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DESCRIPCION
Tratamiento de tumores mediante preparaciones de linfocitos T

La presente invencion se refiere al ambito de la terapia celular de los canceres. En particular la invencién se refiere
al tratamiento de las hemopatias malignas, después de recaida o en primera intencion.

ESTADO DE LA TECNICA TECNOLOGICO DE LA INVENTION

La eficacia del injerto de células madre hematopoyéticas (CSH) alogénicas para el tratamiento de las hemopatias
malignas, incluso las leucemias, se basa a la vez sobre la mieloablacién inducida por el acondicionamiento y
también sobre la transferencia, en el seno del injerto, de células inmunocompetentes del donante que ejerce un
efecto antileucémico. Este efecto se denomina “graft versus leukemia” (GVL) en inglés. La existencia de tal efecto
GVL inicialmente fue sugerida por modelos animales y andlisis estadisticos retrospectivos efectuados en el hombre
que comparaba las tasas de recaida de la leucemia entre los pacientes injertados con un donante alogénico o
singénico, entre los que reciben un injerto no manipulado o T-depletado, y entre los que desarrollan, o no, una
enfermedad del injerto contra el huésped (GVH) aguda o cronica (Horowitz, et al 1990). Mas recientemente, la
demostracion de un efecto GVL ha sido aportada por la transfusion de leucocitos procedente de la sangre periférica
del donante en pacientes en recaida después del injerto de CSH alogénicos. En efecto, en pacientes que presentan
una recaida de leucemia mieloide crénica (LMC) después del injerto, se mostr6 que la inyeccion de leucocitos
procedente del donante inicial (inyeccion de linfocitos del donante o ILD) podia inducir una nueva remision, sin
necesitar quimioterapia o radioterapia complementaria (Kolb, et al 1990). Esta estrategia se convirti6 en un
tratamiento de primera intencién en estos pacientes y se desarrollé para otras patologias hematolégicas recidivantes
después del injerto tales como las mielodisplasias, las leucemias agudas linfoblasticas (LAL) y las leucemias agudas
mieloblasticas (LAM), algunos linfomas, o los mielomas. Inicialmente utilizada después del injerto con un donante
familiar HLA geno-idéntico, el ILD también se utiliza hoy en el marco de los injertos con un donante voluntario de
CSH no emparentados (Porter, et al 2000; Dazzi, et al 2000a).

En pacientes en recaida después del injerto, para los cuales hay poca alternativa, y cuyo prondstico es severo, el
ILD constituye una opcién terapéutica aceptable, a la cual se puede sin embargo esperar aportar mejoras.

Anteriormente, se desarrollaron varias estrategias con el fin de ampliar la respuesta antitumoral después de ILD.

La primera, desarrollada por el equipo de S. Slavin, tenia por objeto estimular los Linfocitos T del donante bien sea in
vitro antes de la inyeccién o bien a la vez in vitro y también in vivo después de la inyeccién, por la interleucina 2 (IL-
2) recombinante humana (Slavin, et al, 1996). Se reserva tal inyeccion de Linfocitos T del donante “activados” a
pacientes que no responden a una inyeccion de Linfocitos T del donante fresco. Asi, en 5 pacientes en situacion de
recaida citolégica de la hemopatia maligna, la inyeccidon de Linfocitos T activados permitié obtener una remision
completa de la hemopatia que no se habia obtenido después de inyeccion de Linfocitos T del donante fresco. En
este estudio, es sin embargo dificil asignar la eficacia de la segunda inyeccion a la activacion de los Linfocitos T en
la medida en que puede existir un efecto acumulativo beneficioso de las inyecciones de Linfocitos T del donante,
incluso en estado fresco (Dazzi et al, 2000b). Es necesario también tener en cuenta que desde el afio 1996, esta
estrategia de activacién de los Linfocitos T por el IL-2 no fue objeto de publicaciones que venian a confirmar su
eficacia. Por lo tanto, su utilizacién no conoci6 desarrollo en una amplia escala.

Otra estrategia en curso de desarrollo contempla mejorar la presentacion de los antigenos tumorales por las células
leucémicas y volverlos asi mas sensible al efecto GVL. Se basa en datos obtenidos in vitro sobre células de
leucemias mieloides, que se pueden diferenciar en células dendriticas con la ayuda de citoquinas tales como la
interleucina 4 o el granulocito monocito colony stimulating factor (GM-CSF) (Brouwer, et al 2000; Chen, et al, 2000).
La utilizacion de GM-CSF in vivo se prevé asi durante el periodo que rodea la inyeccién de linfocitos T del donante
con el fin de ampliar el efecto GVL esperado (Kolb, et al, 2004).

Otra estrategia, propuesta por Miller et al, 2007 consiste en un acondicionamiento del paciente por una quimioterapia
linfopenia, antes de un ILD. Este acondicionamiento condujo a una expansion de los linfocitos con una mayor
activacion inmunitaria.

Por su parte, Powell et al intentaron administrar linfocitos autdlogos depletados en linfocitos T reguladores a
pacientes afectados por un melanoma (Powell et al, 2007).

RESUMEN DE LA INVENTION

Los inventores proponen ahora efectuar una inyeccion de linfocitos T del donante, combinado con un
acondicionamiento linfopenia, mieloablativo o no, del paciente, con el fin de aumentar el efecto antileucémico de los
linfocitos inyectados.

Mas concretamente el objeto de la invencion es la utilizacion de linfocitos T, depletados en linfocitos T reguladores, y
gue expresan una molécula que permite su destruccion especifica, para la preparacion de una composicion
destinada a tratar un tumor en un paciente, siendo la composicién destinada a ser administrada al paciente después

2



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389984 T3

de un tratamiento linfopenia, mieloablativo o no, preferentemente no mieloablativo.
También se describe un método para tratar un tumor, el método que incluye:
- el acondicionamiento del paciente por un tratamiento linfopenia, preferentemente no mieloablativo;

- lainyeccion al paciente de linfocitos T, que han sido previamente depletados en linfocitos T reguladores, y
expresan una molécula que permite su destruccion especifica.

Este procedimiento permite disminuir el rechazo inmunitario contra los linfocitos T, aumentar el efecto antileucémico
de los linfocitos T inyectados, e inyectar linfocitos T procedentes de un fondo genético diferente del primer donante y
del receptor.

También se describe un método para tratar un tumor en primera intencién, el método que incluye:
- el acondicionamiento del paciente por un tratamiento linfopenia, mieloablativo o no;
- lainyeccién al paciente de células madre hematopoyéticas depletadas en linfocitos T; y

- la inyeccion al paciente de linfocitos T, que han sido previamente depletados en linfocitos T reguladores, y
expresan una molécula que permite su destruccion especifica.

Segun los casos, se pueden en efecto utilizar linfocitos T autélogos o alogénicos, tal como se describe en detalle a
continuacion.

DESCRIPCION ENUMERADA DE LA INVENCION
Definiciones

Los linfocitos T estan “depletados” en linfocitos T reguladores, a saber que la preparacion de linfocitos T
administrada al paciente no comprende practicamente mas que linfocitos T reguladores. Preferentemente,
comprende menos de un 10% de la fraccién de los linfocitos T reguladores antes de la deplecion, preferentemente
también menos de 1% de la fraccion de los linfocitos T reguladores antes de la deplecion.

Los linfocitos T expresan una “molécula que permite su destruccion especifica”. Se puede tratar de una molécula
codificada por un transgén o una molécula expresada naturalmente por los linfocitos T, cuando éstos son
alogénicos. El término “destruccion especifica” significa que solamente los linfocitos T administrados al paciente se
destruiran, para impedir el desarrollo de una reaccion de GVH.

La “molécula que permite su destruccion especifica” puede ser por ejemplo un antigeno del sistema HLA, las
moléculas Thy-1, receptor NGF o una forma truncada del receptor, o también un antigeno no inmunogénico y no
expresado naturalmente por los linfocitos T. Los linfocitos T que llevan una u otra de estas moléculas pueden
entonces ser destruidos especificamente por un suero antilinfocitario, o anticuerpos dirigidos especificamente contra
dichos antigenos.

La “molécula que permite la destruccién especifica” de los linfocitos T puede también ser una molécula codificada
por un “gen suicida”.

El término “gen suicida” se refiere a un gen codificador para una molécula toxica para la célula que lo expresa, de
manera condicional.

Los linfocitos T pueden ser (tiles para tratar al paciente después de un aloinjerto de células madres
hematopoyéticas, en particular en el caso de recaida.

El término “recaida” significa que el tumor, que habia mostrado una regresion o un estancamiento, reanudé su
desarrollo o, cuando proceda, tiene metastasis.

Los linfocitos T se pueden también administrar en primera intencion, es decir, para tratar de los tumores que no se
cuidaron antes en el paciente por un injerto de células madre hematopoyéticas,

Fuentes de los linfocitos T
El donante es preferentemente humano, y puede ser un feto, un recién nacido, un nifio o un adulto.

Las preparaciones de linfocitos T se obtienen por ejemplo de sangre periférica, del producto sanguineo de una
linfoferesis, de ganglios linfaticos periféricos, del bazo, del timo, de sangre de corddn, etc.

Antes de ser administrados al paciente, los linfocitos T se pueden manipular ex vivo de manera a expresar una
molécula que permite su destruccion especifica, después de la eliminacion de los linfocitos T reguladores.
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Preferentemente los linfocitos Treg se eliminan antes de la introduccion transduccion de un gen codificador para la
molécula que permite la destruccion especifica de los linfocitos T.

En el caso de un tratamiento de un paciente que haya ya recibido un injerto de células madres hematopoyéticas, los
linfocitos T proceden preferentemente del primer donante de células madres hematopoyéticas. Pero es también
posible que linfocitos T no procedan ni del donante ni del receptor del injerto de células madre hematopoyéticas.

Deplecion en linfocitos T reguladores (Treg):

En el afio 1995, el grupo de Shimon Sakaguchi en Japon identificé los linfocitos Treg como constituyente de una
subpoblacién de linfocitos T CD4+, que representan alrededor de 5% de ellos, y se caracterizan por una expresion
fuerte y constitutiva del marcador CD25, que es el receptor del IL-2 (Sakaguchi, et al, 1995).

Datos mas recientes ponen de manifiesto que los Treg humanos reprimen la expresion del CD 127, que es el
receptor de IL-7 (Seddiki et al, 2006a). También, se puso de manifiesto que los Treg tenian un fenotipo de células
ingenuas CD45RA+ (Seddiki et al, 2006b).

De manera ventajosa, la deplecion en linfocitos T reguladores se realiza ex vivo por seleccion negativa de las células
CD25+ o seleccion positiva de las células CD127+.

La eliminacion de las células Treg se puede realizar utilizando técnicas de separacion por afinidad, en particular, la
separacion magnética, utilizando bolas magnéticas cubiertas de anticuerpo, la cromatografia por afinidad, de los
agentes citotdxicos vinculados a un anticuerpo monoclonal o utilizados en combinacion con un anticuerpo
monoclonal. Las técnicas de separacion pueden utilizar por ejemplo clasificadores de células activas por
fluorescencia.

Los reactivos de afinidad pueden ser receptores especificos o ligandos de los marcadores indicados mas arriba.
Preferentemente se trata de anticuerpos, que se pueden combinar por ejemplo con bolas magnéticas, con biotina, o
con fluorocromos. Se presentan algunos detalles sobre las técnicas posibles de separacion en la solicitud de patente
de EE.UU. n° 2006/0063256.

Como en Attia et al, 2006, que elimina los linfocitos T reguladores sobre la base de su expresion del CD25 para
aumentar el efecto antitumoral de una inyeccion de linfocitos T en el caso de canceres sélidos, se puede en primer
lugar separar las células CD4+, luego entre éstas las células CD25+.

En un modo de realizacién particular, los donantes sufren una citaféreris que corresponde a dos-tres masas
sanguineas que utilizan Preferentemente una maquina Cobe Spectra. Esta técnica de extraccion permite obtener por
término medio 1 a 2 x10'° células mononucleadas gue contienen 20 a 30% de monocitos, 70 a 80% de linfocitos T, B
y células NK. A continuacion las células son desplaquetadas y lavadas en circuito cerrado sobre maquina COBE
2991 que permite asi recoger una poblacion celular que contiene al menos 5x10° linfocitos T.

La estrategia de deplecion de los linfocitos Treg se realiza a partir de células procedentes bien sea de producto
fresco de citaféreris o bien de producto congelado de citaféreris, en particular, cuando los donantes no pueden ser
extraidos en uno de los centros implicados en el ensayo. La deplecién de los Linfocitos Treg se basa en la
eliminacion de células CD25-positivas. Para eso se utiliza un equipo de separacion celular en circuito cerrado
Miltényi. En resumen, las células frescas o descongeladas se marcan con un anticuerpo monoclonal anti-CD25
directamente acoplado a bolas magnéticas. Las células son depositadas a continuacién sobre columna de
purificacion y separadas por el aparato CliniMACS. La fraccion positiva se enriquece en células CD25, la fraccion
negativa depletada en células CD25. Este procedimiento permite depletar a mas de 95% las células CD25+
conservando al mismo tiempo una poblacion celular que contiene mas de 2x10° linfocitos T.

Mientras que se destina una fraccion de las células a los ensayos de control de calidad, a la constitucion de un
banco de células, la mayoria de las células se vuelve a poner en cultivo para ser transducidas, amplificadas en
cultivo y seleccionadas antes de ser condicionadas en bolsas de tal modo que se inyecte a los pacientes.

Transduccidon de moléculas que permiten la destruccion especifica de los linfocitos T:

En un modo de realizacién particular, los linfocitos T se modifican de tal manera para expresar un transgén
codificador para una molécula que permite la destruccion especifica de dichos linfocitos T.

De manera preferente, el transgén es un gen “suicida”. Por ejemplo se puede tratar de un gen codificador para una
molécula apta para fosforilar un analogo de nucleésido en una molécula monofosfatada, por si mismo convertible por
enzimas celulares en nucledtido trifosfatado incorporable en acidos nucléicos en curso de alargamiento bajo el
efecto de las polimerasas con el efecto de la interrupcién de alargamiento de las cadenas. Dicho analogo de
nucledsido puede ser por ejemplo el aciclovir o el ganciclovir. Dicha molécula expresada por el gen “suicida” puede
ser, en particular, la timidina quinasa (TK) del virus del herpes simplex de tipo 1.

La timidina quinasa del virus del herpes simplex 1 (HSV1-TK), es apta, cuando esta presente en una concentracion
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suficiente en las células en cuestion, para fosforilar los anélogos de nucleésidos, tal como el aciclovir (9-t-(2-
hidroxietoxi)-metil]-guanina) o el ganciclovir (9-[1,3-10hidroxi-2-propoximetil]-guanina), en  moléculas
monofosfatadas, ellas mismas convertibles por enzimas celulares en nucleétidos trifosfatados incorporables en
acidos nucléicos en curso de alargamiento bajo el efecto de los polimerasas en el seno de dichas células, con el
efecto de la interrupcion de alargamiento de cadenas y la muerte celular que se siga.

En caso de GVH, se administra entonces al paciente el analogo de nucledsido (por ejemplo el ganciclovir).

Se puede recurrir a cualquier técnica adecuada para transferir el transgén, en particular, por infeccion "in vitro" de las
células correspondientes por una pseudoparticula viral de tipo Moloney anfétropo. Estas particulas virales se
producen por una raza celular denominada de “packaging” que se habra construido de antemano. Una raza de
packaging es capaz de fabricar todos los elementos estructurales que constituyen una particula viral, pero es
incapaz de introducir en particulas virales en vias de maduracion los ARNSs virales producidos por esta raza celular.
Esta es la razén por la que, estas razas denominadas de packaging fabrican permanentemente particulas virales
vacias.

La introduccion de una construccion genética apropiada, que contiene el ADN recombinante tal como se definié mas
arriba, permite a estas razas de packaging ser introducidas en las particulas virales vacias realizando asi
pseudoparticulas virales. Estas pseudoparticulas virales son capaces de infectar distintas células diana, células
diana que varian segun la raza de packaging que se utiliz6 al principio. Por ejemplo, si esta raza de packaging se
deriva de un virus denominado de Moloney anfétropo, las particulas virales producidas infectan perfectamente las
células hematopoyéticas humanas.

Las técnicas clasicas para la produccion de razas de células transformadas por un vector retroviral (véase por
ejemplo Danos et al, 1988 y Markowitz et al, 1988), se pueden transponer a la produccion de linfocitos. Asi mismo
las técnicas de transferencia genética que emplean tales sistemas (Kasid et al, 1990) se pueden aplicar a la
transferencia, en el hombre, de las células tal como se definieron mas arriba.

Segun un método particular de realizacién de la invencion, los linfocitos T se pueden modificar genéticamente
utilizando un vector retroviral SFCMM-2 codificador para el gen “suicida” de fusibn HSV-TK/Neo, segun el
procedimiento de transduccion descrito en Ciceri et al, 2007.

Un ejemplo de protocolo de transduccién comprende una primera fase de cultivo celular de 1 a 6 dias para inducir la
activacion y la puesta en ciclo de las células luego una segunda fase de infeccion retroviral de 24 horas. La
activacion y la puesta en ciclo de los linfocitos se obtiene en 1 a 6 dias después de la activacion por un anticuerpo
anti-CD3 en medio RPMI que contiene 10% de suero humano y 600 Ul/ml de interleucina 2 recombinante humana.
La vispera de la infeccion, se renueva el medio de cultivo. La infeccién propiamente dicha se realiza con
sobrenadante que contiene bien sea las particulas retrovirales pseudotipadas con una envoltura procedente del virus
de la leucemia de Gibbon (GALV) o de las particulas lentivirales pseudotipadas con una envoltura procedente del
virus VSV y que contiene el vector retroviral bicistrénico Thy-1-IRES-HSV1-TK. Después de la infeccion retroviral, las
células se vuelven a poner en cultivo antes de ser seleccionadas.

La seleccion de los linfocitos transducidos se puede efectuar gracias a la presencia del gen reportero Thy-1 que
permite seleccionar los linfocitos T transducidos con las ayuda de bolas inmunomagnéticas. Asi, los linfocitos T se
incuban en presencia de un anticuerpo monoclonal anti Thy-1 directamente acoplado a la biotina. Las células se
incuban a continuacion con microbolas acopladas a la estreptavidina luego depositadas sobre una columna
magnética. Las células transducidas Thy-1 positivas se separan por técnica inmunomagnética. Después de la
seleccién inmunomagnética, se obtiene una poblacién de linfocitos T Thy-1 positivos purificados al menos 90%.
Después de la seleccion, los linfocitos bien sea se inyectan al receptor o bien se congelan a la espera de una
utilizacién posterior.

Validacion fenotipicay funcional de las preparaciones celulares:

Preferentemente, las preparaciones de linfocitos T se ensayan para verificar su fenotipo. Se describen ejemplos de
tales ensayos a continuacion.

a) Analisis inmunofenotipico: se estudian las poblaciones celulares por citometria en flujo antes y después de la
deplecion en células CD25, antes y después de la modificacién genética, antes y después del cultivo, antes y
después de la seleccion de las células transducidas. Para eso, se utilizan técnicas de doble triple o incluso cuadruple
marcados de las células por anticuerpos monoclonales. Los porcentajes de células B, NK y monocitos se determinan
con los marcadores CD19, CD14, CD16, CD56, CD45. Las subpoblaciones de linfocitos T se estudian utilizando los
marcadores CD3, CD4, CD8, CD45R0O, CD45RA, CD62L. El porcentaje de Linfocitos Treg se evalla sobre el
marcador CD25 y sobre el marcador FOXP3 0 CD127 o CD45RA solo y en combinacién con marcadores

b) Andlisis funcional: Los linfocitos T se analizan a nivel funcional antes y después de cada una de las etapas de
manipulacion seguin dos métodos:



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2389984 T3

- Estimulo alogénico: Las células del donante depletadas o no en Linfocitos Treg se ponen en presencia de células
mononucleadas irradiadas del receptor, las células mononucleadas irradiadas procedentes de un voluntario se
utilizan como control positivo. La proliferacién celular en estas distintas condiciones, evaluada por ensayo de
incorporacion en timidina tritiadas, permite comparar si la deplecién en Linfocitos Treg induce in vitro un aumento del
la aloreactividad. En estas condiciones de estimulo alogénico, se puede estudiar también por citometria de flujo la
secrecion intracitoplasmica de citoquinas (IFN-Gamma, IL-2, IL-4, IL-10) por los linfocitos T.

- Respuesta a los antigenos de recuerdo: Las células depletadas o no en Linfocitos Treg del donante se cultivan
durante 4 dias en presencia de células dendriticas autélogos irradiadas cargadas o no con distintos antigenos tales
como la toxina teténica, la tuberculina (PPD) y/o la candidina. Las células dendriticas generadas a partir de los
monocitos del donante sirven de células presentadoras. La proliferacién linfocitaria T en respuesta a estos antigenos
de recuerdo se evalUan por ensayo de incorporacidon de timidina tritiada. Se puede asi apreciarse in vitro si las
poblaciones depletadas en Linfocitos Treg tienen una mejor capacidad o no para responder a antigenos clasicos de
recuerdo.

Paciente

El paciente considerado es un humano, cualquiera que sea su edad y su sexo. Cuando el paciente es mayor, no se
indica un injerto de células madre hematopoyéticas. Se preferira entonces administrar los linfocitos T en primera
intencion.

El paciente es alcanzado por un tumor, en particular de un tumor canceroso. Se puede tratar de un tumor sélido o de
una hemopatia maligna.

Entre los tumores sélidos, se pueden citar los canceres de pulmén, de la piel, de rifién, de la vejiga, de hueso, de
higado, de pancreas, de ovarios, de seno, de Utero, de préstata, de coldn, de colorrectal, de cabeza y de cuello, etc.

Entre las hemopatias malignas, se pueden citar la leucemia aguda, el mielodisplasia, o el sindrome linfoproliferativo
(tal como leucemia linfoide crénica, mieloma y linfoma), las mielodisplasias, las leucemias agudas linfoblasticas
(LAL) y las leucemias agudas mieloblasticas (LAM), los linfomas, o un mieloma.

El paciente puede, en particular, sufrir una recaida tumoral, por ejemplo una recaida de hemopatia maligna.

En un modo de realizacién particular, el paciente sufri6 un aloinjerto de células madre hematopoyéticas. En este
caso, los linfocitos T administrados pueden no proceder ni del donante ni del receptor del injerto de células madre
hematopoyeéticas.

Preferentemente el aloinjerto previo al CSH procede de un donante familiar, preferentemente HLA de genotipo
idéntico, o de un donante voluntario no emparentado. Se puede tratar de un injerto de acondicionamiento mielo-
ablativo o no mielo-ablativo, y puede tener T-depletada o no.

El paciente considerado puede presentar una recaida molecular, citogenética, o citolégica de la hemopatia
cualquiera que sea la fecha después del injerto.

Los criterios de recaida se definen segun la hemopatia tratada.
Por ejemplo, para una Leucemia aguda (LAM o LAL) y mielodisplasia:
- persistencia de blastos sanguineos y/o excesos de blastos medulares (> 5%), y/o

- en caso de enfermedad residual analizable a nivel molecular: ausencia de disminucién (de al menos un log)
de la sefial molecular con respecto al punto pre-ILD, o disminucién seguida de un nuevo aumento (de al
menos un log con respecto al nadir).

- en caso de enfermedad residual analizable a nivel citogenético (clasico o FISH): ausencia de disminucion
(de al menos un 50%) del nimero de mitosis que llevan la (las) anomalia(s), o disminucién seguida de un
nuevo aumento (de al menos un 50% con respecto al nadir).

Para un mieloma:
- Estabilidad o aumento del pico monoclonal con respecto al punto pre-ILD.

- Mieloma de cadenas ligeras: Estabilidad o aumento de los parametros evaluables (lesiones Oseas,
proteinuria, infiltracién medular plasmocitaria).

- Ausencia de disminucion, disminucion seguida de un nuevo aumento, o aparicion de un tumor
plasmaocitario.

Para una leucemia linfoide crénica, de los linfomas:
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- Estabilidad o aumento del clon (evaluado por citometria de flujo, biologia molecular) con respecto al punto
pre ILD.

- Ausencia de disminucién o disminucién seguida de un nuevo aumento del sindrome tumoral (evaluado a
nivel clinico y/o radioldgico) con respecto al punto pre-ILD.

Cuando estan destinados a ser administrados al paciente en primera intencion, los linfocitos T pueden ser autélogos
frente al paciente. Expresan entonces un transgén, preferentemente un gen “suicida”, que permite su destruccion
especifica. Los linfocitos T administrados pueden también ser alogénicos. Pueden entonces expresar un transgén
gue permite su destruccion especifica, o pueden ser destruidos por un suero antilinfocitario.

Cuando estadn destinados a ser administrados a un paciente que sufre ya un aloinjerto de células madre
hematopoyeéticas, los linfocitos T son alogénicas, o proceden de tercero (a saber ni del paciente, ni del donante del
primer injerto). Pueden entonces expresar un transgén que permite su destruccidon especifica, o pueden ser
destruidos por un suero anti-linfocitaria.

Acondicionamiento del paciente
Antes de la administracion de los linfocitos T, el paciente recibe un tratamiento linfopenia no mieloablativo.

Preferentemente el tratamiento linfopenia no mieloablativo se aplica de 2 a 8 dias antes de la administracion de los
linfocitos T.

El paciente puede también recibir un tratamiento linfopenia y mieloablativo en cuyo caso recibe ademas un injerto de
células madre hematopoyéticas mas la preparacién de linfocitos T

Un estudio de este tipo de tratamiento se presenté en Petersen, 2007.

El paciente puede ser irradiado completamente (“total body irradiation”, por ejemplo a 2Gy), y/o recibir una
quimioterapia a base de ciclofosfamida, fludarabina, y/o endoxan. Por ejemplo Miller et al, 2007, describen un
tratamiento linfopenia no mieloablativo, que comprende una inyeccion IV de ciclofosfamida 50 mg/kg una vez a J-6 y
J-5, e inyeccion de fludarabina 25 mg/m2 de J-6 a J-2 (siendo J el dia del injerto de los linfocitos T). Powell et al;
2007, describen otro protocolo que comprende la inyeccion de fludarabina 25 mg/m2 durante 5 dias y de endoxan 60
mg/kg/dia durante 2 dias.

Ejemplo de protocolo

Segun un modo de realizacién particular, de la composicion que se debe inyectar al paciente que se debe tratar
incluye linfocitos T modificados obtenidos por:

i. linfoferesis del donante;
ii. eliminacién de los linfocitos T reguladores

ii. transduccién de un gen codificador para una molécula que permite la destruccién especifica de los linfocitos
T,

iv. luego cultivo de los linfocitos T asi modificados durante diez a 21 dias.
Mas concretamente, el protocolo siguiente se puede aplicar:
Hacia J-15, se extraen linfocitos T del donante y se eliminan ex vivo los T reguladores.

Luego el mismo dia se activa in vitro (por ejemplo OKT3/IL-2) durante una duracion de algunas horas a 6 dias, luego
se infectan las células en presencia de un sobrenadante viral (retro o lentiviral) que comprende el gen suicida
codificador para la TK y un gen de seleccion membranaria, por ejemplo Thy.1.

Luego se cultivan los linfocitos T hasta la obtencion del nimero de células deseadas (por ejemplo 15 dias). Los
linfocitos que expresan el gen TK se seleccionaran sobre la base de la expresion del gen Thy-1 utilizado como gen
reportero.

A J-6, se administra el tratamiento linfopenia al paciente.
A JO, se inyectan los linfocitos T TK + Treg depletados, en unas dosis comprendidas entre 2.10° y 108 CD3+/kg.

En caso de GVH, del ganciclovir se administra cualquiera que sea el momento post inyeccion linfocitos T del
donante.
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REIVINDICACIONES

1.- Composicion de linfocitos T, depletados en linfocitos T reguladores, y que expresan una molécula que permite su
destruccion especifica, para una utilizacion en el tratamiento de un tumor en un paciente, siendo la composicion
destinada a ser administrada al paciente después de un tratamiento linfopenia.

2.- Composicion segun la reivindicacion 1, en la cual el tumor es una hemopatia maligna, como una leucemia aguda,
una mielodisplasia o un sindrome linfoproliferativo.

3.- Composicién segun la reivindicacion 1, en la cual el tumor es un tumor soélido.

4.- Composicién segun la reivindicacion 1, en la cual los linfocitos T expresan un gen “suicida” que permite su
destruccion especifica.

5.- Composicién segun la reivindicacion 4, en la cual el gen denominado “suicida” codifica para una molécula capaz
de reaccionar con un analogo de nucleésido para conducir a la muerte de dichos linfocitos T, siendo dicha molécula
codificada por el gen “suicida” preferentemente una molécula apta para fosforilar un analogo de nucledsido en una
molécula monofosfatada, ella misma convertible por enzimas celulares en nucle6tido trifosfatado incorporable en
acidos nucléicos en curso de alargamiento bajo el efecto de las polimerasas con el efecto de la interrupcion de
alargamiento de las cadenas.

6.- Composicion segun la reivindicacion 5, en la cual dicho analogo de nucledsido es el aciclovir o el ganciclovir.

7.- Composicion segun la reivindicacion 5, en la cual dicha molécula codificada por el gen “suicida” es la timidina
quinasa del virus del herpes simplex de tipo 1.

8.- Composicién segun la reivindicacion 1, en la cual el paciente sufre de una recaida cancerosa, después de un
aloinjerto de células madre hematopoyéticas.

9.- Composicién segun la reivindicacion 8, en la cual dichos linfocitos T no proceden ni del donante ni del receptor
del aloinjerto de células madre hematopoyéticas.

10.- Composicién segln la reivindicacion 1, en la cual los linfocitos T estan destinados a ser administrados al
paciente en primera intencién, no sometiendo a dicho paciente a injerto de células madre hematopoyéticas y en la
cual los linfocitos T son preferentemente autélogos frente al paciente y expresan un transgén que permite su
destruccion especifica.

11.- Composicion segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la cual los linfocitos T administrados al
paciente son linfocitos T alogénicos.

12.- Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la cual la depleciéon en linfocitos T
reguladores se realizan ex vivo por seleccion negativa de las células CD25+ o seleccion positiva de las células
CD127+.

13.- Composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en la cual el tratamiento linfopenia es no
mieloablativo y consiste, preferentemente, en una administracion de ciclofosfamida, fludarabina y/o endoxan.

14.- Composicion segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en la cual la composicion esta destinada a
ser administrada de 2 a 8 dias después del tratamiento linfopenia no mieloablativo.

15.- Composicidn segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en la cual la composicion comprende
linfocitos T modificados obtenidos por:

i linfoferesis del donante;
ii. eliminacion de los linfocitos T reguladores

iii. transduccion de un gen codificador para una molécula que permite la destruccion especifica de los linfocitos
T,

iv. luego cultivo de los linfocitos T asi modificados durante 10 a 21 dias.
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