion cruzada.

La capacidad para estimular eficazmente una respuesta inmunitaria activando las células T coadyuvantes de tipo 1
CD4+ (células Th1) y las células T citotoxicas CD8+ (CTL) depende de forma crucial de una CD madura. Solamente
las CD completamente maduras equipadas con un panel de moléculas co-estimuladoras unidas a la membrana y
accesorias tales como, por ejemplo, CD40, CD80, CD83, CD86 y CPH de clase Il pueden inducir eficazmente la
proliferacion y diferenciacion de linfocitos T especificos de antigenos’.

Un papel significativo de la actividad co-estimuladora de las CD es proporcionado por las citoquinas secretadas, en
particular la IL-12p70. Su papel en la activacion de las células T y su polarizacidon hacia una respuesta de tipo Th1
fueron claramente demostrados por Heufler et al. (1996)"'. Ademas, Inoue et al. (2005) informaron de una buena
correlacion entre la presencia de CD maduras que expresan IL-12 en el tumor y la supervivencia del paciente. Las
CD maduras para la vacunaciéon deben producir cantidades limitadas de la citoquina IL-10 inhibidora de las células
Thi.

CCRY7 es el receptor para las quimioquinas CCL19 y CCL21 que son producidas por las células del estroma en los
ganglios linfaticos. Las CD que expresan niveles suficientes de CCR7 activado migran al ganglio linfatico en
respuesta a CCL19 o ccL212 Aqui se encuentran con los linfocitos T y pueden iniciar una respuesta inmunitaria.

Protocolos para la generacion de CD maduras

Se han descrito muchos protocolos para la generacién de CD maduras. El protocolo "convencional" mas utilizado en
la actualidad para la induccién de CD emplea un coctel de maduracién que consiste en IL-1beta, IL-6, TNF-alfa y
prostaglandina E2. A pesar de la actividad migratoria debida a CCRY7 y de la actividad inmunoestimuladora in vivo, la
CD madurada por medio de este céctel genera CD con una capacidad reducida para producir IL12p703.

Un segundo grupo de protocolos de maduracién de CD comprende &cido poliinosinico:policitidilico, poli-(I:C). Este se
utiliza normalmente combinado con citoquinas tales como TNF alfa, IL-1beta, IFN-gamma e IFN-alfa. La CD
generada mediante este método produce IL-12p70, pero normalmente expresa bajos niveles de CCRY7. Los bajos
niveles de expresion de CCR7 que caracterizan las CD obtenidas en presencia de poli-(I:C) restringen su migracion
in vivo a los ganglios linfaticos.
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Recientemente, una solicitud de patente publicada US 2005/0003533 A1 describia un método para la maduracién de
células dendriticas que expresaban CCR7 que con posterioridad, después de la estimulaciéon con CD40L, pudieron
ser inducidas a producir IL-12p70.

Por consiguiente todavia existe un requerimiento no satisfecho para el desarrollo de métodos normalizados para
generar células dendriticas maduras que expresen elevados niveles de CCR7 activado y que también produzcan
una cantidad suficiente de IL-12p70.

Ademas, a pesar de los esfuerzos de muchos investigadores, las vacunas basadas en células dendriticas para su
uso en la terapia contra el cancer han proporcionado en general respuestas inmunitarias con una eficacia clinica
modesta. Estas vacunas han sido producidas principalmente por medio de manipulaciéon ex vivo y carga de
antigenos de CD autélogas. La demanda creciente con respecto a la seguridad del paciente requiere un elevado
nivel de reproducibilidad y conformidad con las cuestiones reguladoras. De este modo, existe una fuerte necesidad
de métodos que generen CD equipadas apropiadamente que induzcan eficazmente respuestas inmunitarias y en
particular proporcionen respuestas clinicas mejoradas.

Ademas, las CD generadas ex vivo también podrian ser implementadas como una vacuna terapéutica en el
tratamiento de algunas enfermedades infecciosas cronicas tales como el VIH y la hepatitis B y C, donde el enfoque
de vacuna tradicional no esta funcionando eficazmente. Los resultados de los estudios preclinicos y clinicos
primarios“'5 indican que la inmunoterapia basada en CD podria ser una estrategia prometedora para el tratamiento
de pacientes con infecciones crénicas por VIH y hepatitis B y C. Como con la inmunoterapia para el cancer, la
respuesta clinica eficaz contra estos agentes infecciosos intracelulares esta asociada con la induccion de la
respuesta coadyuvante Th1 requerida para el desarrollo de células efectoras CD8+°. Por lo tanto, se puede esperar
que las células dendriticas generadas ex vivo tengan las mismas caracteristicas para tratar tanto el cancer como las
enfermedades infecciosas crénicas.

Descripcién de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un método para generar células dendriticas empleando
temperaturas por debajo de 37°C durante el desarrollo de células progenitoras en células dendriticas inmaduras.

En un segundo aspecto, la descripcion hace referencia a una poblacién de células dendriticas, donde dichas células
son generadas mediante un método para generar células dendriticas empleando temperaturas por debajo de 37°C
durante el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas inmaduras.

En un tercer aspecto, la descripcién hace referencia a una composicién farmacéutica que comprende una poblacion
de células dendriticas donde dichas células se generan mediante un método para generar células dendriticas
empleando temperaturas por debajo de 37°C durante el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas
inmaduras.

En un cuarto aspecto, la descripcion hace referencia al uso de la poblaciéon de células, donde dichas células se
generan mediante un método para generar células dendriticas empleando temperaturas por debajo de 37°C durante
el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas inmaduras, para la estimulacion y/o expansion de células
T.

En un quinto aspecto, la descripcién hace referencia al uso de la poblacién de células, donde dichas células se
generan mediante un método para generar células dendriticas empleando temperaturas por debajo de 37°C durante
el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas inmaduras, para inducir una respuesta inmunitaria en un
sujeto.

En un sexto aspecto, la descripcion hace referencia al uso de la poblacién de células, donde dichas células se
generan mediante un método para generar células dendriticas empleando temperaturas por debajo de 37°C durante
el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas inmaduras, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento o la prevencion del cancer o de enfermedades infecciosas.

Breve Descripcion de los Dibujos
La invencion se explica con detalle mas abajo mediante la referencia a los dibujos, en los que

La Figura 1 ilustra el efecto de la temperatura sobre importantes moléculas de la superficie co-estimuladoras y
accesorias de las CD.

La Figura 2 ilustra el efecto de la temperatura sobre la cantidad de IL-10 producida por las CD durante los dias
iniciales del cultivo (A) y producidas por CD inmaduras (B) y CD maduras (C).

La Figura 3 ilustra el efecto de las temperaturas de 31°C, 34°C y 37°C sobre la produccion de IL-12p70 por células
dendriticas inmaduras (A) y maduras (B, C) generadas mediante el nuevo método y un método convencional.
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La Figura 4 ilustra el efecto de la baja temperatura sobre la expresion de CCR7.

La Figura 5 ilustra el fenotipo de CD inmaduras y maduras generadas mediante el método de acuerdo con la
invencion (A) y en comparacion con un método "convencional” (B).

La Figura 6 ilustra la estabilidad fenotipica de CD maduras a lo largo del tiempo.
La Figura 7 ilustra el fenotipo y la actividad alo-estimuladora (MLR) de las CD el dia 7 y el dia 10.

La Figura 8 ilustra la actividad alo-estimuladora de CD generadas con el método de acuerdo con la invencién y un
método "convencional".

La Figura 9 ilustra la presentacion funcional de antigenos CMV medida mediante la induccion de IFN-y (anélisis
ELISPOT).

Descripcion detallada de la Invencién

La presente invencién se describe con detalle mas abajo. Para los efectos de la interpretacion se aplicaran las
siguientes definiciones y cuando sea apropiado, los términos utilizados también incluiran el plural y viceversa.

Definiciones

"Etapa de diferenciacion” segun se utiliza en la presente memoria, representa la etapa en la que se permite que las
células se diferencien en respuesta a factores de diferenciacion definidos.

"Etapa de maduracion" segun se utiliza en la presente memoria, representa la etapa en la que se permite que las
células maduren en respuesta a la presencia de factores de maduracion.

"Descenso de temperatura” o "disminucion de temperatura” segun se utiliza en la presente memoria, representa
aquella temperatura que es inferior a 37°C.

Un método para generar células dendriticas es el método bien conocido de J.H. Peters que fue el primero en
describir la capacidad de los monocitos para transformarse en células de tipo CD in vitro, primero espontdneamente
y mas tarde en presencia de GM-CSF e IL-4°. Después de las publicaciones de Romani et al., (1994)" y Sallusto &
Lanzavecchia (1994)8, los monocitos cultivados en presencia de estas dos citoquinas se utilizaron ampliamente para
la preparacion de CD. El procedimiento comienza con el aislamiento de monocitos de sangre periférica y su cultivo
en presencia de GM-CSF e IL-4 durante 5-7 dias. Las células obtenidas tienen las propiedades de las CD inmaduras
por los bajos niveles de moléculas co-estimuladoras y la elevada actividad endocitica. Durante la maduracion
inducida por LPS, TNF-alfa u otros agentes de maduracion, las células regulan significativamente al alza las
moléculas co-estimuladoras y accesorias, tales como p. ej. CD40, CD80, CD83 y CD86, y regulan a la baja la
actividad endocitica.

El cultivo tisular in vitro se realiza en general a 37°C. Se sabe que las células de Langerhans son funcionalmente
activas a la temperatura ambiente de la piel a 29-31°C, y algunos estudios han documentado el efecto bioldgico in
vitro de la disminucion de las temperaturas de cultivo en sistemas celulares tales como p. ej. células de Ovario de
Hamster Chino (CHO) y macroéfagos alveolares de suidos.

En contraste con el trabajo de Basu et al. (2003) Int. Immunol. 15(9): 1053-61 que investigd el efecto de
temperaturas de tipo febril sobre la activacion y maduracion de las CD, el descenso de temperatura solamente se ha
sometido a ensayo en pocos casos para determinar su efecto sobre el crecimiento de células de mamiferos. Dexter
et al. (1977) sugirieron utilizar 33°C para cultivar células pluripotenciales hematopoyéticasg. Athanasas-Platsls et al.
(1995) descubrieron que la expresiéon del marcador de las células de Langerhans, CD1a sobre monocitos estaba
regulado al alza durante un cultivo de 24 horas a 34°C en comparacion con 37°C".

Nadie ha descrito, que sepan los autores de la presente invencion, como generar células dendriticas inmaduras o
maduras empleando un descenso de temperatura.

En una realizacién, la invencién hace referencia a un método para generar células dendriticas empleando
temperaturas por debajo de 37°C durante el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas inmaduras.

La IL-10 es un regulador negativo del desarrollo de CD y es producida durante la activacién de una linea celular de
monocitos en presencia de GM-CSF". Kirkley et al. (2003) informaron de que la produccion de IL-10 por una linea
celular de macrofagos estimulada con LPS se reducia significativamente en respuesta a un descenso en la
temperatura de incubacion de 37°C a 31°C'2. La reduccion de temperatura comprendida en el método de la presente
invencién puede proporcionar de este modo mejores condiciones para la generacion de CD, p. ej. por medio de una
baja concentracién de IL-10.
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Se ha sometido a ensayo el efecto de cultivar monocitos en presencia de GM-CSF e IL-4 a diferentes temperaturas
(31°C, 34°C y 37°C) sobre el nivel de expresion de CD1a de CD inmaduras, una molécula extremadamente sensible
al efecto inhibidor de IL-10. Los autores de la presente invencion descubrieron que las CD generadas a
temperaturas mas bajas tenian niveles superiores de su expresion. Todos los demas experimentos se realizaron a
34°C. La siguiente observacién de principios fue que los niveles de IL-10 detectados en los sobrenadantes eran en
efecto significativamente inferiores tras el cultivo a una temperatura mas baja.

En una realizacién la invencién hace referencia a un método, en el que las células dendriticas generadas son células
dendriticas maduras.

En una realizacion la invencion hace referencia a un método, en el que el desarrollo de las células progenitoras y las
células dendriticas inmaduras comprende la diferenciacion de dichas células.

En una realizacién la invencion hace referencia a un método, en el que la temperatura es inferior a 37°C durante la
diferenciacion.

En una realizacién la invencion hace referencia a un método, en el que la temperatura es de 31°C a 37°C. La
temperatura puede ser cualquiera de las temperaturas 31°C, 32°C, 33°C, 34°C, 35°C, o 36°C.

En una realizacion la invencién hace referencia a un método, en el que la temperatura es 34°C.

En una realizacién la invencién hace referencia a un método, en el que las células progenitoras son células
progenitoras autdlogas.

En una realizacion la invencion hace referencia a un método, en el que las células progenitoras se seleccionan entre
células progenitoras mieloides o células pluripotenciales.

En una realizacién la invencién hace referencia a un método, en el que las células progenitoras mieloides son
monocitos.

En otra realizacion la invencion hace referencia a una poblacion de células dendriticas generadas mediante el
método de acuerdo con la invencion.

En una realizacion la descripcion hace referencia a una poblacion de células Dendriticas, donde dichas células
expresan CCRY7 y/o IL-12p70

En una realizacion la descripcion hace referencia a una poblacion de células dendriticas, donde dichas células
expresan CD1a, CD14°", CD83, CD86 e IL-10"".

En una realizacién la descripcion hace referencia a una poblacion de células dendriticas, que comprende
adicionalmente al menos un antigeno presentado en asociaciéon con una molécula del CPH en la superficie celular.

En una realizacién la descripcién hace referencia a una poblacién de células dendriticas, donde dicho al menos un
antigeno es un antigeno tumoral.

En una realizacion la descripcion hace referencia a una poblacion de células dendriticas, donde dicho antigeno
tumoral se selecciona de un grupo que comprende; antigeno de cancer testicular, antigeno de diferenciacion
especifico del linaje, antigeno expresado en exceso en tumores, antigeno mutado o expresado de forma aberrante, y
antigeno viral.

En una realizaciéon adicional la descripcion hace referencia al uso de la poblacidon de células dendriticas definida
antes, para la estimulacién y/o expansién de células T.

En una realizacién la descripcion hace referencia al uso de la poblacion de células dendriticas para la estimulacion o
expansion de células T, donde dichas células T son células T autdlogas.

En una realizacién la descripcién hace referencia al uso de la poblacion de células dendriticas para la estimulaciéon o
expansion de células T, donde dicho uso es un uso in vitro.

En otra realizacion mas la descripcion hace referencia al uso de la poblacion de células dendriticas para inducir una
respuesta inmunitaria en un sujeto.

En otra realizacion mas la descripcion hace referencia a una composicion farmacéutica que comprende una
poblacién de células dendriticas donde dicha poblacion se define como antes.

En una realizacién la descripcién hace referencia al uso de la composicion farmacéutica como medicamento.
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En una realizacion la descripcidon hace referencia a una composicion farmacéutica que comprende una poblacion de
células dendriticas que comprende adicionalmente coadyuvantes y excipientes convencionales.

En una realizacién alternativa la descripcion hace referencia al uso de células dendriticas para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencion del cancer o enfermedades infecciosas.

En una realizacion la descripcion hace referencia al uso de la poblacion de células dendriticas para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer o enfermedades infecciosas, donde dicho cancer se
selecciona del grupo que comprende: melanoma, cancer de mama, cancer de colon y cancer de pulmén, o podria
ser cualquier clase de cancer.

En una realizacion la descripcidon hace referencia al uso de la poblacion de células dendriticas para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento o la prevencion del cancer o enfermedades infecciosas, donde las
enfermedades infecciosas se seleccionan del grupo que comprende: VIH y hepatitis u otras enfermedades
infecciosas cronicas.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustra esta invencion por medio de los siguientes ejemplos que no se pretende que sean
limitantes en modo alguno.

Ejemplo 1: Generacion de células dendriticas empleando un descenso de temperatura.

Se generaron células dendriticas tipicamente a partir de capa leucocitaria obtenida del banco de sangre. Se
diluyeron 60 mL de la capa leucocitaria con 60 mL de Solucién Salina Tamponada con Fosfato de Dulbecco sin Ca 'y
sin Mg (DPBS, Producto Num. BE17-512F, Cambrex, Bélgica), y se aplicaron a cuatro tubos de 50 mL que
contenian cada uno 15 mL de Lymphoprep (Producto Num. 1053980, AXIS-SHIELD PoC AS, Noruega). Después de
la centrifugacién (460 g, 30 min, 20°C), se transfirieron 10-20 mL de la capa superior de plasma a tubos separados.
Se estimd que éste era plasma aproximadamente al 40% (plasma diluido). La preparacion final de plasma incluye la
adicion de heparina (25 Ul/mL) y centrifugacion (1500 g, 15 min, 4°C). Las células mononucleares se cosecharon de
la interfase, se diluyeron dos veces con DPBS que contenia EDTA y se lavaron por medio de 4-5 centrifugaciones, la
primera a 250 g, la segunda a 200 g y la siguiente a 150 g, todas las centrifugaciones a 4°C, 12 min. Antes de la
ultima centrifugacion se contaron las células utilizando un Contador Coulter (Beckman Coulter, modelo Z2), y se
estimé la cantidad de monocitos como el nimero de células con un tamafio medio de alrededor de 9 um). Las
células se pueden almacenar a -80°C (en plasma diluido con DMSO al 10%, 10" monocitos por vial), o utilizar
inmediatamente en experimentos.

Las células se suspendieron en medio de adsorcion (RPMI 1640 (Cambrex) con un suplemento de L-glutamina 2
mM y plasma al 2%) a una concentracién de 2 x 10° monocitos/mL. Se colocaron 5 mL de la suspension celular en
matraces Falcon T25 no tratados con TC. Después de 1 hora de adsorcion a 37°C, se separaron las células no
adherentes, se enjuagaron las células adherentes dos veces con RPMI 1640 templado, y se afiadieron a cada
matraz 7 mL de medio de cultivo (RPMI 1640 con un suplemento de L-glutamina 2 mM y plasma al 1%).

Los matraces se colocaron a diferentes temperaturas: 31°C, 34°C y 37°C en incubadoras con CO; separadas. Se
afnadieron los factores de diferenciacion GM-CSF y IL-4 a concentraciones finales de 100 ng/mL y 50 ng/mL
respectivamente los dias 1, 3y 5.

Se afiadi6 TNF-alfa a una concentracion final de 10 ng/mL el dia 6 para inducir la maduracion y se elevéd la
temperatura a 37°C durante las ultimas 24 horas de incubacion.

El dia 7, se cosecharon las células y se determiné su fenotipo mediante analisis FACS. Las células se tifieron
utilizando anticuerpos conjugados directos CD1a-ficoeritrina (PE), CD14-isotiocianato de fluoresceina (FITC), CD83-
PE, CD86-PE, HLA-DR, -P, -Q-FITC (todos de Pharmingen, Beckton Dickinson, Brgndby, Dinamarca) y CCR7-FITC
(R&D Systems Europe, Abington, Reino Unido). Se utilizaron controles de isotipo apropiados. Las muestras se
analizaron utilizando el Citdmetro de Flujo FACSCalibur (Beckton Dickinson) y el programa CELLQuest (Beckton
Dickinson).

El resultado de los experimentos representativos se muestra en la figura 1. Mas células cultivadas a temperaturas
reducidas expresan CD1a en comparacion con las células cultivadas a 37°C, mientras se observaban menos células
CD83 y CD86 positivas para las poblaciones de células cultivadas a temperaturas inferiores. El indice de
fluorescencia media (IFM) para CD1a fue dos veces mas alto tras el cultivo a 31°C y 34°C en comparaciéon con
37°C. El grado de maduracion evaluado por medio del porcentaje de CD que expresaban CD83 y CD86 fue inferior a
31-34°C. Esto refleja o bien una menor sensibilidad a los factores de maduracion de las células cultivadas a
temperatura reducida, o bien que el propio proceso de maduracién requiere una temperatura de 37°C.

Ejemplo 2: Efecto del descenso de temperatura sobre la produccion de IL-10
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Se investigo la produccion de IL-10, que es un regulador negativo de las CD, durante la diferenciacion de monocitos
a células dendriticas. Se midi6é su concentracion en el sobrenadante de cultivo tomada los dias 1, 3 y 5. Se midié la
produccién de IL-10 por medio de un ELISA sandwich que incluia anticuerpo de captura (Ab), patrén o muestra, Ab
de deteccién biotinilado, y HRP-estreptavidina utilizando el kit "Ready-Set-Go" de eBioscience esencialmente de
acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes con algunas modificaciones. Después de la unién durante la
noche del Ab de captura a placas de 96 pocillos Nunc maxisorp y del lavado, se prolongé la etapa de bloqueo
durante al menos 3 horas a la temperatura ambiente. Se generd una curva patrén por medio de siete diluciones
seriadas del patron, empezando con 200 pg/mL de IL-10. Los patrones y las muestras se incubaron a la temperatura
ambiente durante 2 horas, seguido de incubacion a 4°C durante la noche. Las siguientes etapas se realizaron de
acuerdo con el protocolo de los fabricantes. Se utilizé solucion sustrato de tetrametilbenzidina del mismo kit en la
reaccion enzimatica de HRP, y después de terminar la reaccion, se midié la densidad éptica con correccion de la
longitud de onda como la diferencia entre las lecturas a 490 y 620 nm. Los resultados de uno de dichos
experimentos se presentan en la figura 2A. La produccién espontanea de IL-10 por los monocitos fue baja durante el
primer dia, y se reguld al alza significativamente después de la adicion de GM-CSF e IL-4 el dia 1. Las células
cultivadas a 34°C hasta el dia 5 producen en general cantidades significativamente inferiores de IL-10 en
comparacion con las células cultivadas a 37°C. El ensayo de los diferentes cultivos de CD el dia 5 mostr6 un patron
similar (figura 2B). La reduccion de la produccion de IL-10 a 34°C en comparacion con 37°C continud incluso
después del lavado de las células el dia 5, poniéndolas a 37°C, afadiendo agente de maduracién el dia 6 y
recogiendo los sobrenadantes el dia 8 (figura 2C). Estos resultados indican que las células cultivadas a
temperaturas por debajo de 37°C adquieren un fenotipo estable de baja produccién de IL-10.

Ejemplo 3: Efecto del descenso de temperatura sobre la produccion de IL-12p70.

Los autores de la presente invencion también han investigado el efecto de la temperatura sobre la produccién de IL-
12p70. Se midio la produccion de IL-12p70 por medio de un ELISA sadndwich que incluia Ab de captura, patrén o
muestra, Ab de deteccion biotinilado, y HRP-estreptavidina. Se utilizaron kits "DuoSet ELISA Development System"
para IL-12p70 (R&D Systems) esencialmente de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes con algunas
modificaciones. Después de la unién durante la noche del Ab de captura a las placas de 96 pocillos Nunc maxisorp y
del lavado, se prolongd la etapa de bloqueo hasta al menos 3 horas a la temperatura ambiente. Se generé la curva
patron por medio de siete diluciones seriadas del patron, empezando con 500 pg/mL de IL-12p70. Los patrones y las
muestras se incubaron a la temperatura ambiente durante 2 horas seguido de incubacién a 4°C durante la noche.
Las siguientes etapas se realizaron de acuerdo con el protocolo de los fabricantes. Se utilizé una mezcla de peréxido
de hidrégeno-tetrametilbenzidina como solucién sustrato para HRP, y después de terminar la reaccion enzimatica se
midi6 la densidad 6ptica con una correccién de la longitud de onda entre las lecturas de 490 y 620 nm.

TABLA 1. Efecto de la temperatura durante los primeros 5 dias de cultivo sobre la produccién de IL-12p70
durante la maduracion inducida por un mimético de MCM.

Temperatura de Produccion de IL-12p70
Cultivo de CD incubacion hasta el durante la maduracion,
dia 5 pg/ml
36/04-3-3 34°C 35,1
36/04-3-4 37°C 14,1
17/05-2-1 34°C 55,2
17/05-2-3 37°C 35,7
18/05-2-1 34°C 19,0
18/05-2-3 37°C 3,7

Como se puede observar (Tabla 1), las células generadas a 34°C producen niveles significativamente superiores de
IL-12p70.

Ejemplo 4: Seleccion de plastico para el cultivo de tejido.

Los autores de la presente invencién han comparado dos tipos de plasticos para el cultivo de tejidos: Poliestireno no
para el cultivo de tejidos (PS) (Producto Num. 353813, T25 BD-Bioscience, EEUU) y plastico Primaria™ (Producto
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Num. 353813, T25 BD-Bioscience, EEUU). El experimento se configuré6 de una manera similar al procedimiento
descrito en el ejemplo 1, utilizando superficies de plastico previamente tratadas durante 15-45 min. con 2% de
plasma autélogo como fuente de componentes tales como p. ej. componentes extracelulares como fibrindgeno y
fibronectina, en medio AIM-V sin suero a 34°C hasta el dia 5, después de lo cual los tejidos se colocaron a 37°C. Se
afadieron los agentes de maduracién; TNF-alfa, IL-1 beta, IL-6 y prostaglandina E2 el dia 6, y los cultivos se
cosecharon el dia 8.

Las células progenitoras tienen, dependiendo de las condiciones de crecimiento, la opcién de evolucionar a
macrofagos o CD. Después de unos pocos dias en cultivo, las células destinadas a evolucionar a macréfagos
formaran cultivos de células adherentes mientras las células destinadas a evolucionar a CD formaran cultivos de
células unidas mas laxamente. Inicialmente se sembré un nimero igual de células y se adhirieron a los diferentes
plasticos para cultivo de tejidos. La inspeccién de los cultivos de CD desde el dia 6 por medio de microscopia éptica
revel6 un nimero de células adherentes significativamente menor sobre plastico Primaria™ en comparacién con las
células desarrolladas sobre otro tipo de plastico. En general, los cultivos desarrollados sobre plastico Primaria™
también parecian mas "limpios", esto es, menos desechos, reflejando menor grado de muerte celular durante la
maduracion.

Los autores de la presente invencidon sometieron a ensayo el uso de diferentes concentraciones de plasma para el
pre-tratamiento del plastico. No se observaron diferencias significativas en las propiedades de las CD tras el
tratamiento del plastico Primaria™ con plasma al 2%, 10%, 20% o 40% (datos no mostrados). Sin embargo, los
autores de la presente invencidon observaron que la cantidad de linfocitos contaminantes descendia con las
concentraciones crecientes de plasma hasta el 10%. Por lo tanto, los autores de la presente invencion incluyeron la
etapa de tratar el plastico Primaria™ con plasma al 10% en el método descrito en el experimento 1 en los siguientes
experimentos.

En los siguientes experimentos los autores de la presente invencién han comparado el método de la invencién con
un "método convencional" que se realiza como se describe mas abajo a menos que se indique de otro modo.

Las células dendriticas fueron generadas tipicamente a partir de capa leucocitaria obtenida del banco de sangre. Se
diluyeron 60 mL de capa leucocitaria con 60 ml de Solucién Salina Tamponada con Fosfato de Dulbecco libre de Ca
y libre de Mg (DPBS, Producto Num. BE17-512F, Cambrex, Bélgica), y se aplicaron a cuatro tubos de 50 mL,
conteniendo cada uno 15 mL de Lymphoprep (Producto Num. 1053980, AXIS-SHIELD PoC AS, Noruega). Después
de la centrifugacién (460 g, 30 min, 20°C), se transfirieron 10-20 mL de la capa de plasma superior a tubos
separados. Se cosecharon las células mononucleares de la interfase, se diluyeron dos veces con EDTA-PBS sin
calcio y magnesio y se lavaron por medio de 3 centrifugaciones, la primera a 250 g, la segunda a 175 g y la ultima a
110 g, todas las centrifugaciones a 4°C, 12 min. Antes de la ultima centrifugacién se contaron las células utilizando
un Contador Coulter (Beckman Coulter, modelo Z2), y se estimé la cantidad de monocitos como el numero de
células con un tamafio medio de alrededor de 9 pm).

Las células se suspendieron en medio de adsorcion (RPMI 1640 (Cambrex) con un suplemento de L-glutamina 2
mM y plasma autélogo inactivado con calor al 1 %) a una concentracién de 2x10° monocitos/mL. Se colocaron 5 mL
de la suspension celular en matraces Primaria™ T25 no tratados. Después de una hora de absorcién a 37°C, las
células no adherentes se separaron, y se afiadieron 5 mL de medio de cultivo (RPMI 1640 con suplemento de L-
glutamina 2 mM y plasma al 1%) a cada matraz.

El dia 1 se cambié el medio por medio de nueva aportacion. El dia 3 se afiadieron 2 ml de medio. El dia 5 las células
no adherentes se cosecharon y se colocaron en matraces Primaria’™ T25 con medio de nueva aportacion.

Los matraces se colocaron a 37°C en una incubadora con CO,. Se anadieron los factores de diferenciacion GM-CSF
e IL-4 a concentraciones finales de 100 ng/mL y 50 ng/mL, respectivamente los dias 1, 3y 5.

Se afadié TNF-a o un céctel de Citoquinas (IL-1, IL-6, TNF-a y PGE-2) el dia 6 para inducir la maduracion.
El dia 7, las células se cosecharon y se determiné su genotipo mediante analisis FACS.
Ejemplo 5: Produccion de IL-12p70.

La Figura 3 ilustra la medicién de la produccion de IL-12 p70 a lo largo de dos dias (dia 7 y dia 8) en la que los
autores de la presente invencién fueron capaces de demostrar que las células dendriticas generadas mediante el
nuevo método producen cantidades significativamente mayores de IL-12 p70 que las células dendriticas generadas
mediante un método convencional.

Ejemplo 6: Expresion de CCRY.

Para investigar el efecto de la baja temperatura sobre la expresién de CCR?7, los autores de la presente invencion
emplearon un céctel de maduracién que consistia en IL-1beta, IL-6, TNF-alfa y prostaglandina E2 en lugar de utilizar
solamente TNF-alfa. El resultado de los experimentos presentado en la figura 4 esta comparando tres temperaturas
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diferentes con el nuevo método y un método convencional. Se puede observar que la expresiéon de CCR7 es
superior con el nuevo método en comparacion con el método convencional.

Los autores de la presente invencion también sometieron a ensayo la funcionalidad de la expresion del receptor
CCRY por las células dendriticas generadas mediante el nuevo método en un analisis de migracién convencional
(Chemotx Disposable Chemotaxis System (Modelo 116-5) de Neuro Probe, Gaithersburg, MD, EEUU). Aqui los
autores de la presente invencion observaron migracion de células dendriticas hacia las quimioquinas CCL19 con las
CD generadas mediante el nuevo método (datos no mostrados) verificando la expresion de un receptor CCR7
funcional.

Ejemplo 7: Rendimiento celular.

El nuevo método descrito en la presente memoria también mostr6 un aumento del rendimiento celular en
comparacién con un método convencional. En tres rondas diferentes los autores de la presente invencion
encontraron un rendimiento celular superior a todas las temperaturas sometidas a ensayo (31°C, 31°C y 37°) con el
nuevo método en comparacion con el método convencional. Véase la tabla 2.

TABLA 2
Temperatura/Método 31°C 34°C 37°C
Nuevo método
1) 2,2 x10° 2,0 x 10° 2,6 x 10°
2) 2,6 x10° 1,8 x 10° 1,3x10°
3) 1,7 x 10° 2,0x 10° 1,6 x 10°
Método convencional
1) 1,7 x 10° 1,1x10° 0,9 x10°
2) 1,3 x 10° 1,6 x 10° 0,6 x 10°
3) 0,8 x 10° 1,0 x 10° 0,6 x 10°

Ejemplo 8: Variaciones de marcador de lote a lote de CD generadas mediante el nuevo método.

Conforme a los requerimientos de GMP para la producciéon de células dendriticas con fines médicos, debe haber
escasas variaciones de lote a lote en las propiedades de las células dendriticas. Con este fin los autores de la
presente invencion llevaron a cabo la preparacion de células dendriticas a partir de sangre de 8 donantes diferentes
durante un periodo de tres semanas, utilizando los mismos lotes de todos los reactivos empleados y 0,5% de plasma
autdélogo como adicién al medio AIM-V. Para la comparacion, se llevd a cabo la produccién de CD utilizando el
método "convencional" (37°C). Los experimentos se realizaron sobre PBMC descongeladas. La Tabla 3 resume las
propiedades de las CD generadas en estos experimentos. En contraste con la elevada variabilidad en las
propiedades de las CD generadas mediante el método "convencional”, se observé un grado muy bajo de variabilidad
en las propiedades de las CD obtenidas mediante el nuevo método.

TABLA 3. Diferentes marcadores expresados en porcentaje de células dendriticas generadas mediante un
método convencional o mediante el nuevo método.

CD1a CD14 CD86high HLA-D CD83 CCR7

Donante S N S N S N S N S N S N

23/05 56 44 73 18 28 70 98 100 28 70 ND | ND




10

15

20

25

30

ES 2382 565 T3

CD1a CD14 CD86hign HLA-D CD83 CCR7
Donante S N S N S N S N S N S N
24/05 41 85 2 1 49 99 99 100 75 99 ND | ND
25/05 0 10 17 1 80 99 99 100 83 99 63| 98
26/05 50 69 9 1 90 99 100 100 91 99 85| 98
27/05 53 86 9 1 93 100 100 100 93 100 90| 99
28/05 69 73 37 12 25 86 97 100 41 86 18| 81
29/05 66 84 60 2 43 96 98 100 43 99 17| 95
30/05 86 89 25 1 63 99 100 100 63 99 56 | 98
X: 53 68 29 5 59 94 99 100 65 94 55| 95
S: rg_étodo convencional, N: método de acuerdo con la invencion, ND: No determinado, X: Valor
medio.

Finalmente, la figura 5A representa fenotipos de células dendriticas inmaduras (dia 5) y maduras (dia 8) generadas
mediante el nuevo método. Aqui, los autores de la presente invencidon también midieron la expresion de CD80,
receptor de manosa (RM) y dos marcadores de células de Langerhans - CD207 (langerina) y E-cadherina. Como se
pudo observar, las células generadas mediante el método de acuerdo con la invencidén no son células de
Langerhans.

La Figura 5B representa el fenotipo de células dendriticas inmaduras (dia 5) y maduras (dia 8) generadas mediante
el nuevo método y un método convencional. Aqui, los autores de la presente invencion han tefido las células para la
expresion de marcadores de CD convencionales. Las células inmaduras (dia 5) muestran una poblacion CD1a mas
limpia. La poblacion madura (dia 8) esta mostrando una expresién de HLA D, CD83 y CD86 elevada y uniforme en
células generadas mediante el nuevo método en comparacion con el método convencional. Asimismo, la expresion
de CCRY7 es expresada mas uniformemente con el nuevo método.

Ejemplo 9. Estabilidad de las células dendriticas generadas mediante el nuevo método.

Después de la inyeccién en el organismo, las células dendriticas deben migrar y llegar al ganglio linfatico con el fin
de estimular las células T. Por lo tanto es muy importante que las CD mantengan su fenotipo durante varios dias.
Una manera comun de llevar a cabo un ensayo de estabilidad consiste en cosechar las células el dia 8, lavar las
citoquinas y continuar cultivando las células en ausencia de citoquinas estimuladoras. Los autores de la presente
invencion han llevado a cabo esta clase de experimentos cultivando las células sin citoquinas durante dos dias. La
Figura 6 representa los resultados del analisis FACS de CD cosechadas el dia 8 y después de dos dias adicionales
de cultivo. Parece claramente que la expresion de los parametros medidos: CD1a, CD14, CD83, HLA-D y CCR7
permanecen en gran parte inalterados y de este modo el fenotipo permanece estable.

En un experimento similar, sin lavar las citoquinas el dia 8, los autores de la presente invencion sometieron a ensayo
tanto el fenotipo como la actividad alo-estimuladora de las células dendriticas el dia 7 o el dia 10. La Figura 7A y 7B
muestra el fenotipo y la actividad alo-estimuladora, respectivamente. Los resultados muestran que el efecto alo-
estimulador es todavia elevado después de 10 dias de cultivo y el perfil fenotipico se asemeja al perfil medido el dia
7, verificando la elevada estabilidad de las células dendriticas generadas .

Ejemplo 10. Alo-estimulacion por células dendriticas generadas mediante el nuevo método.

Los autores de la presente invencién han comparado las capacidades alo-estimuladoras de las CD obtenidas
mediante el método "convencional" y el método de acuerdo con la invencién. Las células fueron cultivadas en medio
RPMI 1640 con suero humano AB al 5%. Las células de respuesta fueron células mononucleares obtenidas de
donantes sanos mediante separacién por densidad de la capa leucocitaria de sangre periférica. Las células
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estimuladoras fueron células dendriticas maduras radiadas obtenidas después de una exposicion de 2 dias al coctel
de citoquinas de maduracién descrito en el ejemplo 4. Las células estimuladoras, 0,1 x 10° células en 100 yl, se
mezclaron con numeros titulados de células estimuladoras (en 100 pl) como se muestra en la Figura 8 y se
cultivaron durante 5 dias en placas de microtitulacién de 96 pocillos con el fondo en U. Se anadié *H-timidina (0,1
pyCurie/mL) durante las Ultimas 18 horas. Con posterioridad, las células se cosecharon para el recuento por
centelleo. Los datos se dan como los valores medios de cpm de cuatro cultivos repetidos. Se utilizé la prueba de
Wilcoxon para estimar las diferencias entre los dos métodos utilizados para la generacion de CD. Como se pudo
observar, las células dendriticas obtenidas mediante el método de acuerdo con la invencion tienen 3-10 veces mas
actividad alo-estimuladora.

Ejemplo 11. Presentacion de antigenos por las células dendriticas generadas mediante el nuevo método.

Para dilucidar el potencial de las CD para presentar antigenos a las células T, se llevé a cabo un analisis ELISPOT
para INFy con células T estimuladas por CD desnudas o pulsadas con un péptido de CMV. Se eligio el analisis
ELISPOT para INFy ya que el analisis proporciona un claro resultado a nivel de una sola célula y las células T tras
encontrarse con el antigeno presentado por las CPA liberan INFy. El péptido de CMV utilizado esta restringido a
HLA-A2 y se sabe que el material del donante es HLA-A2 positivo, y como el 80% de la poblacién tiene una
respuesta a CMV, se eligié este modelo de virus. La Figura 9 representa los resultados de un analisis ELISPOT que
demuestra que existe una fuerte respuesta de las células T estimuladas con CD cargadas con el péptido de CMV
indicando que estas CD son capaces presentar antigenos a las células T.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la generacion de células dendriticas maduras que emplea temperaturas por debajo de 37°C
durante el desarrollo de células progenitoras y células dendriticas inmaduras.

2. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde la evolucién de las células progenitoras y las células
dendriticas inmaduras comprende la diferenciacion de dichas células.

3. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, donde la temperatura es de 31°C a 37°C.
4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde la temperatura es 34°C.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde las células progenitoras son células
progenitoras autdlogas.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde las células progenitoras se seleccionan
entre células progenitoras mieloides o células pluripotenciales.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, donde las células progenitoras mieloides son monocitos.
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Fig. 1

A: Efecto de la temperatura sobre la expresion de marcadores de CD
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Fig. 2

Efecto de la temperatura sobre la produccion de IL-10 por
CD inmaduras y maduras
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Fig. 3
Expresion de IL-12
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Fig. 4

Expresion de CCR? por CD maduras generadas a diferentes temperaturas
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Fig. 5A
Comparacion el fenotipo de CD inrhaduras y maduras generadas
mediante el nuevo método
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Fig. 5B

Comparacion entre CD generadas de acuerdo con el nuevo método y
CD generadas mediante un método convencional
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Fig.6 .
Ensayo de Estabilidad
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Fig. 7
Las CD mantienen el fenotipo y la capacidad estimuladora de células T
hasta el dia 10
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Fig. 8

Alo-reactividad de células dendriticas generadas mediante un “método
convencional” (antiguo) o el método de la invencion (nuevo)
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Fig. 9

ELISPOT

CD No cargadas CD cargadas con péptido de CMV Medio
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