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DESCRIPCION
Composiciones y métodos de anticuerpos monoclonales y policlonales especificos para subpoblaciones de linfocitos T
Antecedentes de la invencion

La modulacién del sistema inmunitario es deseable para tratar una variedad de enfermedades y trastornos incluyendo,
pero sin limitarse a, enfermedades autoinmunitarias, infecciones, alergias, asma, afecciones inflamatorias, aborto
espontaneo, embarazo, enfermedad de injerto contra huésped y canceres.

Los linfocitos T son linfocitos que participan en multiples reacciones inmunitarias mediadas por células, tales como el
reconocimiento y la destruccion de células infectadas o cancerosas. Subgrupos de linfocitos T, tales como linfocitos T
supresores, citotoxicos y auxiliares, median en diferentes funciones inmunoldgicas. Los linfocitos T supresores son los
responsables de cortar la respuesta inmunitaria después de que se elimine una infeccion. Los linfocitos T citoliticos o
"citotdxicos naturales" destruyen células infectadas o cancerosas. Los linfocitos T auxiliares producen citocinas que
modulan la actividad de los linfocitos T citotoxicos y/o de los linfocitos B productores de anticuerpos.

Un subgrupo de linfocitos T auxiliares, las células Th1, secretan interleucina-1 (IL-1), IL 2, interferén gamma (TNF-y), e
IL-2 que potencian las respuestas mediadas por células, tales como la actividad de linfocitos T citotéxicos e inhiben
tanto la actividad de los linfocitos T auxiliares Th2 como la inmunidad humoral mediada por anticuerpos solubles.
Debido a su capacidad para destruir células presentadoras de antigeno y su actividad efectora mediada por citocinas,
las células Th1 estan asociadas a reacciones de hipersensibilidad de tipo retardado vigorosas. Se cree que las células
Th2, el otro subgrupo de linfocitos T auxiliares, inhiben las respuestas mediadas por células y potencian la respuesta
humoral. Las células Th2 secretan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, que activan el desarrollo de linfocitos B y la
produccién de anticuerpos. Los linfocitos T también pueden participar en las respuestas de desviacién inmunitarias,
tales como la supresion de una respuesta inmunitaria en curso que pueda implicar la secrecién de TGF-§ o citocinas
IL-10 (Sonoda et al, J. Ex. Med. 190:1215-1255, 1999; Streilein et al., Hum. Immunol. 52:138-143, 1997; Hong et al, J.
Ex. Med. 190, 1197-1200,1999; Streilein et al, J. Immunol. 158:3557-3560, 1997).

Para reconocer un antigeno particular unido a una célula presentadora de antigenos, la mayoria de los linfocitos
expresan un receptor de linfocitos altamente especificos (TCR) sobre su superficie celular. Las cadenas de los
receptores de linfocitos T mas comunes se llaman o y . Un segundo receptor de linfocitos T, que se encuentra en una
subpoblacién menor de linfocitos T, estd compuesto por cadenas y y 8. Los genes para las cadenas o, B3, vy 6 de los
receptores de linfocitos T tienen organizaciones similares a las de los genes de anticuerpo: existen colecciones de
regiones V, D y J a partir de las que se unen los miembros para formar genes enteros.

En contraste con la mayoria de las subpoblaciones de linfocitos T, que tienen diversas secuencias para su cadena
TCR-0, los linfocitos T invariantes tienen una cadena TCR-a invariante altamente conservada, Va24-JoQ en seres
humanos y Va14-Ja281 en ratones, que se empareja preferencialmente con VB11 humana o VB8 murina. Estas
células son CD4°CD8" o bien CD4'CD8". Se supone que este TCR invariante permite que los linfocitos T invariantes
reconozcan antigenos lipidos derivados de patdgenos o enddgenos presentados por las proteinas de tipo MHC de
clase | no polimérficas, denominadas miembros de la familia CD1. Los seres humanos tienen cuatro proteinas CD1
(CD1a, CD1b, CD1c, y CD1d), pero los ratones sélo tienen un gen CD1d duplicado que es altamente homologo a la
CD1d humana. La CD1d humana se expresa en niveles altos por los timocitos, en niveles mas bajos por linfocitos B y
monocitos, por algunas células fuera de los linajes linfatico y mieloide.

Muchos linfocitos T invariantes se distinguen por la expresion de varias proteinas de superficie celular halladas en gran
medida en los linfocitos citoliticos naturales (NK), incluyendo CD161 (NKR-P1A) en seres humanos, y una lectina de
tipo C de superficie celular, NKR-P1C (NK1), en ratones. Esa subpoblacion de linfocitos T, denominado en el presente
documentos como "linfocitos T NK invariantes", representa una fraccién principal de los linfocitos T maduros en el timo,
la subpoblacién principal de linfocitos T en el higado de raton, y hasta un 5 % de linfocitos T esplénicos en algunas
cepas de raton.

Los linfocitos T invariantes murinos y humanos producen grandes cantidades de las citocinas inmunorreguladoras IL-4
(un efector de Th2) e IFN-y (un efector de Th1) in vivo en respuesta a un anticuerpo anti-CD3 o CD1d. Estas citocinas
permiten que las células participen en ambas respuestas Th2 y Th1. El papel de los linfocitos T invariantes en el
aumento de la respuesta de Th2, que parece ser protectora en algunas enfermedades autoinmunitarias, esta apoyado
ademas por la presencia de defectos en los linfocitos T invariantes en una serie de modelos humanos y murinos de
enfermedades autoinmunitarias, incluidos diabetes de tipo 1. Por tanto, las alteraciones en el equilibrio entre las
respuestas Th1 y Th2 inducidas por linfocitos T invariantes pueden desempefar un papel en el desarrollo de
enfermedades autoinmunitarias.

Los linfocitos T invariantes también pueden promover las rapidas respuestas inmunitarias de Th1 y las respuestas
antitumorales. Los linfocitos T invariantes, que comprenden una fraccion principal de los linfocitos T en el higado
murino, se pueden estimular por IL-12 para llegar a ser linfocitos T citotdxicos activos y proteger contra metastasis
hepatica en modelos tumorales. Esta conclusion se confirmé genéticamente a través de la generacion de ratones
inactivados en Jo281, que no expresan el TCR Va14-Jo281 invariante. Estos ratones tenian numeros notablemente
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disminuidos de linfocitos T invariantes y no pudieron mediar el rechazo de tumor inducido por IL-12. Otros estudios
mostraron que la administracion de IL-12 dej6 de inducir una respuesta de IFN-y temprana en el bazo e higado de
ratones inactivados en CD1d, que son deficientes en linfocitos T invariantes. Ademas, los datos de pacientes humanos
muestran menores linfocitos T NK invariantes y respuestas de tipo Th1 reducidas en pacientes con cancer avanzado.
La respuesta antitumoral de linfocitos T invariantes activados se pudo mediar parcialmente por su citotoxicidad
especifica de CD1d y toxicidad de tipo célula NK/LAK. Otras funciones reguladoras de linfocitos T invariantes,
posiblemente a través de la produccion de citocinas o interacciones con células presentadoras de antigenos (CPA),
también pueden desempefar papeles importantes en respuestas inmunitarias antitumorales.

Los linfocitos T invariantes también pueden tener un papel en la patogénesis del aborto espontaneo. La estimulacion
de linfocitos T invariantes deciduales en ratones por administracion de un ligando para linfocitos T invariantes provocé
aborto en ratones gestantes. Se requirié la destruccion dependiente de perforina y la produccion de IFN-y y del factor
de necrosis tumoral a por los linfocitos T invariantes para esta induccion de aborto.

En contraste con la sangre periférica humana en la que los linfocitos T invariantes son la subpoblacién reactiva de
CD1d principal, la médula 6sea humana y de ratén y el higado humano tienen poblaciones de Linfocitos T dominados
por linfocitos T no invariantes reactivos para CD1d usando diversos TCR que también pueden producir una gran
cantidad de IL-4 y IFN-y. Estos linfocitos T no invariantes reactivos para CD1d pueden ser linfocitos T NK o no NK, y
funcionan de forma similar a los linfocitos T invariantes reactivos para CD1d. Los linfocitos T no invariantes reactivos
para CD1d en la médula dsea pueden tener un papel en la supresion de la enfermedad de injerto contra huésped, y
ambas poblaciones pueden potenciar las respuestas de leucemia contra injerto. En el higado, estos linfocitos T pueden
proteger contra infecciones, tales como infecciones por Hepatitis C, pero también pueden provocar dafios debido a su
respuesta a Th1.

Ademas, se descubrié que los linfocitos T NK reactivos para CD1d son decisivos para la tolerancia inmunitaria a
antigenos en la camara anterior del ojo, un sito privilegiado inmunitario (Sonoda et al., supra). Estos mecanismos
también pueden ser importantes en el mantenimiento de la tolerancia periférica.

Los glucosil-fosfatidilinositoles de parasitos derivados de Plasmodium, Trypanosoma o Leishmania han mostrado
recientemente que estimulan los linfocitos T NK Va14 invariantes reactivos para CD1d. Ademas, un lipido de
-galactosilceramida (a-GalCer), que se aisl6 a partir de esponja marina en un examen para determinar la actividad
antitumoral, es un antigeno presentador de CD1d. a-GalCer es un ejemplo de un agente que se puede usar para
expandir linfocitos T invariantes reactivos para CD1d humanos del cordén umbilical o muestras de sangre periférica
que en primer lugar se enriquecen por los linfocitos T invariantes por purificacion usando un anticuerpo anti-Va24. Las
células Va24" enriquecidas se cocultivan en presencia de a-GalCer y células presentadoras de antigeno purificadas
(CPA). Sin embargo, seria deseable en un marco clinico usar un método mejorado de expansion de los linfocitos T
invariantes que no requiera un protocolo de complejo de dos etapas o la presencia de células presentadora de
antigeno, lo que puede no funcionar bajo determinadas condiciones.

EXLEY MARK ET AL., 1998, JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE 188(5): 867-876 y NICOL A ET AL., 2000,
IMMUNOLOGY 99(2): 229-234 describen anticuerpos de union a Va24.

El documento WO 99/34209 se refiere a métodos que se pueden usar para diagnosticar si un individuo tiene, o bien es
probable que desarrolle, una enfermedad autoinmunitaria. Los métodos se basan en la determinacion del nivel de
linfocitos T CD4'CD8” Va24JaQ" presentes en el individuo que se estd sometiendo a prueba o en el patrén de
secrecion de citocinas demostrado por estas células. Ademas, se da a conocer un método terapéutico para tratar o
prevenir una enfermedad autoinmunitaria que se basa en la expansion especifica de la poblaciéon de linfocitos T
CD4CD8 Vu24JoQ".

Existe una necesidad de controlar y alterar especificamente la poblacion de linfocitos T y, mas especificamente,
subpoblaciones especificas de linfocitos T en mamiferos para la prevencion y el tratamiento de enfermedades y
trastornos tales como enfermedades autoinmunitarias, infecciones, alergias, asma, afecciones inflamatorias, aborto
espontaneo, embarazo, enfermedad de injerto contra huésped y canceres.

Sumario de la invenciéon

Se ha descubierto y llevado a la practica un método para preparar anticuerpos que permite la identificacion e inhibicion
de expansioén o activacion selectiva de subgrupos de linfocitos T especificos. En particular, la invenciéon proporciona
fragmentos de anticuerpo y derivados que reconocen e inhiben linfocitos T que tienen secuencias de TCR especificas.
Estos anticuerpos se pueden usar para diagnosticar, prevenir, estabilizar y tratar una variedad de enfermedades,
incluyendo canceres y enfermedades autoinmunitarias.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo purificado,
en el que dicho fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo:

- reconoce y se une al bucle CDR3 de la cadena a de un receptor de antigeno de células T (TCR)
invariante en una célula NK T invariante,
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- (i) se une y (ii) inhibe la expansién o activacion de al menos una sub-poblacién de células T
seleccionada del grupo de: células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ+, y

- no reconoce ni se une sustancialmente a otras moléculas,

en donde dicho fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente o una molécula Fab y en donde dicho derivado
de anticuerpo es un anticuerpo conjugado a una toxina o radiomarcador. En lo que sigue, al fragmento de anticuerpo
de la presente invencion y al derivado de anticuerpo de la presente invencion se les alude como anticuerpo o
anticuerpo de la presente invencion.

También se describe un anticuerpo purificado que se une preferencialmente al receptor de antigeno de linfocitos T
(TCR). Este anticuerpo se une preferencialmente a un bucle CDR3 o a una union o-f del TCR; o se une
preferencialmente o modula (por ejemplo, incrementa o disminuye) la expansion o activacion de al menos una
subpoblacién de linfocitos T seleccionada del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T
JaQ". En un aspecto relacionado, la descripcién describe una combinacién de anticuerpos purificados (por ejemplo,
una mezcla de 2, 3, 4 6 5 anticuerpos) que juntos se unen preferencialmente a un receptor de antigeno de linfocitos T
(TCR). En combinacion, estos anticuerpos que unen preferencialmente a un bucle CDR3 o a una unién o~ del TCR; o
modulan preferencialmente la expansion o activacion de al menos una subpoblaciéon de linfocitos T seleccionada del
grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". Las combinaciones de anticuerpos
incluyen una mezcla de uno de los siguientes pares de anticuerpos: (i) un anticuerpo anti-Va24 y un anticuerpo
anti-CD161; (ii) un anticuerpo anti-Va24 y un anticuerpo anti-CD94; (iii) un anticuerpo anti-VB11 y un anticuerpo
anti-CD161; o (iv) un anticuerpo anti-VB11 y un anticuerpo anti-CD94. Estas combinaciones de anticuerpos se pueden
unir preferencialmente o modular preferencialmente la expansién o activacion de linfocitos T reactivos para CD1d.

En realizaciones deseables, el anticuerpo o la combinacion de anticuerpos se une preferencialmente al linfocito T
invariante. En otra realizacién deseable, los linfocitos T NK que se unen por el anticuerpo o combinacién de
anticuerpos son linfocitos T reactivos para CD1d, linfocitos T invariantes, linfocitos T no invariantes reactivos para
CD1d o linfocitos T JaQ". De forma deseable, los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ*
son linfocitos T invariantes. De forma deseable, el bucle CDR3, unién a-f o sitio de union a antigeno de un TCR se
expresa en un linfocito T NK, linfocito T reactivo para CD1d o linfocito T JoQ". También se describe un anticuerpo o
combinacion de anticuerpos que se une preferencialmente a un bucle CDRS, un sitio de unién a antigeno o una unién
a-p de un TCR expresado en un linfocito T NK, linfocito T reactivo para CD1d o linfocito T JoQ®, y el anticuerpo o
combinacién de anticuerpos que modula preferencialmente la expansién o activacion del linfocito T unido. Un linfocito
T que expresa un TCR que se une por el anticuerpo o combinacion de anticuerpos se puede expandir en presencia del
anticuerpo. La union del bucle CDR3, unién a-f o sitio de unién a antigeno de un TCR expresado en un linfocito T
puede ser suficiente para cuantificar los linfocitos T, los bucles CDR3, las uniones a-f o los sitios de union a antigeno.
Se puede usar un segundo anticuerpo para distinguir diferentes subpoblaciones de linfocitos T unidos por el
anticuerpo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo bifuncional. El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal o
monoclonal. En una realizacion deseable de la invencion, el anticuerpo se une covalentemente a una toxina,
compuesto terapéuticamente activo, enzima, citocina, radiomarcador, marcador fluorescente, marcador magnético o
etiqueta de afinidad. Los anticuerpos deseables tienen una region constante que se encuentra en un mamifero, aparte
del ratén, tal como un ser humano. De forma deseable, el anticuerpo de la invenciéon es humanizado.

La invencion proporciona un fragmento o derivado de un anticuerpo de la presente invencion como se define en las
reivindicaciones, en el que el anticuerpo preferiblemente se une al bucle CDR3 de la cadena a de un TCRinvariante en
una célula NK T; y (i) preferiblemente se une y (ii) inhibe la expansion o la activacion de al menos una sub-poblacién de
células T seleccionada del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JAQ". El fragmento es un
anticuerpo monovalente o una molécula Fab.

También se describe un anticuerpo bifuncional que incluye (a) un anticuerpo o un fragmento del anticuerpo, y (b) un
segundo anticuerpo o fragmento de un anticuerpo que une una célula T que expresa el TCR o que une una célula NK
T, una célula T CD1d-reactiva o una célula T JAQ" que es unida por el anticuerpo o fragmento. El segundo anticuerpo
puede ser un anticuerpo anti-CD3, anti-CD161, anti-CD28 o anti-CD94. La descripciéon da a conocer un anticuerpo
bifuncional que se une preferencialmente a un bucle CDR3 o a una unién a-p del TCR; o se une preferencialmente o
modula la expansién o activacion de al menos una subpoblacion de linfocitos T seleccionada del grupo de linfocitos T
NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". En diversos aspectos, el anticuerpo es un anticuerpo anti-CD3
y anti-CD161 bifuncional, anticuerpo anti-Va24 y anti-CD161; anticuerpo anti-Va.24 y anti-CD94; anticuerpo anti-V311
y anti-CD161; anticuerpo anti-VB11 y anti-CD94; anticuerpo anti-CD3 y anti-CD94, anticuerpo anti-CD3 y anti-CD28; o
anticuerpo anti-Va24 y anti-VB11. El anticuerpo bifuncional puede unir, expandir o activar preferencialmente linfocitos
T reactivos para CD1d.

Aun en otro aspecto, la descripcién proporciona un hibridoma estable que produce un anticuerpo de la invencion.

Los anticuerpos de la invencién se pueden usar para purificar subpoblaciones de linfocitos T. Por tanto, la invencion
también proporciona una subpoblacién de linfocitos T purificados. Los linfocitos T en la subpoblacién se unen
especificamente por un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la invencion. De forma deseable, el anticuerpo o
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combinacién de anticuerpos se une especificamente al bucle CDR3 de un TCR expresado en la subpoblacion de
linfocitos T. En una realizacién deseable, los linfocitos T en la subpoblacién son linfocitos T NK. Los linfocitos T NK
deseables incluyen linfocitos T reactivos para CD1d, linfocitos T invariantes, linfocitos T no invariantes reactivos para
CD1dYy linfocitos T JaQ". En otra realizacidon deseable, los linfocitos T son linfocitos T reactivos para CD1d. Aln en otra
realizacion deseable, los linfocitos T son linfocitos T JaQ". De forma deseable, los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JaQ" son linfocitos T invariantes.

La invencién también proporciona métodos para generar un anticuerpo de la invencién que se une preferencialmente a
un bucle CDR3 de un TCR invariante y (i) se une preferencialmente y (i) inhibe la expansién o activacion de al menos
una subpoblacion de linfocitos T seleccionada del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos
T JaQ". Un método de este tipo incluye (a) acoplar un péptido ciclico a un transportador, (b) inmunizar un animal con el
péptido acoplado, y (c) aislar un anticuerpo que se une preferencialmente a un bucle CDR3 de un TCR invariante; y (i)
se une preferencialmente y (ii) modula o activa al menos una subpoblaciéon de linfocitos T seleccionada del grupo de
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". De forma deseable, la etapa (b) se repite. En otras
realizaciones deseables, el animal es un mamifero o ave deficiente en linfocitos T invariantes o CD1.

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona otro método de generacién de un anticuerpo de la invencion. Este
método incluye (a) inmunizar un animal (por ejemplo, un mamifero o un ave) con linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JoQ", y (b) aislar un anticuerpo que se une preferencialmente a un bucle CDR3 del TCR
invariante; y (i) se une preferencialmente vy (ii) inhibe la expansiéon o activacién de al menos una subpoblacion de
linfocitos T seleccionada del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". De forma
deseable, la etapa (a) se repite. En una realizacion deseable, los linfocitos T invariantes se administran a un animal
deficiente en linfocitos T invariantes o CD1.

En otro aspecto relacionado, la invencion proporciona un método de generacion de un anticuerpo de la invencion. Este
método incluye (a) acoplar un péptido ciclico a un transportador, (b) inmunizar un animal (por ejemplo, un mamifero o
un ave) con el péptido acoplado, (c) inmunizar el animal con linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o
linfocitos T JaQ”, y (d) aislar un anticuerpo que se une preferencialmente a un bucle CDR3 del TCR invariante y (i) se
une preferencialmente vy (ii) inhibe la expansion o activacion de al menos una subpoblacion de linfocitos T seleccionada
del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". De forma deseable, la etapa (b) o (c)
se repite. En una realizacion deseable, los linfocitos T invariantes se administran a un animal deficiente en linfocitos T
invariantes o CD1.

Aun en otro aspecto relacionado, la invencion proporciona un método de generacion de un anticuerpo de la invencion
(a) inmunizando un animal (por ejemplo, un mamifero o un ave) con linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o
linfocitos T JaQ", (b) acoplando un péptido ciclico a un transportador y (c) inmunizando al animal con el péptido
acoplado y (d) aislando un anticuerpo que se une preferencialmente a un bucle CDR3 del TCR invariante y (i) se une
preferencialmente vy (ii) inhibe la expansién o activaciéon de al menos una subpoblacién de linfocitos T seleccionada del
grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos JoQ®. De forma deseable, la etapa (a) o la etapa
(c) se repite. En una realizacion deseable, los linfocitos T invariantes se administran a un animal deficiente en linfocitos
T invariantes o CD1.

En realizaciones deseables de los métodos de generacion de un anticuerpo, el animal (por ejemplo, mamifero o ave)
es un animal deficiente en linfocitos T invariantes o CD1, un ratén inactivado en CD1d, un animal en el que se han
retirado los linfocitos T invariantes, un animal que carece de parte de la cadena TCR-a 0 un animal que carece de parte
de la cadena TCR-B. En otras realizaciones deseables, el animal es tolerante a linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d, linfocitos T JaQ" o al TCR invariante. En otras realizaciones deseables, el animal carece de toda o parte de
la molécula Va14 o Jo281. También se contempla que se pueda usar otro animal con una cantidad reducida o carente
de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ".

Los anticuerpos, anticuerpos bifuncionales, fragmentos de anticuerpos y derivados de anticuerpos de la presente
invencion tienen una variedad de aplicaciones de diagndstico, de obtencion de imagenes y terapéuticas.

En un aspecto de este tipo, la invencién proporciona un método de medicién de la cantidad de TCR NK o la cantidad de
linfocitos T NK en una muestra poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la
invencion. De forma deseable, el anticuerpo o combinacion de anticuerpos se une preferencialmente a un bucle CDR3,
un sitio de union a antigeno o una union a-f de los TCR. En otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo bifuncional
que se une tanto a CD3 como a CD161 expresados en el mismo linfocito T.

En un aspecto relacionado, la invenciéon proporciona un método de medicion de la cantidad de TCR reactivos para
CD1d o la cantidad de linfocitos T reactivos para CD1d en una muestra. Este método implica poner en contacto la
muestra con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la invencion. De forma deseable, el anticuerpo o
combinacién de anticuerpos se une preferencialmente a un bucle CDR3, una unién o~ o un sitio de unién a antigeno
de los TCR. En diversas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo anti-Va24 y anti-CD161 bifuncional; anticuerpo
anti-Va24 y anti-CD94; anticuerpo anti-VB11 y anti- CD161; anticuerpo anti-VB11 y anti-CD94; anticuerpo anti-CD3 y
anti-CD94, anticuerpo anti-CD3 y anti-CD28; o anticuerpo anti-Va24 y anti-Vp11.
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En otro aspecto relacionado, la invencién proporciona un método de medicién de la cantidad de TCR JoQ" o la
cantidad de linfocitos T JaQ" en una muestra poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacion de
anticuerpos de la invencion. El anticuerpo se une preferencialmente a un bucle CDR3, un sitio de unién a antigeno o
una unioén o-p de los TCR.

En métodos deseables de determinacién de la cantidad de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos
T JoQ" en una muestra, la muestra es de un sujeto implicado en un ensayo clinico de un tratamiento o que se somete
a un tratamiento para una afeccion seleccionada del grupo que consiste en enfermedad autoinmunitaria, infeccion
virica, infeccidon bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion
inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto
espontaneo, embarazo y cancer. De forma deseable, la cantidad de los TCR o los linfocitos T se usa para determinar
el tratamiento deseable para tratar o prevenir una afeccion seleccionada del grupo que consiste en enfermedad
autoinmunitaria, infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patdégeno eucariota,
alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de
inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo y cancer. En otra realizacién deseable de estos aspectos, la
cantidad de los TCR o los linfocitos T se usa para diagnosticar la recuperacion o remision de o la eficacia de cualquier
tratamiento para una afeccion seleccionada del grupo que consiste en enfermedad autoinmunitaria, infeccion virica,
infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria,
enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, embarazo y cancer.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de visualizacion de los TCR NK o los linfocitos T NK en una
muestra, comprendiendo el método poner en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de
la invencion. El anticuerpo o combinacién de anticuerpos se une preferencialmente a un bucle CDR3 de los TCR. En
otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo bifuncional que se une tanto a CD3 como a CD161 expresados en el
mismo linfocito T.

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona un método de visualizacion de los TCR reactivos para CD1d o los
linfocitos T reactivos para CD1d en una muestra poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacion de
anticuerpos de la invencion. El anticuerpo o combinacién de anticuerpos se une preferencialmente a un bucle CDR3 de
los TCR. En diversas realizaciones, el anticuerpo es un anticuerpo anti-Va24 y anti-CD161 bifuncional; anticuerpo
anti-Va24 y anti-CD94; anticuerpo anti-VB11 y anti- CD161; anticuerpo anti-V11 y anti-CD94; anticuerpo anti-CD3 y
anti-CD94, anticuerpo anti-CD3 y anti-CD28; o anticuerpo anti-Va24 y anti-Vp11.

En otro aspecto relacionado, la invencién proporciona un método de visualizacién de los TCR JoQ" o los linfocitos T
JaQ" en una muestra. Este método incluye poner en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacién de
anticuerpos de la invencion. El anticuerpo o combinacion de anticuerpos se une preferencialmente a un bucle CDR3 de
los TCR.

En realizaciones deseables de la mediciéon o visualizaciéon de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o
linfocitos T JaQ" en una muestra, la muestra es de un animal transgénico o es un tejido de autopsia. De forma
deseable, el anticuerpo se une covalentemente a un marcador fluorescente, radiomarcador o marcador magnético (por
ejemplo, una perla magnética).

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de identificacion de un sujeto en riesgo de una afeccion
seleccionada del grupo que consiste en enfermedad autoinmunitaria, infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion
parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto contra
huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo y cancer. Este método
incluye (a) cuantificar la cantidad de una subpoblacion de linfocitos T en una muestra del sujeto, y (b) comparar la
cantidad de los linfocitos T en la muestra con la cantidad de los linfocitos T hallados en sujetos diagnosticados con la
afeccion o sujetos no diagnosticados con la afeccion. De forma deseable, la cantidad de los linfocitos T en la muestra
se compara con la cantidad de los linfocitos T hallados tanto en sujetos diagnosticados con la afecciéon como en sujetos
no diagnosticados con la afeccion. En una realizacion deseable, el método incluye ademas comparar la cantidad de
otro tipo de linfocitos T en la muestra con la cantidad de otro tipo de linfocitos T hallada en sujetos diagnosticados con
la afeccién o sujetos no diagnosticados con la afeccion. De forma deseable, la cantidad del otro tipo de linfocitos T en
la muestra se compara con la cantidad del otro tipo de linfocitos T hallada tanto en sujetos diagnosticados con la
afeccion como en sujetos no diagnosticados con la afeccion. La cantidad de la subpoblacion de linfocitos T en una
muestra se determina poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la
invencion, tal como un anticuerpo o combinacion de anticuerpos que se une preferencialmente a un bucle CDR3 y que
se une preferencialmente a linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ".

En un aspecto relacionado, la invencion proporciona un método de diagnéstico o estadiaje de un sujeto con una
afeccion seleccionada del grupo que consiste en enfermedad autoinmunitaria, infeccion virica, infeccion bacteriana,
infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto
contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo y cancer. Este
método incluye (a) cuantificar la cantidad de una subpoblacion de linfocitos T en una muestra del sujeto, y (b) comparar
la cantidad de los linfocitos T en la muestra con la cantidad de los linfocitos T hallados en sujetos diagnosticados con la
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afeccion o sujetos no diagnosticados con la afeccion. De forma deseable, la cantidad de los linfocitos T en la muestra
se compara con la cantidad de los linfocitos T hallados tanto en sujetos diagnosticados con la afecciéon como en sujetos
no diagnosticados con la afeccion. En una realizacion deseable, el método incluye ademas comparar la cantidad de
otro tipo de linfocitos T en la muestra con la cantidad de otro tipo de linfocitos T hallada en sujetos diagnosticados con
la afeccién o sujetos no diagnosticados con la afeccion. De forma deseable, la cantidad del otro tipo de linfocitos T en
la muestra se compara con la cantidad del otro tipo de linfocitos T hallada tanto en sujetos diagnosticados con la
afeccion como en sujetos no diagnosticados con la afeccion. La cantidad de la subpoblacion de linfocitos T en una
muestra se determina poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la
invencion, tal como un anticuerpo o combinacién de anticuerpos que se une preferencialmente a un bucle CDR3 de los
linfocitos Ty que se une preferencialmente a linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ".

En realizaciones deseables de cualquiera de los aspectos anteriores, la muestra es sangre periférica, fluido linfatico,
fluido ascitico, sangre de corddn umbilical, orina, heces, médula dsea, bilis 0 una muestra de biopsia. También se
contempla que se pueda usar cualquier otra muestra de un mamifero, tal como otras muestras de sangre o tejidos.

En otro aspecto, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencion para su uso en un método de tratamiento o
prevencion de una enfermedad autoinmunitaria, infeccion virica, infeccién bacteriana, infeccién parasitaria, infeccion
por un patdgeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de
injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo o cancer en un animal. Este método incluye
administrar al animal un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la invencion. De forma deseable, el anticuerpo o
combinacién de anticuerpos se administra al animal por via intraarticular, intralesional, oral, intramuscular,
intravenosa, subcutanea o intraperitoneal. En otra realizacion deseable, el anticuerpo o combinacién de anticuerpos se
administra con un transportador farmacéuticamente adecuado. En una realizacién deseable, también se administra al
animal una citocina. En otra realizacion deseable, también se administra al animal un tipo celular u otro agente que
funciona en conjunto con los anticuerpos.

Aun en otro aspecto, la invencién proporciona el anticuerpo de la invencién para su uso en un método de inhibicién de
patogénesis de linfocitos T en un animal administrando al animal un anticuerpo o combinacion de anticuerpos de la
invencion. La administracion del anticuerpo o combinacion de anticuerpos es suficiente para inhibir un linfocito T que
expresa un TCR unido por el anticuerpo o combinacién de anticuerpos, un linfocito T NK, un linfocito T reactivo para
CD1d o un linfocito T JaQ®. El anticuerpo o combinacién de anticuerpos se une preferencialmente a un bucle CDR3 de
un TCR de un linfocito T NK, un linfocito T reactivos para CD1d o un linfocito T JoQ". El anticuerpo o combinacién de
anticuerpos inhibe la expansién o activacion de al menos una subpoblacion de linfocitos T seleccionada del grupo de
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d vy linfocitos T JaQ". En otra realizacién deseable, el anticuerpo o
combinacién de anticuerpos se une covalentemente a una toxina, un radiomarcador o una molécula que dirige
procesos defensivos del huésped o catabdlicos hacia las células. De forma deseable, el anticuerpo o combinacion de
anticuerpos se administra al animal por via oral, intramuscular, intravenosa, intraarticular, intralesional, subcutanea,
intraperitoneal, intralesional o por cualquier otra via suficiente para proporcionar una dosis adecuada para inhibir el
linfocito T. En otra realizacion deseable, el anticuerpo o combinacién de anticuerpos se administra con un
transportador farmacéuticamente adecuado. En una realizacién, también se administran al animal una o mas citocinas.
En ofra realizacion, la patogénesis de linfocitos T es una respuesta de un linfocito T a una infeccion virica, tal como una
infeccion por Hepatitis, infeccidon por picornavirus, infeccién por polio o infeccién por coxsackie.

Se describe un método de incremento del tamafio de una subpoblaciéon de linfocitos T poniendo en contacto una
muestra que tiene linfocitos T con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos.

La descripciéon proporciona un método de incremento del tamarfio de una subpoblacién de linfocitos T. Este método
incluye (a) poner en contacto una muestra que comprende linfocitos T con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos
bajo condiciones que permitan la formacién de complejos entre los linfocitos T y el anticuerpo o combinacion de
anticuerpos, (b) aislar el complejo, y (c) poner en contacto los linfocitos T en el complejo o recuperarlos del complejo
con un anticuerpo o combinaciéon de anticuerpos bajo condiciones que permitan el contacto para incrementar el
numero de linfocitos T.

La descripciéon proporciona un método de incremento del tamarfio de una subpoblacién de linfocitos T. Este método
incluye (a) poner en contacto una muestra que comprende linfocitos T con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos
bajo condiciones que permitan la formacién de complejos entre los linfocitos T y el anticuerpo o combinacion de
anticuerpos, (b) aislar el complejo, y (c) poner en contacto los linfocitos T en el complejo o recuperarlos del complejo
con un antigeno y células presentadoras de antigeno bajo condiciones que permitan el contacto para incrementar el
numero de linfocitos T. De forma deseable, el antigeno es un antigeno de a-galactosilceramida, un lipido o
glucosil-fosfatidilinositol de un patégeno infeccioso, un antigeno de una célula cancerosa, un propio lipido, o cualquier
otro antigeno de fuentes endégenas o no fisioldgicas.

Ademas se describe un método de incremento del tamafo de una subpoblacion de linfocitos T. Este método incluye (a)
purificar los linfocitos T de una muestra que comprende los linfocitos T y (b) poner en contacto las células purificadas
con un anticuerpo o combinaciéon de anticuerpos bajo condiciones que permitan el contacto para incrementar el
numero de linfocitos T.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 586 206 T3

El método puede incluir ademas poner en contacto la muestra o el complejo con una o mas citocinas u otras células
que funciona en conjunto con el anticuerpo o combinacion de anticuerpos.

También se describe un método de incremento del tamafio de una subpoblacién de linfocitos T en un animal. Este
método incluye (a) obtener una muestra que comprende los linfocitos T del animal, (b) poner en contacto los linfocitos
T con un anticuerpo o combinacion de anticuerpos bajo condiciones que permitan el contacto para incrementar el
numero de los linfocitos T, y (c) administrar los linfocitos T puestos en contacto al animal.

También se describe un método de incremento del tamafio de una subpoblacién de linfocitos T en un animal. Este
método incluye (a) obtener una muestra que comprende los linfocitos T del animal, (b) purificar los linfocitos T, (c)
poner en contacto los linfocitos T con un anticuerpo o combinacion de anticuerpos bajo condiciones que permitan el
contacto para incrementar el nimero de los linfocitos T, y (d) administrar los linfocitos T puestos en contacto al animal.
De forma deseable, la purificacion de los linfocitos T incluye poner en contacto la muestra con un anticuerpo o
combinacioén de anticuerpos. En una realizaciéon deseable, la purificacion de los linfocitos T incluye poner en contacto
la muestra con un anticuerpo anti-Va24, CD4, CD8, CD56, CD161 o VB11. También se contempla que se pueda usar
otro anticuerpo o combinaciéon de anticuerpos que se une a un linfocito T para purificar las células.

También se describe un método para incrementar el tamafio de una subpoblacién de linfocitos T en un animal. Este
método incluye (a) obtener una muestra que comprende los linfocitos T del animal, (b) poner en contacto los linfocitos
T con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos bajo condiciones que permitan la formacién de complejos entre los
linfocitos T y el anticuerpo, (c) aislar el complejo, y (d) poner en contacto los linfocitos T en el complejo o recuperarlos
del complejo con un anticuerpo o combinacion de anticuerpos bajo condiciones que permitan el contacto para
incrementar el numero de linfocitos T, y (e) administrar los linfocitos T puestos en contacto al animal.

Ademas se describe un método para incrementar el tamafio de una subpoblacién de linfocitos T en un animal. Este
método incluye (a) obtener una muestra que comprende los linfocitos T del animal, (b) poner en contacto los linfocitos
T con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos bajo condiciones que permitan la formacion de complejos entre los
linfocitos T y el anticuerpo o combinacion de anticuerpos, (c) aislar el complejo, y (d) poner en contacto los linfocitos T
en el complejo o recuperarlos del complejo con un antigeno y células presentadoras de antigeno bajo condiciones que
permitan el contacto para incrementar el nimero de linfocitos T, y (e) administrar los linfocitos T puestos en contacto al
animal. De forma deseable, el antigeno es un antigeno de a-galactosilceramida, un lipido o glucosil-fosfatidilinositol de
un patégeno infeccioso, un antigeno de una célula cancerosa, un propio lipido, o cualquier otro antigeno de fuentes
enddgenas o no fisioldgicas.

También se describen métodos para incrementar el tamafo de una subpoblacién de linfocitos T en un animal, los
métodos también incluyen administrar una o mas citocinas al animal. La citocina se administra al animal antes, durante
o después de que los linfocitos T se administren al animal. La citocina se puede administrar por via intramuscular,
intravenosa, intraarticular, intralesional, subcutanea, o por cualquier otra via suficiente para proporcionar una dosis
adecuada para modular la actividad de un linfocito T. La muestra o los linfocitos T se pueden poner en contacto con
una o mas citocinas. Los métodos de estos aspectos se pueden usar en el tratamiento o prevenciéon de una
enfermedad autoinmunitaria, infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno
eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad
de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo o cancer en el animal.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método de purificacién de una subpoblacién de linfocitos T de una
muestra poniendo en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la invencion.

En un aspecto relacionado, la invencién proporciona un método de purificacion de una subpoblacion de linfocitos T de
una muestra. Este método incluye (a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo o combinacion de anticuerpos
de la invencién bajo condiciones que permitan la formacion de complejos entre los linfocitos T y el anticuerpo, y (b)
aislar el complejo. De forma deseable, la muestra también se pone en contacto con un anticuerpo anti-Va24, CD4,
CD8, CD56, CD161 o VB11. En otra realizacion, la muestra se pone en contacto con cualquier otro anticuerpo que se
une a un subgrupo de linfocitos T relacionado. De forma deseable, el método también incluye la recuperacion de los
linfocitos T del complejo. En una realizacién deseable, el anticuerpo se une covalentemente a un marcador
fluorescente, y el complejo se aisla en base a la sefial de fluorescencia del complejo. En otra realizacion deseable, el
anticuerpo se une covalentemente a un marcador magnético, y el complejo se aisla en base al magnetismo del
complejo.

En realizaciones deseables de cada aspecto de la invencidn, la citocina que se pone en contacto con la muestra, los
linfocitos T o el complejo o la citocina que se administra al animal se selecciona del grupo que consiste en IL-2, IL-4,
IL-7, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IFN-o/B, IFN-y y GM-CSF. También se contempla que se pueda usar cualquier
otra citocina o combinacién de citocinas. De forma deseable, la citocina altera la proporcién de la respuesta de
desviacion inmunitaria Th1/Th2 por los linfocitos T puestos en contacto. De forma deseable, el sujeto o el animal es un
ser humano. Otros animales deseables incluyen mamiferos y aves de laboratorio o de interés veterinario, tales como
ratones, ratas, conejos, cerdos, cabras, ganado vacuno, ovejas, caballos, pollos y pavos. En realizaciones deseables,
la infeccion virica relacionada con la invencion es una infeccidn por hepatitis, infeccién por picornavirus, infeccién por
polio, infecciéon por VIH o infeccién por Coxsackie. En otras realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria es diabetes
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de tipo 1.

En realizaciones deseables de cada método de la invencion, el anticuerpo o la combinaciéon de anticuerpos se une
preferencialmente al linfocito T invariante. La subpoblacién de linfocitos T, linfocitos T o linfocitos T que expresan el
TCR son linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ". Los linfocitos T NK deseables son
linfocitos T reactivos para CD1dT, linfocitos T invariantes, linfocitos T no invariantes reactivos para CD1d o linfocitos T
JaQ". Los linfocitos T reactivos para CD1d deseables o los linfocitos T JoQ" son linfocitos T invariantes. Los linfocitos
JaQ" deseables son linfocitos T Va24* JaQ®. El anticuerpo o combinacién de anticuerpos se une preferencialmente a
un bucle CDR3 de un TCR expresado en el linfocito T y (i) se une preferencialmente y (ii) inhibe la expansion o
activacion del linfocito T unido. De forma deseable, el anticuerpo o combinaciéon de anticuerpos se une
preferencialmente y (ii) inhibe la expansiéon o activacion de sélo una subpoblacion de linfocitos T seleccionada del
grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". De forma deseable, un bucle CDR3 de un
TCR unido por un anticuerpo o combinacién de anticuerpos de la invencién se expresa por un linfocito T NK, linfocito T
reactivo para CD1d, linfocito T JoQ" o linfocito T invariante. También se contempla que los linfocitos T invariantes
relativos a cualquiera de los aspectos de la invencion puede no ser reactivo para CD1d. Los anticuerpos marcados
deseables incluyen anticuerpos unidos a biotina, FITC, PE o una perla magnética.

Se debe entender que cada uno de los aspectos de la invencion se aplica igualmente a los anticuerpos de la presente
invencion (esto es, fragmentos de anticuerpos y derivados de anticuerpos, como se define en las reivindicaciones).
Cada uno de los aspectos de la invencién también se aplica igualmente a una combinacion de anticuerpos que juntos
se unen preferencialmente a un bucle CDR3 del TCR. En diversas realizaciones, los anticuerpos en una combinacion
de anticuerpos de la invencién se ponen en contacto simultanea o secuencialmente con linfocitos T NK, linfocitos T
reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" o con una muestra que contiene linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d o linfocitos T JaQ". En otras realizaciones, los anticuerpos en una combinacién de anticuerpos de la invencién
se administran simultanea o secuencialmente a un animal para el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad o
afeccion.

Cada aspecto de la invencion también se aplica a cualquier subpoblacién de linfocitos T oligoclonalmente expandida
especifica de antigeno en animales (por ejemplo, seres humanos, otros mamiferos y aves) en respuesta a un reto
antigénico dado. Estas subpoblaciones de linfocitos T oligoclonalmente expandidas especificas de antigeno incluyen
los linfocitos T oligoclonalmente expandidos en respuesta a un componente inmunodominante del antigeno en
multiples individuos.

También se sefala que la presentacion de un antigeno a un linfocito T de interés no requiere una célula presentadora
de antigeno (CPA). Por ejemplo, se puede usar una forma soluble o inmovilizada de una molécula presentadora de
antigeno para presentar un antigeno a un linfocito T o una muestra que contiene un linfocito T de interés bajo
condiciones que permitan la activacién o expansion del linfocito T sin la presencia de una CPA.

Por "bucle CDR3" se quiere decir los aminoacidos en la unién que se genera por el reordenamiento entre un segmento
V y un segmento J de la cadena TCR-a o por el reordenamiento entre un segmento V, un segmento D y un segmento
J de una cadena TCR-B. La identificacion del bucle CDRS3 se simplifica por la presencia de una cisteina conservada en
el extremo del segmento V. El primer aminoacido después de esta cisteina es el primer residuo del bucle CDR3.

La secuencia de un bucle CDR3 se puede identificar facilmente en base a un alineamiento de secuencia de la
secuencia de aminoacidos de un TCR de interés con una o mas secuencias de otros TCR. Por ejemplo, se puede usar
una tabla de Kabat que contiene un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de numerosos receptores de
linfocitos T para identificar el bucle CDR3 en una cadena TCR-a 0 en una cadena -B de interés (Johnson y Wu, Nuc.
Acid. Res. 29(1): 205-206, 2001; http://immuno.bme.nwu.edu). El bucle CDR3 también se puede identificar en base a
un alineamiento de secuencias con uno o mas TCR para los que se ha identificado el bucle CDR3 en base a la
estructura cristalina de rayos x (Reinherz et al., Science 286 (5446): 1913-1921,1999). Adicionalmente, se puede
identificar el bucle CDR3 determinando la estructura tridimensional de la cadena de TCR de interés.

Por "anticuerpo que se une preferencialmente a un bucle CDRS3, un sitio de unién a antigeno o una unién a-f de un
TCR" se quiere decir un anticuerpo que reconoce y se une a un bucle CDRS, un sitio de union a antigeno o una unién
o~ de un TCR o que reconoce y se une a un bucle CDR3, un sitio de unién a antigeno o una unién o- de un TCR
expresado en un linfocito T, pero que sustancialmente no reconoce ni se une a otras moléculas en una muestra, por
ejemplo, una muestra bioldgica, que incluye de forma natural otras proteinas o células. La sefial en el ensayo ELISA
descrito en el ejemplo 1 para la unién del anticuerpo a un bucle CDR3, un sitio de unién a antigeno o una union a-p de
un TCR expresado en un linfocito T es deseable, al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150,
200 o 500 veces mayor que la de la unién a una célula de control que no es un linfocito T o a un linfocito T que expresa
TCR con bucles CDR3, uniones a-f y sitios de unioén a antigeno con secuencias de aminoacidos que son menores de
un 99, 95, 90, 85, 80, 70, 60, 50, 40 o 20 % idénticas a la correspondiente secuencia del bucle CDR3, unién a-f o sitio
de unidn a antigeno unido preferencialmente al anticuerpo. Se pueden generar formas del anticuerpo humanizadas o
de otras especies usando técnicas estandar.

De forma deseable, el anticuerpo se "purifica”, lo que quiere decir que se ha separado de otros componentes que lo
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acompanfan de forma natural. Tipicamente, el anticuerpo esta sustancialmente puro cuando es al menos un 50 %, en
peso, libre de proteinas, anticuerpos y moléculas organicas naturales con las que esta asociado de forma natural. De
forma deseable, el anticuerpo es al menos un 75 %, de forma mas deseable, al menos un 90 %, y de la forma mas
deseable, al menos un 99 %, en peso, puro. Se puede obtener un anticuerpo sustancialmente puro que se une
preferencialmente a un bucle CDR3, unién a-p o un sitio de unién a antigeno de un TCR, por ejemplo, usando un
método de la presente invencion para inmunizar un mamifero para la generacion del anticuerpo, por la construccion de
un hibridoma que secreta el anticuerpo, sintetizando quimicamente el anticuerpo o por separacién del anticuerpo a
partir de fuentes naturales. Se puede someter a ensayo la pureza por cualquier método adecuado, como se describe a
continuacién para el aislamiento de anticuerpos.

Por "unién a- de un TCR" se quiere decir la interfase entre las cadenas o y f de un TCR. La interfase incluye
interacciones no covalentes entre los dominios variables de las cadenas a y B. De forma deseable, se usa la estructura
tridimensional de la unién o-f o un modelo de la estructura tridimensional de la unién o-f en el disefio de polipéptidos
o moléculas pequefas para inmunizar un mamifero para generar un anticuerpo para la unién o-f§ del TCR. Se han
notificado varias estructuras tridimensionales de la interfase entre las cadenas o y p de un TCR y se pueden usar por
un experto en la técnica para modelar la interfase de las cadenas o y  de un TCR expresado por un linfocito T NK,
reactivo para CD1d, JaQ" o invariante. Por ejemplo, en base a la estructura modelada o real de la interfase de las
cadenas o y B, se puede disefiar una molécula pequefia que tenga una estructura tridimensional similar a la de una
region expuesta de la interfase. Adicionalmente, se puede disefiar un polipéptido que tenga una estructura
tridimensional similar a la de una porcién o toda la unién o-f§ de un TCR. Por ejemplo, se puede usar una estructura
modelada o real de un TCR de interés para obtener una estructura modelada o real de la union a-f del TCR que
después se puede imitar por un polipéptido disefiado (por ejemplo, un polipéptido de aproximadamente 100
aminoacidos). Se pueden afadir engarces o enlaces covalentes entre los dominios del polipéptido disefiado de modo
que se genere un polipéptido monocatenario. Para estos procedimientos de modelado, se puede usar cualquier
programa de modelado estandar, tal como MolScript.

De forma similar, se pueden usar estos métodos para generar anticuerpos que unen preferencialmente la unién y-6 de
un TCR de interés.

Por "sitio de unién a antigeno de un TCR" se quiere decir la region de un TCR que se une a un antigeno. Esta region
incluye parte de la superficie expuesta de la region variable del TCR. Por ejemplo, el sitio de union a antigeno contiene
el bucle CDR3 de la cadena a, el bucle CDR3 de la cadena $, una porcion predecible de los bucles CDR1, una porcién
predecible de los bucles CDR2 y algunas superficies estructurales cercanas.

De forma deseable, se usa la estructura tridimensional del sitio de unién a antigeno o un modelo de la estructura
tridimensional del sitio de union a antigeno en el disefio de polipéptidos o0 moléculas pequefias para inmunizar un
mamifero para generar un anticuerpo para el sitio de union a antigeno del TCR. Se han notificado varias estructuras
tridimensionales de sitios de unién a antigeno de los TCR (en presencia o ausencia de un antigeno) y se pueden usar
por un experto en la técnica para modelar el sitio de union a antigeno de un TCR expresado por un linfocito T NK,
reactivo para CD1d, JuQ" o invariante. Adicionalmente, se puedo usar una estructura modelada o real de CD1d para
determinar como podrian interaccionar otros compuestos con linfocitos T reactivos para CD1d. En base a la estructura
modelada o real de un sitio de unién a antigeno, se puede disefiar una molécula pequefia o polipéptido que tenga una
estructura tridimensional similar a la de una porcién o todo el sitio de unién a antigeno. Por ejemplo, se puede usar una
estructura modelada o real de un TCR de interés para obtener una estructura modelada o real del sitio de unién a
antigeno del TCR que después se puede imitar por un polipéptido disefiado (por ejemplo, un polipéptido de
aproximadamente 100 aminoacidos). Se pueden afadir engarces o enlaces covalentes entre los dominios del
polipéptido disefiado de modo que se genere un polipéptido monocatenario. Para estos procedimientos de modelado,
se puede usar cualquier programa de modelado estandar, tal como MolScript.

Por "linfocito T invariante" se quiere decir un linfocito T que tiene un receptor de antigeno de linfocitos T invariantes
reactivos para CD1d. Por "receptor de antigeno de linfocitos T invariantes reactivos para CD1d" se quiere decir un
receptor de antigeno de linfocitos T que reconoce CD1d y tiene una cadena alfa que se genera a partir de un
reordenamiento entre Vo24 y JoQ que produce poca o ninguna diversidad en la region N (Kent et al, Human
Immunology 60:1080-1089, 1999). En ratones, la cadena TCR-a invariante se genera a partir de un reordenamiento
entre Va14 y Jo281 que produce poca o ninguna diversidad en la region N. El reordenamiento equivalente se puede
producir en otros mamiferos (por ejemplo, ratas) y en aves. Aunque la cadena TCR-a invariante humana se empareja
preferencialmente con V311, se puede emparejar con otras Vp. El receptor de antigeno de linfocitos T invariantes
reactivos para CD1d humano reconoce CD1d, pero no los miembros de la familia CD1a, CD1b o CD1c estrechamente
relacionados (Exley et al., J. Exp. Med. 186 (1): 109- 120, 1997).

Por "fragmento” se quiere decir un polipéptido que tiene una regiéon de aminoacidos consecutivos idéntica a la region
correspondiente de un anticuerpo de la invencion. El fragmento tiene la capacidad de unir, activar y/o expandir
linfocitos T ex vivo o in vivo, como se determina usando los ensayos descritos en el presente documento. De forma
deseable, el numero, la actividad o la pureza de las células expandidas es al menos de un 20, 40, 60, 80 6 90 % de lo
producido por un anticuerpo de la invencion, como se mide usando los ensayos proporcionados en el presente
documento. De forma deseable, la union del fragmento al bucle CDRS3, unién a- o sitio de unién a antigeno de un TCR
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es al menos de un 20, 40, 60, 80 6 90 % de la de un anticuerpo de la invencion.

Por "derivado" se quiere decir un anticuerpo o fragmento de la invencién que se modifica quimicamente o a través de
tecnologia de fusion génica o sintesis quimica, de modo que esté covalentemente unido a una toxina, compuesto
terapéuticamente activo, enzima, citocina, radiomarcador, marcador fluorescente o etiqueta de afinidad. El grupo unido
covalentemente se puede unir al extremo amino, extremo carboxi, entre el extremo amino y carboxi, 0 a una cadena
lateral de un aminoacido en el anticuerpo o fragmento. Por "etiqueta de afinidad" se quiere decir un péptido, proteina o
compuesto que se une a otro péptido, proteina o compuesto. En una realizaciéon deseable, se usa la etiqueta de
afinidad para purificacién o inmovilizacién del derivado. En otra realizacion deseable, se usa la etiqueta de afinidad o
toxina para dirigir el anticuerpo o fragmento a una célula, tejido o sistema de érgano especifico in vivo. Aun en otra
realizacion deseable, se usa el marcador fluorescente o radiomarcador para la obtencion de imagenes del derivado.
Aun en otra realizacién deseable, se usa el compuesto terapéuticamente activo o radiomarcador para el tratamiento o
prevencion de una enfermedad o trastorno. En otra realizacion, el derivado o fragmento de un anticuerpo de la
invencion tiene una estabilidad incrementada o solubilidad incrementada en comparacién con el anticuerpo. También
se contempla que el anticuerpo, fragmento o derivado de la invencion se puede unir no covalentemente a otro
anticuerpo unido covalentemente a una toxina, compuesto terapéuticamente activo, enzima, citocina, radiomarcador,
marcador fluorescente, marcador magnético o etiqueta de afinidad.

Por "humanizado" se quiere decir la alteracion de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo de modo que se
provoquen menores anticuerpos y/o respuestas inmunitarias contra el anticuerpo humanizado cuando se administra a
un ser humano. Para el uso del anticuerpo en un mamifero, aparte de un ser humano, se puede convertir un anticuerpo
de la invencién a ese formato de especie.

Por "anticuerpo bifuncional” se quiere decir un anticuerpo que incluye un anticuerpo o fragmento de un anticuerpo
unido covalentemente a otro anticuerpo u otro fragmento de un anticuerpo. De forma deseable, ambos anticuerpos o
fragmentos se unen a diferentes epitopos expresados en el mismo linfocito T. De forma deseable, al menos un
anticuerpo incluido en el anticuerpo bifuncional es un anticuerpo de la invenciéon. De forma deseable, el anticuerpo se
une a CD3, CD161 o tanto CD3 como CD161. En otras realizaciones deseables, el anticuerpo se une a uno o mas de
los siguientes: Va24, CD94, V11 y anti-CD28.

Por "péptidos ciclicos" se quiere decir un péptido no lineal que tiene una secuencia de aminoacidos de al menos un
60 %, de forma deseable un 80 %, de forma mas deseable un 90 %, y de la forma mas deseable un 100 % idéntica a
una region en el bucle CDR3 de un TCR. En una realizacién deseable, la secuencia de aminoacidos del péptido incluye
CVVSDRGSTLGRLADCG (SEQID N.° 1) del bucle CDRS3 del TCR-a invariante humano o una regién de al menos 5, 8,
10 6 15 aminoacidos consecutivos de SEQ ID N.° 1. En otra realizacién deseable, la secuencia de aminodacidos del
péptido es idéntica a la de SEQ ID N.° 1. El péptido se puede ciclar por la formacién de un enlace covalente entre el
grupo amino N terminal del péptido o la cadena lateral de residuo y el grupo carboxilo C terminal o la cadena lateral de
un residuo. Por ejemplo, se puede formar un péptido lactama por la ciclacion entre el grupo amino N terminal o un
grupo amino de una cadena lateral de aminoacidos y el grupo carboxilo C terminal o una cadena lateral que contiene
un carboxilo o amida, tal como la de acido glutamico, acido aspartico, glutamina o asparragina. Otras ciclaciones
posibles incluyen la formacién de un tioéter por la reaccion de un grupo tiol en una cadena lateral de cisteina con el
grupo amino N terminal, grupo carboxilo C terminal, o la cadena lateral de otro aminoacido. También se puede formar
un enlace disulfuro entre dos residuos de cisteina. También se contempla que se puede usar un péptido que tiene una
secuencia de aminoacidos de al menos un 60 %, de forma deseable un 80 %, de forma mas deseable un 90 % y de la
forma mas deseable un 100 % idéntica a una region de otro bucle o superficie expuesta de la cadena alfa o beta del
TCR invariante u otro TCR para la generacion de anticuerpos para otro TCR. Los bucles deseables incluyen el bucle
CDR3 de la cadena o o 8 de un linfocito T NK, linfocito T reactivo para CD1d, o linfocito T JaQ".

Por "mamifero deficiente en linfocitos T invariantes o CD1d" se quiere decir un mamifero que cuando se compara con
otros mamiferos de la misma especie tiene una cantidad reducida de o carece de moléculas CD1d funcionales,
linfocitos T invariantes, cadenas TCR-a o cadenas TCR-B. Ejemplos deseables de estos mamiferos incluyen un ratén
inactivado en CD1d (Sonoda et al., 1999, supra), un mamifero no tolerante al TCR invariante, un mamifero en el que se
han retirado los linfocitos T invariantes, un mamifero que carece de parte de la cadena TCR-a (Cui et al., Science
278:1623, 1997), un mamifero que carece de parte de la molécula VB8 o animales con linfocitos T NK, invariantes o
subpoblaciones relativas eliminadas por anticuerpos, citocinas o estimulacion antigénica repetida.

Por "inmunizar" se quiere decir administrar a un animal (por ejemplo, un mamifero o un ave) cualquier péptido
acoplado a transportadores, linfocitos T invariantes, o ambos, usando procedimientos estandar. Las vias de
administracion deseables incluyen via intraperitoneal, intramuscular, intradérmica y subcutanea. La dosis y frecuencia
de administraciéon se puede determinar usando procedimientos estandar.

Por "aislar anticuerpos" se quiere purificar el anticuerpo de antisuero, liquido ascitico o sobrenadante de hibridomas.
Los anticuerpos se pueden purificar por un experto en la técnica usando técnicas estandar, tales como las descritas en
Ausubel et al. (Current Protocols in Molecular Biology, volumen 2, p. 11.13.1-11.13.3, John Wiley & Sons, 1995). De
forma deseable, el anticuerpo es al menos 2, 5 6 10 veces tan puro como el material de partida, medido usando
electroforesis en gel de poliacrilamida, cromatografia en columna, densidad 6ptica, analisis de HPLC, o analisis de
western para detectar una reduccién en la cantidad de proteinas contaminantes o ELISA para detectar un incremento
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en la actividad especifica para la uniéon a marcadores para una subpoblacion de linfocitos T particular.

Por "poner en contacto" se quiere decir incubar una muestra con un anticuerpo o citocina. El anticuerpo o citocina
puede estar en forma soluble, o puede estar inmovilizado. En una realizacién, la citocina o anticuerpo inmovilizado esta
unido estrechamente o unido covalentemente a una perla o placa. En realizaciones deseables, el contacto se produce
ex vivo o in vivo.

Por "medir" se quiere decir determinar el porcentaje de células en una muestra que pertenecen a una subpoblacion de
linfocitos T especifica o determinar el nimero de células en una muestra que pertenece a una subpoblacion de
linfocitos T especifica, como se describe en el presente documento. En una realizacién deseable, los linfocitos T son
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ".

Por "tratar o prevenir" se quiere decir administrar un anticuerpo de la presente invencién o linfocitos T que se han
incubado con el anticuerpo a un mamifero, como se describe en el presente documento.

Por "patogénesis de linfocitos T" se quiere decir una enfermedad o trastorno que esta provocado o exacerbado por una
actividad de linfocitos T, tal como su produccioén de citocinas o citotoxicidad.

Por "enfermedad autoinmunitaria” se quiere decir una enfermedad en la que se genera una respuesta del sistema
inmunitario contra los propios epitopos. Algunos ejemplos de enfermedades autoinmunitarias incluyen diabetes
mellitus dependiente de insulina, artritis reumatoide, pénfigo vulgar, esclerosis mdltiple y miastenia grave.

Por "incrementar el tamafio de una subpoblacién de linfocitos T" se quiere decir estimular la expansién de estas células
incubandolas con un anticuerpo o incubandolas con un antigeno y células presentadoras de antigeno. De forma
deseable, el nimero de linfocitos T pertenecientes a la subpoblacién que esta presente después de esta incubacion es
al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 150 6 500 veces superior al numero de estas células presente
después de la correspondiente incubacion de control en ausencia del anticuerpo o del antigeno y células
presentadoras de antigeno. De forma mas deseable, el nimero de linfocitos T pertenecientes a la subpoblacion que
esta presente después esta incubacion es al menos 2, 5, 10, 20 6 50 veces mayor que el numero de estas células
presente después de la correspondiente incubacion en presencia de 0,1 - 2 ug/ml de fitohemaglutinina (FA). También
se contempla que el porcentaje podria seguir siendo el mismo, pero el numero real del subgrupo relevante se puede
incrementar si se incrementa el numero total de linfocitos T. De forma deseable, el cambio en el porcentaje de células
que pertenecen a la subpoblacién de linfocitos T es al menos 2, 5, 10, 20 6 50 veces mayor que el correspondiente
cambio en el porcentaje de células que pertenecen a la subpoblacion de linfocitos T en una muestra de control que no
se ha incubado con el anticuerpo. En otra realizacién deseable, los linfocitos T son linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JaQ".

Por "modular preferencialmente la expansién o activacién de al menos una subpoblacién de linfocitos T seleccionada
del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ™ se quiere decir inducir o inhibir la
expansion o activacién de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ". Se puede medir la
induccioén de la expansion de estas subpoblaciones de linfocitos T como se describe para determinar el incremento en
el tamafo de la subpoblaciéon de linfocitos T. Se puede determinar la inhibicion de la expansion de estas
subpoblaciones de linfocitos T comparando el numero de linfocitos T pertenecientes a la subpoblaciéon después de la
incubacién con un anticuerpo de la invencién en comparaciéon con una incubacion de control sin el anticuerpo. De
forma deseable, el nimero de linfocitos T pertenecientes a la subpoblacién presente después de la incubacion con el
anticuerpo es 2, 3,4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 6 100 veces menor que el numero de estos linfocitos T presente después
de la correspondiente incubacion de control. Esta inhibicién de la expansién de los linfocitos T puede ser util en la
prevencion o tratamiento de la patogénesis de linfocitos T. Se puede someter a ensayo la induccion o inhibicion de la
activacion de una subpoblacién de linfocitos T usando procedimientos estandar para medir la produccién de citocinas
o citotoxicidad de la subpoblacion de linfocitos T. De forma deseable, el incremento o disminucioén en la produccién de
citocinas o citotoxicidad es al menos 5, 10, 20, 20, 40, 50, 70, 90 6 100 % de la actividad de la subpoblacién de
linfocitos T de control incubada en ausencia del anticuerpo. De forma deseable, el cambio en el tamario o la actividad
de al menos una subpoblacion de linfocitos T seleccionada del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d vy linfocitos T JoQ" es al menos 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 70, 90, 150 6 500 veces mayor que el
correspondiente cambio en células distintas de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ". En
una realizacion deseable, preferencialmente el anticuerpo se une o modula la expansién o activacion de sélo una de
las subpoblaciones de linfocitos T seleccionadas del grupo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y
linfocitos T JaQ”".

Por "anticuerpo anti-Va.24, CD4, CD8, CD56, CD161, CD94, CD28 o V11" se quiere decir un anticuerpo que reconoce
y se une a moléculas Va24, CD4, CD8, CD56, CD161, CD94, CD28 o VB11 o células que expresan una de estas
moléculas, pero que sustancialmente no reconoce ni se une a otras moléculas en una muestra, por ejemplo, una
muestra bioldgica, que incluye de forma natural otras proteinas o células.

Por "obtener una muestra que comprende linfocitos T" se quiere retirar una muestra que tiene linfocitos T de un
mamifero o adquirir una muestra que tiene estas células y se produce por un mamifero. En una realizacion deseable,
la muestra es sangre periférica. En otra realizacion, la muestra es un fluido corporal, tal como orina, bilis o un tejido
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corporal. En otra realizacion, la muestra es una muestra de médula dsea o cordén umbilical.

Por "purificar los linfocitos T" se quiere decir aislar las células de una muestra que contiene de forma natural otras
células. Los linfocitos T se pueden purificar usando un anticuerpo de la invenciéon o un anticuerpo anti-Va24, CD4,
CD8, CD56, CD161 o VB11 en procedimientos estandar. Los métodos de purificaciéon deseables incluyen de
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), inmunoprecipitacion, cromatografia de inmunoafinidad,
purificaciéon por inmunoafinidad de perlas magnéticas y fijacion celular con un anticuerpo unido a la placa. De forma
deseable, los linfocitos T purificados son al menos 2, 5, 10, 50, 100, 500 6 900 veces tan puros como la muestra
original, como se mide usando analisis de ELISA o FACS para detectar la unién de los linfocitos T purificados a
marcadores para la subpoblacion de linfocitos T a la que pertenecen.

Por "subpoblacion de linfocitos T purificada" se quiere decir una subpoblacién de linfocitos T sustancialmente pura que
esta aislada de una muestra que contiene de forma natural otras células. La subpoblacién de linfocitos T purificados se
enriquece por al menos uno de los siguientes: linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JoQ". De
forma deseable, la subpoblacion de linfocitos T se enriquece por sélo uno de los siguientes: linfocitos T NK, linfocitos T
reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ". La subpoblacién de linfocitos T purificados es mas pura que la pureza de la
subpoblacién de linfocitos T que se encuentra en la naturaleza. De forma deseable, la subpoblacion de linfocitos T
purificada esta al menos un 1, 5, 15, 30, 50, 75, 90 6 99 %, en numero, libre de células con las que esta asociada de
forma natural. Tipicamente, estas otras células que estan asociadas con la subpoblacién de linfocitos T difieren de los
linfocitos T pertenecientes a la subpoblacidon que no expresan una molécula de superficie celular, que no se unen a
ligando, o que no tienen una actividad de la subpoblacién de linfocitos T.

Por "complejo" se quiere decir un linfocito T unido a anticuerpo en el que la unién del anticuerpo al linfocito T es
suficiente para permitir el aislamiento o la separacion del complejo de una muestra.

Por "recuperar las células del complejo" se quiere separar los linfocitos T del anticuerpo usando procedimientos
estandar.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada.
Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es una ilustracion esquematica de la relacion entre los linfocitos T NK, linfocitos T invariantes reactivos para
CD1d, linfocitos T no invariantes reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ".

La figura 2A es un histograma de la tincion con un clon de linfocito T de control con los anticuerpos monoclonales
anti-bucle CDR3 (3A6 o 6B11) o un control apareado de isétopo 6B11 (gGg1). La figura 2B es un histograma de la
correspondiente tincion de un clon de linfocito T NK invariante.

Las figuras 3A y 3B son gréficas de puntos que muestran el andlisis de FACS del reconocimiento de linfocitos T Va24*
por el anticuerpo monoclonal 6B11. Los linfocitos T Va24" purificados con FACS se expandieron ex vivo durante 2
semanas con FA y se analizaron usando anticuerpos monoclonales Va24-PE y VB11-FITC (figura 3A) o Va24-PE y
6B11-FITC (figura 3B).

Las figuras 4A y 4B son graficas que muestran la expansion de células clasificadas de Va24 que se cultivaron durante
tres semanas con anticuerpo monoclonal anti-bucle CDR3 6B11 unido a placa o FA, respectivamente.

Las figuras 5A y 5B son graficas que muestran el analisis de FACS de linfocitos T NK invariantes en un paciente antes
y durante el tratamiento con IL-12, respectivamente. Se analizé sangre periférica de un paciente con cancer de células
renales avanzado para determinar las células CD3'Va24" inmediatamente antes del tratamiento con IL-12 y a la
finalizacién del primer ciclo de 6 semanas. Se han observado en todos los casos (n=10) fracciones bajas comparables
de linfocitos T Vai24, con ninguin incremento significativo después del tratamiento.

Las figuras 6A-6C son graficas que muestras la produccion de IL-4 por células mononucleares de sangre periférica en
masa, linfocitos T Va24® e invariantes policlonales ("poli."), respectivamente. Estas células se expandieron con
o-GalCer y después se estimularon con tampodn, anticuerpo 6B11 unido a la placa, transfectantes cultivados
conjuntamente con Hela/CD1d o bien FA. Se determiné la cantidad de IL-4 secretada usando analisis de ELISA
estandar.

Las figuras 7A-7C son graficas que muestran la expansion comparable de linfocitos T NK invariantes fenotipica y
funcionalmente idénticos de la misma muestra de donante sano por 6B11 y a-GalCer. Se expandieron células
clasificadas con 'MoFlo' Va.24 con células dendriticas autdlogas pulsadas con a-GalCer, anticuerpo monoclonal 6b11
o mitégeno (FA) durante una expansion de aproximadamente cuatro semanas con IL-2 sola.

La figura 8A es una grafica que muestra el reconocimiento de los linfocitos T en masa a partir de una muestra de
sangre periférica por el anticuerpo 3A6. La figura 8D es una grafica de la dispersion frontal (FSC) y lateral (CDC) de
células que muestra el control de paso para las células linfaticas que se analizaron usando el anticuerpo 6B11, 3A6 o
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de control. Las figs. 8B, 8C y 8E-8I son graficas que muestran el reconocimiento de clones y lineas de linfocitos T NK
invariantes por los anticuerpos 3A6, 6B11 o de control de isotipo. Estos clones y lineas de linfocitos T NK invariantes se
purificaron usando el anticuerpo monoclonal anti-Va24 seguido de expansion usando alfa-GalCer. Para las figuras
8B-8l, se analiz6 la misma linea de células "MT". Este analisis de FACS indirecto (1-color) usando el anticuerpo 3A6 o
6B11 y anti-mlg-FITC muestra el reconocimiento especifico de clones y lineas de linfocitos T NK invariantes humanos
puros en comparacion con linfocitos T de control.

La figura 9 es una gréafica que muestra el analisis de FACS de lineas de linfocitos T NH invariantes a partir de células
mononucleares de sangre periférica completa (PBMC) de un donante sano. Se clasificaron estas células con
6B11-FITC por FACS MoFlo y se expandieron durante aproximadamente seis semanas antes del analisis de FACS de
2-colores. Después de la expansion, un 21 % de las células eran Va24®, en comparacién con un original de ~0.1 %.
Estos resultados también se resumen en las figuras 12-17.

Las figuras 10A-10H son gréaficas que muestran el andlisis de FACS of lineas de linfocitos T NK invariantes a partir de
clasificacion de perlas magnéticas de anticuerpo 6B11. Los linfocitos T NK invariantes a partir de PBMC completa de
un donante sano se clasificaron con 6B11 mediante purificacion por inmunoafinidad de perlas magnéticas de Dynal o
Miltenyi a partir de PBMC completa y se expandieron durante aproximadamente seis semanas antes del analisis de
FACS de 2-colores. Estos resultados también se resumen en las figuras 12-17.

Las figuras 11A-11F son gréaficas que muestran el andlisis de FACS of lineas de linfocitos T NK invariantes a partir de
clasificacion de perlas magnéticas de anticuerpo 6B11. Los linfocitos T NK invariantes a partir de PBMC completa de
un donante sano se clasificaron con 6B11 mediante purificacion por inmunoafinidad de perlas magnéticas de Dynal y
se trataron como se muestra a partir de PBMC completa y se expandieron durante aproximadamente seis semanas
antes del analisis de FACS de 2-colores. Estos resultados también se resumen en las figuras 12-17.

La figura 12 es una tabla que muestra el porcentaje de linfocitos T que se tifien con los anticuerpos indicados después
una Unica ronda de expansién de cuatro a ocho semanas en medio de linfocitos T. LA columna de "PBMC" representa
células de PBMC que no se clasificaron antes de la expansion. La columna "Dynal@40" representa células de PBMC
gue se purificaron usando perlas de 6B11-Dynal antes de la expansion. La columna de "Milenyi@20" representa
células de PBMC que se clasificaron usando perlas de 6B11 (20 pg/ml de revestimiento)-Milenyi antes de la
expansion. Para la comparacion, se enumeran los correspondientes resultados para leukopak 21 (LKP 21) completa
no clasificada. Para las figuras 12-17, se us6 un medio de linfocitos T estandar, tal como medio RPMI-1640 o
BioWhittaker con FBS al 10 % y 100 U/ml de IL-2 recombinante humana.

La figura 13 es una tabla que muestra el porcentaje de linfocitos T que se tifien con los anticuerpos indicados después
de purificacion usando perlas de 6B11-Dynal y una Gnica ronda de expansion de cuatro a ocho semanas en medio de
linfocitos T. Para la comparacion, se enumeran los correspondientes resultados para leukopak 10 (LKP 10) completa
no clasificada. Como se indica en la tabla, algunas de las expansiones de linfocitos T se llevaron a cabo en presencia
de medio de linfocitos T ("TCM") que contenia IL-7 a 10 ng/ml, IL-5 a 10 ng/ml, dexametasona ("Dex") a 1 uM y/o
anticuerpo 6B11 a 40 pg/ml. Los nameros de la figura enumerados en la derecha de algunas de las filas en la tabla
indican las figuras que ilustran los resultados de las expansiones de linfocitos T.

La figura 14 es una tabla que muestra el porcentaje de linfocitos T que se tifien con los anticuerpos indicados después
una Unica ronda de expansion de cuatro a ocho semanas en medio de linfocitos T. Para la comparacion, se enumeran
los correspondientes resultados para leukopak 14 (LKP 14) completa no clasificada. Los resultados para las células
que se clasificaron con perlas de 6B11-Dynal antes de la ampliacion se comparan con células de control sin clasificar.
Como se indica en la tabla, algunas de las expansiones de linfocitos T se llevaron a cabo en presencia de anticuerpo
6B11 como anteriormente, FA (1 pg/ml) y/o nimeros equivalentes de CPA autélogas.

La figura 15 es una tabla que muestra el porcentaje de linfocitos T que se tifien con los anticuerpos indicados después
una Unica ronda de expansién de cuatro a ocho semanas en medio de linfocitos T. Los resultados para las células que
se clasificaron con perlas de 6B11-Dynal antes de la ampliacién se comparan con células de control sin clasificar (LKP
13). Algunas de las expansiones de linfocitos T se llevaron a cabo en presencia de anticuerpo 6B11, FA, CPA
alogénicas y/o CPA autélogas, como se describe anteriormente.

La figura 16 es una tabla que muestra el porcentaje de linfocitos T que se tifien con los anticuerpos indicados después
de purificacion usando perlas magnéticas de 6B11-Miltenyi y una Unica ronda de expansién de cuatro a ocho semanas
en medio de linfocitos T en comparacion con células de control no clasificadas (LKP 2). Estas expansiones de linfocitos
T se llevaron a cabo en presencia de CPA autélogas, como se describe anteriormente. Durante una de las
expansiones de linfocitos T, también estaban presentes 10 ng/ml de IL-7 y IL-15.

La figura 17 es otra tabla que muestra el porcentaje de linfocitos T que se tifien con los anticuerpos indicados después
de purificacién usando perlas magnéticas de 6B11-Miltenyi y una Unica ronda de expansion de cuatro a ocho semanas
en medio de linfocitos T. Estas expansiones de linfocitos T se llevaron a cabo en presencia de CPA autélogas y FAy se
comparan con células de control no clasificadas (LKP 11,12). Durante las expansiones de linfocitos T, también estaban
presentes anticuerpo 6B11 y/o anticuerpo Va24 como se describe anteriormente y como se indica en la tabla. Durante
una de las expansiones de linfocitos T, también estaban presentes 10 ng/ml de IL-7 y IL-15. Los nimeros de la figura
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enumerados en la izquierda de algunas de las filas en la tabla indican las figuras que ilustran los resultados de las
expansiones de linfocitos T.

La figura 18 es una grafica que muestra el andlisis de FACS de una linea de linfocitos T purificada usando el anticuerpo
6B11 biotinilado y perlas magnéticas conjugadas con estreptavidina.

Las figuras 19A-19E son graficas que muestran el analisis de citometria de flujo de sangre periférica de un donante
sano (figuras 19B y 19E) o de un paciente con cancer de prostata (figuras 19C y 19F) o una linea de linfocitos T NK
(figuras 19A y 19D) analizados por citometria de flujo de dos colores con anticuerpo Va24-PE y VB11-FITC (figuras
19A-19C) o bien 6B11-FITC (figuras 19D-19F). La linea de linfocitos T NK se generé por expansion de a-GalCer de
células purificadas de Va24 a partir de un donante sano.

Las figuras 20A y 20B son graficas que muestran el analisis de citometria de flujo de dos colores con anticuerpo
monoclonal Va24-PE y VB11-FITC de células clasificadas de Va24 después de una expansion de tres semanas con
FA (figura 20A) o a-GalCer y alimentadores de PBMC autdlogos (figura 20B). Las figuras 20C y 20D son graficas de
barras que muestran la produccién de IL-4 y IFN-y, respectivamente, por una linea de linfocitos T NK invariante
estimulada con FA o estimulada con linfocitos B transformados con EBV humana de C1R transfectada con CD1d o
transfectadas con control en presencia de anticuerpo monoclonal anti-CD1d (51,1, 10 w/ml) o bien un anticuerpo de
control de isotipo. Los resultados en las figuras 20A-20D son representativos de multiples donantes sanos, como se
muestra a continuacion.

Las figuras 21A-21C son graficas que muestran la disminucién de la expansion de linfocitos T NK invariantes en
pacientes con cancer de prostata frente a donantes sanos. Los linfocitos T NK invariantes expandidos con a-GalCer de
un donante sano (figura 21A), un paciente con cancer de préstata avanzado (figura 21B), y un paciente con cancer de
prostata en remision (figura 21C) se analizaron por tincion con Va24-PE y VB11-FITC. La figura 21D es una grafica de
barras del porcentaje de células Va24" VB11* (media y desviacién estandar) después de la expansién con o-GalCer de
una serie (> 6) de donantes. Estos resultados también se resumen en las figuras 12-17.

Las figuras 22A-22E son graficas que muestran la pérdida de respuestas de IFN-y por linfocitos T NK invariantes de
pacientes con cancer de prostata. Las figuras 22A y 22B muestran la produccioén de IL-4 y DE IFN-y, respectivamente,
de una linea de linfocitos T NK invariantes derivada de un paciente con cancer de prostata frente a un donante sano.
Las figs. 22C y 22D son graficas que resumen los resultados de la produccion de citocinas por linfocitos T NK
invariantes estimulados con CD1d y linfocitos T en masa estimulados con FA, respectivamente, a partir de una serie de
pacientes con cancer de prostata avanzado (e) y donantes sanos ([1). La figura 22E es una grafica de las proporciones
de IFN-y/IL-4 (media mas desviacion estandar) de linfocitos T NK invariantes (parte superior) o linfocitos T en masa
convencionales (parte inferior) a partir de donantes sanos y pacientes con cancer de préstata avanzado.

"Cancer + IL-12" son muestras de pacientes con cancer de prostata avanzado tratados in vitro con 1L-12.

La figura 23 es una tabla que ilustra el uso del anticuerpo 6B11 para determinar la frecuencia de linfocitos T
restringidos para CD1d en pacientes con VIH.

La figura 24 es una tabla que ilustra el uso del anticuerpo 6B11 y el anticuerpo anti-Va24 para determinar la frecuencia
de linfocitos T restringidos para CD1d en pacientes con diabetes.

La figura 25A es una tabla que ilustra los genes que se expresan diferencialmente entre clones de linfocitos T NK ME
10 y GW4. Se enumeran los genes que pueblan los seis clusteres de expresion para las once categorias funcionales
de genes. Cada gen se identifica por el nimero de acceso de GenBank (o identificador TIGR para designaciones de
HT), seguido de un nombre comun y el cluster especifico en el que se clasifica (fila, columna). La figura 25B es una
ilustracion esquematica de un modelo para transcritos identificados cuya expresion discordante esta de acuerdo con
los fenotipos celulares observados. En un dibujo se representan los genes cuyos transcritos tienen funciones celulares
claramente definidas y cuya expresion discordante entre GW4 y ME10 se relaciona con las diferencias fenotipicas
establecidas. Los genes estan relacionados por estar corriente abajo de PI-3 cinasa, en particular varios genes que
regulan la supervivencia celular o bien se requieren para la transcripcion génica regulada por calcio o flujo de calcio.
Las copias promedio de moléculas de ARNm/millones de genes que se alteraron significativamente por tratamiento
con anti-CD3 para GW4 (reposo, activado) y ME10 (reposo, activado), respectivamente, fueron: ltk, (49, 115) y (25,
19); GATAS, (13, 26) y (8, 11); Jun-B, (15, 118) y (14, 30); Jun-D, (107, 291) y (68, 130); NFAT4, (33, 35) y (64, 26);
STAT4, (36, 29) y (76, 36); 14-3-3, (24, 45) y (83, 41); Bcl-XL, (11, 50) y (6, 7); y LAP, (14, 211) y (10, 41). Los genes
seleccionados cuya expresion fue constitutiva expresada de forma discordante para GW4 frente a MW 10 (GW4,
ME10) fueron: NKR-P1A, (29, 459); y STAT1, (27, 79).

Las figuras 26A-26D son graficas que muestran la induccién de la transcripcion y la liberacion de citocinas y enzimas
citoliticas por linfocitos Va24JaQ activados. Las figs. 26A y 26B comparan los cambios de la expresion de genes para
citocinas y quimiocinas entre el clon de linfocito T Va24JaQ GW4 (IL-4") y el clon ME10 (IL-4-nula). Para cada
transcrito individual, se muestra la intensidad de hibridacion inducida por anti-CD3. El ARN se aisl6, se amplifico y se
hibridé a GeneChips que presentaban sondas para 250 genes of interés inmunoldgico (Affymetrix, San José, CA). Este
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chip esta disefiado personalizado para el analisis cuantitativo incrementando el nimero de caracteristicas tratadas
para la deteccién de cada transcrito especifico. Los valores para el nimero de copias de ARNm especifico por millén
después del tratamiento con control de IgG1 se representan por circulos abiertos: O, y sus correspondientes numeros
de copias después de la activacion con el tratamiento anti-CD3 por circulos cerrados: e. Los genes que se
denominaron significativamente diferentes por un algoritmo de expresion génica y que cambiaron por al menos 2
veces se indican por una linea en negrita. La letra (A) denota que no se detecto el transcrito, y se debe sefialar que los
transcritos para MIP-1a y MIP-1B3 se suprimieron por estimulacion anti-CD3 en el clon ME10. La figura 26C es una
grafica que muestra la cantidad de citocinas producidas por sobrenadantes a partir de diversos clones de linfocitos T
Va24JoQ, en base al andlisis en ELISA cuantitativo. La figura 26D es una grafica que muestra la expresion de CD40L.
El clon de linfocito T BW5 se activd durante cuatro horas con estimulacion de PMA/ionomicina y se analizé por
citometria de flujo.

Las figuras 27A y 27B muestran la restriccion para CD1d de la activacion de linfocitos T Va24JoQ. La figura 27A
muestra la restriccion de la liberacion y proliferacion de citocina. Los clones de linfocitos T se cultivaron conjuntamente
con transfectantes de C1R (que expresaban CD1a, CD1b, CD1c o CD1d) o anti-CD3 unido a placa. IL-4, IFN-y o la
proliferacion se sometié a ensayo como se describe en el presente documento. La figura 27B muestra la restriccion de
citolisis. El panel de transfectantes de C1R se examiné para detectar citolisis por clones de linfocitos T Va24JaQ en
ensayos de liberacion de °'Cr de cuatro horas estandar.

La figura 28A es una grafica de la expresion de CD1d en células dendriticas mieloides, en base al analisis por
citometria de flujo de células dendriticas cultivadas. La figura 28B es una imagen del analisis de inmunotransferencia
de células dendriticas y células transfectantes de C1R de control (que expresaban CD1a o CD1d). Las figuras 28C-28J
son imagenes de la tincidon inmunohistoquimica de secciones en serie de una biopsia de ganglios linfaticos reactiva
representativa (total de 10 biopsias). La figura 28C es una imagen de la tincion con hematoxilina-eosina a baja
potencia, y la figura 28D es una imagen de tincion con anti-CD3. El cuadro enmarca la regién a través de la que se
tomaron secciones en serie para la tincion con los diversos marcadores mostrados en vistas con magnificacion
superior en las figuras 28E y 28F; (figura 28E) S100; (figura 28F) CD1d; (figura 28G) CD1a; (figura 28H) CD34. Se
muestra la tincion de histiocitos sinusales (figuras 281 y 28K), y regiones parafoliculares (figuras 28L y 28M) para:
hemato28ilina-eosina, (figuras 28l y 28L); CD68, un marcador de macroéfagos, (figuras 28J y 28M); y CD1d, (figuras
28Ky 28N).

Las figuras 29A-29D son graficas que caracterizan la citolisis de células dendriticas mieloides por linfocitos T
Va24JoQ. La figura 29A es una grafica que muestra la lisis alogénica de células dendriticas inmaduras y maduras por
el clon de linfocito T Va24JaQ GW4 en ensayos de liberacién de cromo. Los haplotipos de los donantes fueron: 1) Clon
GW4, A2, A24, B8, B38, Cw7, DR3, DQ2; 2) donante DC M, A2, A68, B7, B45, Cw6, CwlI5; 3) donante DC O, A2, A24,
B46, B60, DR14, DRw52, DQ1; 5) donante B, A1, A3, B7, B8, DRB1*1501, DRB5*0101, DQB1*0601. Las figuras 29B
y 29C son gréficas de la citolisis autéloga y alogénica de células dendriticas por clones de linfocito T Va24JaQ. La
figura 29D es una grafica de la anulacién de citolisis por quelaciéon de calcio e inhibicion por adicion del anticuerpo
monoclonal anti-CD1d, 42.1. Los clones BW3 y BWS5 se cultivaron conjuntamente con DC BW de sujeto en presencia
o ausencia de EGTA y MgCl. (4 mM cada uno) o fragmentos F(ab'), de anticuerpo monoclonal 42.1 o IgG de control a
100 ug/ml. La figura 29E es una grafica de barras que muestra la secrecion de IL-4 y IFN-y después del cultivo conjunto
de clones de linfocito T Va24JaQ OY3 y BW5 con DC autélogo.

La figura 30 es una ilustracion esquematica de un modelo que demuestra la interaccion de linfocitos T restringidos para
CD1d con células dendriticas mieloides. La activacion de linfocitos T Va24JoQ invariantes da como resultado la
secrecion de citocinas y quimiocinas importantes para el reclutamiento y la activacion de células dendriticas mieloides.
Ademas, también se expresan moléculas coestimuladoras de la superficie celular importantes. Durante la maduracion
de las células dendriticas mieloides, CD1d esta regulado por aumento y activa los linfocitos T restringidos para CD1d.
Ademas de la secrecion de citocinas y quimiocinas, los linfocitos T Va.24JaQ activados regulan por aumento perforina,
granzima B y granulisina. La secrecion dependiente de CD1d de estas da como resultado entonces la lisis de las
células dendriticas mieloides.

Descripcion detallada

Se han desarrollado métodos para generar anticuerpos para los receptores de antigeno de linfocitos T (TCR) de
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" (figura 1). La invencién también proporciona
anticuerpos purificados (como se define en las reivindicaciones) para TCR de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JaQ® que son Utiles para aplicaciones de diagnéstico, de obtencién de imagenes y
terapéuticas para enfermedades o afecciones que estan afectadas por el nimero y/o la actividad de linfocitos T o
subpoblaciones de linfocitos T especificas. Los ejemplos de estas enfermedades o afecciones incluyen enfermedad
autoinmunitaria, infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por patégeno eucariota, alergia,
asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de
inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo y cancer. La expansion ex vivo o in vivo de los linfocitos T NK,
linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" usando los anticuerpos de la invencién se puede realizar sola junto
con la administracion de otros productos terapéuticos, tales como citocinas o vacunas tumorales.
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El uso de un anticuerpo monoclonal anti-bucle CDRS3 para la expansién de los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JaQ" en lugar del uso de un antigeno, tal como a-GalCer, eliminaria el requisito de CPA
autdlogas, retirandolas como fuentes potenciales de variabilidad y simplificando en gran medida el procedimiento para
ensayos clinicos. Ademas, el uso de un anticuerpo monoclonal (anticuerpo monoclonal) permitiria T la expansion
especifica de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JoQ" a diferencia de la expansién de
linfocitos T policlonales no especificos de multiples tipos celulares.

El receptor de antigeno de casi todos los clones individuales de linfocitos B y T es el producto de un reordenamiento
somatico aleatorio Unico. Estos reordenamientos provocan incluso que gemelos idénticos tengan millones de
receptores que difieren entre si. En contraste, el TCR invariante reactivo y selectivo para CD1d utilizado por la
invencion representa una diana universal Unica. Debido a que la secuencia del bucle CDR3 del TCR-a. invariante es
idéntica en todos los individuos, esta region se usa para generar anticuerpos monoclonales y policlonales novedosos
que reconocen la cadena TCR-a invariante humana. Los anticuerpos monoclonales pueden identificar y expandir
preferencialmente linfocitos T invariantes ex vivo a partir de donantes normales. Los métodos de expansion celular
usando anticuerpos monoclonales de la presente invencién proporcionan tamarios de poblacién de aproximadamente
> 10® linfocitos T invariantes en cultivos en masa y > 10’ células para clones individuales empezando con 10-20 ml de
sangre periférica. Sélo unas decenas de miles de linfocitos T invariantes han demostrado ser funcionales en
experimentos de transferencia celular realizados en ratones (Sonoda et al., supra). Por tanto, los ensayos clinicos de
fase 1 humanos pueden incorporar un brazo de escalada de dosis, tal como, comenzar aproximadamente con 10°

células, y dirigir una dosis maxima de 10° células. Se espera que las infusiones de este intervalos sean blen toleradas.

Por ejemplo, las infusiones de leucocitos del donante emplear de manera rutinaria del orden de 10" células no
purificadas sin efectos secundarios significativos.

Ademas de su efecto antitumoral, los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d vy linfocitos T JoQ" pueden
contribuir a las respuestas inmunitarias protectoras frente a patdgenos intracelulares. Por ejemplo, descubrimos se
descubrié que la respuesta inmunitaria a un virus citopatico agudo (virus de la encefalomiocarditis, EMCV-D) es
defectuoso en ratones inactivados con CD1d (Exley et al., J. Leuk Biol. 69:713,2001). Estos resultados sugieren que
los anticuerpos de la presente invencion también se pueden usar en la prevencion o tratamiento de una enfermedad
infecciosa, incluyendo enfermedades provocadas por virus, bacterias, parasitos, hongos, protozoos u otros patégenos
eucariotas.

Debido a que los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ" pueden aumentar las respuestas
de desviacion inmunitaria o Th1, Th2, dependiendo de las condiciones de estimulo, la respuesta de los linfocitos T NK,
linfocitos T reactivos para CD1d y linfocitos T JaQ" se puede modular por la administracion in vivo de una citocina
antes, durante o después de la infusion de los linfocitos T NK expandidos ex vivo linfocitos T reactivos para CD1d y
linfocitos T JaQ" o bien conduciendo la expansién ex vivo de las células en presencia de una citocina, 0 una
combinacién de ambos métodos. Usando una citocina, tal como IL-12, IL-15 o IL-18, que se sabe que influye en los
linfocitos T hacia las respuestas de Th1 se espera que incremente la eficacia de los linfocitos T NK, linfocitos T
reactivos para CD1d y los linfocitos T JaQ" en la prevencion o tratamiento de cancer, enfermedad infecciosa, alergia,
asma, embarazo e inflamacién. De forma alternativa, se puede usar cualquier otra citocina, tal como IL-2, IL-4, IL-7,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IFN-a/B, IFN-y y GM-CSF, para influir en los linfocitos T hacia respuestas de Th2 para
la prevencion o tratamiento de enfermedades autoinmunitarias y enfermedad de injerto contra huésped para las que
las respuestas de Th2 son protectoras. De forma alternativa, se puede usar la citocina para influir en los linfocitos T en
contra de las respuestas de Th1 y Th2 y hacia las respuestas de desviacion inmunitaria, lo que puede contribuir al
mantenimiento del embarazo. Las respuestas de desviacion inmunitaria incluyen la supresiéon de una respuesta
inmunitaria en curso, tal como una respuesta en un sitio inmunitario privilegiado. TGF-B e IL-10 son ejemplos de
citocinas que pueden participar en respuestas de desviacion inmunitaria (Sonoda et al., supra).

Ademas de su uso en la expansion de los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" ex vivo,
los anticuerpos de la presente invencién se pueden administrar a un mamifero, tal como un ser humano, para
incrementar el nimero de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos JoQ" in vivo para la prevencion
o tratamiento de enfermedades autoinmunitarias, enfermedades infecciosas, alergias, asma, afecciones inflamatorias,
enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo,
embarazo o cancer. Por ejemplo, se encontré una reduccion en los niveles de determinados linfocitos T, tales como los
linfocitos T NK invariantes en pacientes con cancer de prostata, esclerosis multiple, VIH y diabetes de tipo 1 (ejemplos
9, 11 y 12). Adicionalmente, se ha notificado previamente una reduccion en el nimero de linfocitos T Va24® CD161"
para pacientes con melanoma (Kawano ef al., Cancer Res. 59:5102, 1999) Por Tanto, la pérdida de la funcion de los
linfocitos T NK invariantes puede ser un hallazgo general en el cancer avanzado. De forma alternativa, se pueden usar
anticuerpos que se unen e inhiben la expansién o una actividad de los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d
y linfocitos T JoQ®, tal como la produccién de citocina o citotoxicidad, para inhibir la patogénesis de linfocitos T en un
mamifero. Por ejemplo, una alergia puede estar provocada o exacerbada por la respuesta de Th2 de los linfocitos T
NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JoQ®, y por tanto, la inhibicién de la expansién o la respuesta de Th2
de los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" puede ser Util en la prevencién o tratamiento
de esta afeccién. De forma similar, la reduccion de la respuesta de Th1 de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d o linfocitos T JaQ" puede mejorar, estabilizar o prevenir enfermedades autoinmunitarias o prevenir los abortos
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espontaneos. La respuesta de Th1 inducida por agentes infecciosos, tales como los virus de la hepatitis, también
puede provocar dafios que se pueden minimizar por la inhibicion de estas células. Ejemplos de algunos de los
anticuerpos que pueden inhibir estas células incluyen moléculas monovalentes o Fab o anticuerpos que se conjugan
con una toxina o radiomarcador que dafia las células después de la unién del anticuerpo a las células. Los anticuerpos
también se pueden unir a un TCR expresado en las células y prevenir la unién de un ligando al TCR.

Los anticuerpos de la invencion también se pueden usar para aplicaciones de obtencién de imagenes. En particular,
los anticuerpos se pueden acoplar a un marcador fluorescente o radiomarcador para su uso en la visualizacién de los
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JoQ" en muestras de biopsias, sangre y otro material o
fluidos corporales. Los anticuerpos también se pueden usar para purificar los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d o linfocitos T JoQ" de estas muestras. Los anticuerpos de la presente invencién también se pueden unir a otros
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" que sean linfocitos T no invariantes y que sean méas
abundantes que los linfocitos T invariantes en algunos lugares, tales como la médula dsea y el higado. El uso de un
anticuerpo de la presente invencioén para purificar linfocitos T invariantes de una muestra de sangre periférica, en la
que aproximadamente un 0,1 % de las células son linfocitos T invariantes, ha permitido el aislamiento de células que
sean un 90-95 % linfocitos T invariantes. Se puede lograr una pureza incluso mayor usando multiples rondas de
purificacién o usando multiples anticuerpos por ronda.

Ademas, se puede lograr una pureza mayor o un mayor nimero de células poniendo en contacto también los linfocitos
T con un antigeno y células presentadoras de antigeno (CPA). Se puede usar cualquier antigeno (por ejemplo, una
proteina, péptido, lipido, carbohidrato, acido nucleico, agente infeccioso o molécula pequeia) para los linfocitos T de
interés. Ejemplos de posibles antigenos para los linfocitos T reactivos para CD1d incluyen antigenos de lipidos o
glucosil-fosfatidilinositol de un patdgeno infeccioso y a-GalCer. Otros posibles antigenos incluyen antigenos de
péptidos y proteinas, tales como los presentados por una molécula de MHC de clase | o clase |I.

Adicionalmente, se puede presentar un antigeno a un linfocito T de interés en ausencia de CPA. Por ejemplo, se puede
usar una forma soluble, asociada a liposomas o inmovilizada de una molécula presentadora de antigeno (por ejemplo,
CD1d, MCH de clase | o MCH de clase Il) para presentar un antigeno (por ejemplo, un lipido o un péptido) a un linfocito
T o una muestra que contiene un linfocito T de interés bajo condiciones que permitan la activacion o expansion del
linfocito T sin la presencia de una CPA. La molécula presentadora de antigeno que se usa puede ser una molécula
natural o puede ser una molécula modificada quimica o genéticamente como se define en las reivindicaciones. Por
ejemplo, la molécula se puede expresar como una proteina de fusion, tal como una GST, proteina de unién a maltosa,
hexa-histidina, o proteina de fusion de region de Fc. Una molécula presentadora de antigeno expresada como una
proteina de fusion que contiene un dominio de unién a membrana, dominio transmembrana o region hidréfoba se
puede mezclar con moléculas de lipidos para formar un liposoma o micela que contenga la proteina de fusion. Este
liposoma o micela que tiene una célula presentadora de antigeno sobre su superficie imita la capacidad de una CPA de
presentar un antigeno a un linfocito T. De forma alternativa, se puede inmovilizar una molécula presentadora de
antigeno sobre un soporte solido, tal como cualquier superficie rigida o semirrigida. El soporte puede ser cualquier
material insoluble en agua poroso o no poroso, incluyendo, sin limitacion, membranas, filtros, chips, portaobjetos,
laminas, fibras, perlas magnéticas o no magnéticas, geles, tubos, tiras, placas, barras, polimeros, particulas,
microparticulas y capilares. Si se desea, el soporte puede tener una variedad de formas de superficie, tales como
pozos, zanjas, alfileres, canales y poros, a los que se unen las proteinas.

Una molécula presentadora de antigeno que esta en solucion, inmovilizada sobre un soporte sélido o bien contenida
en un liposoma o micela puede estar en contacto con un antigeno para la subpoblacion de linfocitos T de interés bajo
condiciones que permitan que la molécula presentadora de antigeno se una al antigeno. Después, este antigeno
puede interaccionar con los linfocitos T de interés, dando como resultado a la expansion y/o activacion de los linfocitos
T. Estos métodos en los que un linfocito T de interés se expande o se activa por un antigeno en ausencia de CPA
pueden ser deseables en un marco clinico en el que las células adicionales, tales como las CPA pueden no ser
deseables.

El uso de los anticuerpos de la invencion para la cuantificacion de linfocitos T invariantes por citometria de flujo tiene
muchas ventajas sobre los métodos actuales. Los métodos actuales incluyen la citometria de flujo con menos
anticuerpos especificos o bien un método basado en PCR, que implica sintetizar y amplificar ADNc correspondiente al
ARNmM que codifica la cadena TCR-a y comparar este ADNc amplificado con el de un clon de linfocito T invariante y un
clon de linfocito T de control, como se describe en el ejemplo 6. El método de citometria de flujo tiene la ventaja de
determinar el nimero total de linfocitos T invariantes; mientras que el método basado en PCR sélo determina la
frecuencia relativa de los linfocitos T invariantes en una muestra. Ademas, la citometria de flujo permite la
determinacion de los marcadores que se expresan en los linfocitos T invariantes. El método de citometria de flujo
también es un método mas sencillo y rapido que se puede realizar aproximadamente en una hora en comparacién con
aproximadamente un dia para el método de PCR y que no requiere habilidad en las técnicas de biologia molecular. Por
tanto, el método de citometria de flujo que usa los anticuerpos de la presente invencion puede ser mas deseable en un
marco clinico. También se pueden usar métodos similares para cuantificar otros linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JaQ" usando los anticuerpos de la presente invencién.

Adicionalmente, se pueden usar los anticuerpos en el diagndstico de un sujeto que tiene o que corre el riesgo de una
enfermedad. Como se describe en los ejemplos 6, 9y 10, se pueden usar los anticuerpos para cuantificar el nimero de
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linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" y para aislar estas células para la medida de sus
actividades de produccion de citocina y citotoxicidad. Estos parametros se pueden comparar entre los sujetos y los
sujetos que tienen y/o que no tienen la condicion para diagnosticar el riesgo de, la presencia de, la gravedad de, el
estadio de, la recuperacion de, o la remision de una afeccion.

Se debe entender que los métodos descritos en los siguientes ejemplos se pueden aplicar a linfocitos T NK, linfocitos
T reactivos para CD1d, linfocitos T JoQ" y/o linfocitos T invariantes.

Ejemplo 1: Generacion de anticuerpos para una cadena alfa de receptor de antigeno de linfocitos T NK
humanos

Debido a que todos los linfocitos T TCR" invariantes de todos los individuos tienen la misma secuencia de aminoacidos
en el bucle CDR3, se uso esta region en el disefio de péptidos para la generacion de anticuerpos anti-bucle CDR3.
Debido a que la secuencia murina y la humana del bucle CDR3 son casi idénticas (CVVSDRGST y CVVGDRGSA;
SEQ ID N.° 2 y 3, respectivamente), un péptido con la secuencia de bucle CDR3 humana que se administra a ratones
podria ser reconocido por el sistema inmunitario murino como un péptido propio y, por lo tanto, no inducir la produccién
de anticuerpos.

Para solucionar este problema potencial, se usaron ratones inactivados en CD1d (Sonoda et al., supra) que carecen
de linfocitos T TCR" como el huésped para la produccién de anticuerpos anti-bucle CDR3. Dado que estos ratones
carecen de la cadena TCR-a invariante pueden reconocer péptidos que contienen la secuencia de bucle CDR3
humana como exdgena y, por tanto, generar anticuerpos contra este epitopo.

Para la produccién de anticuerpos e hibridomas, se usé un péptido (CVVSDRGSTLGRLADCG, SEQ. ID N.° 1) con una
secuencia de aminoacidos correspondiente a una porcion del bucle CDR3 de la cadena TCR-o invariante humana. Se
ciclé este péptido por reaccion del grupo amino N terminal con el grupo carboxilo C terminal. Se acopld el péptido
ciclico a un transportador de hemocianina de lapa de california y se administré a ratones inactivados en CD1d, usando
técnicas estandar. Se administré el péptido acoplado a seroalbumina bovina como inyecciones de refuerzo. Después,
se administraron linfocitos T TCR" invariantes a algunos ratones para estimular adicionalmente el sistema inmunitario.
Se sometié a prueba el suero de los para determinar los anticuerpos que se unieron al péptido acoplado a
ovoalbumina, usando un ensayo de ELISA estandar. Se generaron hibridomas de bazos de ratones seropositivos
usando técnicas estandar. Ademas se sometieron a prueba pocillos de hibridoma positivos de ELISA por FACS para
comparar la unién de los anticuerpos a clones Va24JoQ frente a los controles negativos. Las células productoras de
anticuerpos que se unieron a los clones Va24JoQ pero no a los controles negativos se clonaron y fusionaron a células
de bazo inmunitarias usando técnicas estandar. Después, se identificdé un grupo de hibridomas secretores de
anticuerpos monoclonales que reconocieron especificamente el péptido usando el ensayo de ELISA. Examenes
selectivos posteriores de los clones que reconocieron la cadena TCR-a invariante expresada en linfocitos T NK
intactos implicaron la clonacion repetitiva del hibridoma, el ensayo por FACS para determinar la uniéon a células que
expresaban la cadena TCR-a invariante pero no los controles negativos, y la confirmacion de la unién especifica al
péptido por ELISA. Se pueden usar estos clones de hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales estables por
un experto en la técnica para la produccion y purificacion de la calidad y cantidad en el ensayo clinico de estos
reactivos de anticuerpos monoclonales.

Se identificaron dos anticuerpos (3A6 y 6B11) que reconocen preferencialmente linfocitos T invariantes humanos
(figura 2). 6B11 es una IgG1, y 3A6 es una IGM. Para demostrar que 6B11 no era exclusivamente un anticuerpo
monoclonal Va24, se usé FA para expandir linfocitos T Va24" en masa purificados por FACS. Después, se analizaron
estas células con anticuerpos monoclonales Va24, V11 y 6B11 (figura 3). Los resultados demuestran que 6B11
reconoce una pequefia fraccidn de linfocitos T V24", similar al anticuerpo monoclonal VB11. Adicionalmente, se
realizé una clasificacion celular individual de multiples donantes y dio como resultado el establecimiento de clones de
linfocitos T 6B11". También se demostré que 6B11 inducia respuestas de citocinas idénticas a las dianas de CD1d".

Este método para la produccién de anticuerpos reactivos con un bucle CDR3 también se puede realizar para cualquier
TCR de interés. Se puede determinar la secuencia del bucle CDR3 de una cadena TCR-o. 0 de una cadena de interés
en base a un alineamiento de secuencias con otras cadenas de TCR-a o cadenas B o en base a una estructura
tridimensional determinada experimentalmente de la cadena TCR-a o la cadena  de interés (Johnson y Wu, Nuc.
Acid. Res. 29 (I): 205-206,2001; http://immuno.bme.nwu.edu). Se puede usar un péptido ciclico que contenga la
secuencia de este bucle CDR3 como el péptido antigénico para la producciéon de anticuerpos reactivos con el bucle
CDR3, como se describe anteriormente. Se puede administrar este péptido ciclico a un animal (por ejemplo, un animal
de laboratorio o un animal de interés veterinario) en una o mas dosis. Para potenciar adicionalmente la produccién de
anticuerpos, también se pueden administrar los linfocitos T de interés al animal. Ejemplos de mamiferos que se
pueden usar para la produccion de anticuerpos incluyen ratones, ratas, conejos, cerdos, cabras, ovejas, caballos y
ganado vacuno. Ejemplos de aves que se pueden usar incluyen pollos y pavos. Los animales huésped pueden ser
animales genéticamente intactos, o pueden ser animales que tengan un nivel reducido o que carezcan de la
subpoblacion de linfocitos T para la que se genera el anticuerpo. Otros animales que se pueden usar incluyen animales
que, de forma natural, a través de modificacion genética, o por disminucioén, carecen de los linfocitos T. También se
puede usar cualquier otro animal que pueda producir anticuerpos para la produccion de anticuerpos de la invencion.
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Se pueden usar los anticuerpos resultantes para aplicaciones de diagndstico o clinicas que implican otros animales del
mismo género o especie que el animal huésped usado para la produccion de anticuerpos. Adicionalmente, se pueden
usar los anticuerpos de la invencion en aplicaciones que impliquen animales de un género diferente del animal
huésped. Por ejemplo, se pueden usar anticuerpos que se produzcan en pollos para el tratamiento o prevencion de
enfermedad en otros pollos o en otras aves.

Para generar anticuerpos para el tratamiento, prevencion o diagnostico de una enfermedad o afeccién particular, se
puede usar el bucle CDR3 de una subpoblacién de linfocitos T que esté asociado con esa enfermedad o afeccién
(véase, por ejemplo, la tabla 1). Por ejemplo, se pueden usar subpoblaciones de linfocitos T que estén presentes en
niveles incrementados o disminuidos o que tengan una actividad incrementada o disminuida en sujetos con una
enfermedad o afeccién relacionada con la correspondiente subpoblacion de linfocitos T en sujetos de control sin la
enfermedad o afeccion para la generacion de anticuerpos de la invencion. Adicionalmente, se pueden aislar linfocitos
T a partir de una muestra (tal como una muestra de biopsia) obtenida de un sujeto con una enfermedad o afeccion. Se
puede determinar la identidad de las subpoblaciones de linfocitos T en la muestra usando técnicas estandar, tales
como por analisis de FACS usando anticuerpos reactivos con diversos marcadores de linfocitos T o por secuenciacion
de las cadenas de TCR-a 0 cadenas 3. Se puede usar el bucle CDR3 de una subpoblacion de linfocitos T aislada para
la produccién de anticuerpos. Se pueden administrar estos anticuerpos a sujetos con la enfermedad o afeccion
(incluyendo el sujeto original a partir del que se aisl6 la subpoblacién de linfocitos T asi como otros sujetos con la
afeccion) para modular el niumero y/o actividad de linfocitos T relevantes in vivo. También se pueden usar los
anticuerpos para la expansion ex vivo de los linfocitos T relevantes seguido de una readministracion de los linfocitos T
expandidos al sujeto.

También se pueden generar los anticuerpos de la invencion para cualquier subpoblacion de linfocitos T
oligoclonalmente expandida especifica de antigeno en animales (por ejemplo, seres humanos, otros mamiferos y
aves) en respuesta a los retos antigénicos dados. Estos subgrupos de linfocitos T incluyen los linfocitos T
oligoclonalmente expandidos en respuesta a un componente inmunodominante del antigeno en multiples individuos.
Por ejemplo, se puede administrar un antigeno de interés a un animal, y se pueden aislar los subgrupos de linfocitos T
oligoclonalmente expandidos que se generan por esta administracion y usar para la produccién de anticuerpos como
se describe en el presente documento.

Tabla 1. Citas de los receptores de linfocitos T que se pueden usar para generar anticuerpos para aplicaciones clinicas
que implican la enfermedad o afeccién indicada.

Enfermedad/Afeccion Cita
Esclerosis multiple Wucherpfennig et al., J. Exp. Med. 175:993-1002 (1992).
Patégenos medioambientales/Promocion de tolerancia oral Blumberg et al., J. Immunol. 150:5144- 5153 (1993).
Colitis ulcerosa Chott et al., J. Immunol 156:3024:3035, (1996).
Colitis ulcerosa Shigematsu et al., J. Clin. Lab. Immunol. 48:177-186(1996).
Enfermedad inflamatoria intestinal crénica Probert et al., J. Immunol. 157:3183-3191 (1996).
Antigenos Porcelli et al., J. Exp. Med. 178:1-16 (1993).
Artritis reumatoide Fitzgerald et al., J. Immunol. 154:3538- 3547 (1995).
Artritis reumatoide Sottini et al., J. Autoimmun. 6:621-637 (1993).
Artritis reumatoide Hingorani et al., J. Immunol. 156:852-858 (1996).
Polimiositis Bender et al., J. Exp. Med. 181:1863-1868 (1995).
Arteritis de células gigantes Grunewald et al., Artritis Rheum. 37:1221-1227 (1994).
Trasplante de médula ésea Gorochov et al, Blood 83:587-595 (1994).
Esclerosis sistémica Kuwana et al, J. Immunol 158:485-491 (1997).

20




10

15

20

25

30

35

40

ES 2 586 206 T3

Leishmaniosis humana Uyemura et al., J. Immunol. 151:7095- 7104(1993).
Leucemia linfocitica crénica B Farace et al, J. Inmunol 153:4281-4290 (1994).
Mieloma multiple y paraproteinemia Moss et al, Blood 87:3297-3306 (1996).

Ejemplo 2: Aislamiento y expansion de linfocitos T invariantes humanos con anticuerpo monoclonal

La figura 4 muestra que se puede usar anticuerpo monoclonal 6B11 unido a la plaza para lograr una expansion
selectiva de linfocitos T invariantes. El andlisis de mas de 20 clones y 15 lineas derivadas de 15 donantes sanos
usando 6B11 DE de este modo ha producido resultados totalmente consistentes: 100 % de estos fueron Va24* Vp11*
CD161", altamente reactivos para CD1d, productores altos de IL-4 y productores modestos de IFN-y (tabla 2). Este
resultado demuestran ademas la especificidad de estos anticuerpos monoclonales y su uso como una alternativa mas
definitiva y de un solo color que no requiere CPA autologas, lo que no seria deseable en el contexto de un ensayo
clinico.

Tabla 2. Porcentaje de células que expresan marcadores de linfocitos T NK invariantes y que producen citocinas
después de la expansién de lineas de linfocitos T o de clones de linfocitos T con el anticuerpo 6B11.

reactivo
Donantes Células  Va24" VB11* CD161* IL-4  IFN-y
para CD1d
12 lineas de linfocitos T 15 10-100 10-100 10-100 100 100 10-100
3 clones de linfocitos T 20 100 100 100 100 100 65

El anticuerpo monoclonal 6B11" también se us6 solo (2 donantes, 10 clones) o emparejado con el anticuerpo
anti-Va24 (9 donantes, 87 clones) para clonar linfocitos T invariantes adicionales por clasificacion celular individual. Se
confirmoé que todos los clones eran linfocitos T restringidos para CD1d invariantes. Todos estos clones también
contenian la cadena TCR-a invariante, en base al analisis de secuencia de la cadena TCR-a.. Adicionalmente, todos
los clones estaban restringidos para CD1d (Exley et al., J. Exp. Med. 186:109,1997). En algunos donantes hay un
nimero muy pequefio de linfocitos T 6B11" y CD3". Los dos donantes para los que se usé el anticuerpo 6B11 para
purificacién de linfocitos T no tenian esta poblacion. Uno de estos donantes tenia un 0,01 % de células Va24"VB11" en
su sangre periférica. La generacién de 6/6 linfocitos T restringidos para CD1d Va24"VB11" de este individuo pone de
relieve la especificidad de 6B11. La probabilidad de 6/6 clones V24 VB11* basada en el azar es de (10™)°. Como se
ilustra en las figuras 6A-6C, el anticuerpo 6B11 también estimula la secrecidon de IL-4 de las lineas de linfocitos T
restringidos para CD1d.

Adicionalmente, el uso del anticuerpo 6B11 en una etapa de clasificacion de FACS o bien de purificacién por
inmunoafinidad de perlas magnéticas seguido de la expansion en presencia de un mitégeno dio como resultado el
aislamiento de linfocitos T NK invariantes (véase, por ejemplo, las figuras 8, 9, 10A-10H y 11A-11F). Empezando con
PBMC en las que aproximadamente un 0,05 % de los linfocitos T en las PBMC son linfocitos T invariantes,
aproximadamente un 5 - 30 % de las células purificadas y expandidas fueron linfocitos T invariantes.

El anticuerpo 6B11 ha reconocido clones y lineas de linfocitos T NK invariantes de todos los donantes que se han
sometido a prueba, incluyendo mas de 100 sujetos de distintas etnias y grupos de edad (véase, por ejemplo, las figuras
8B-8l). Este anticuerpo también ha reconocido los linfocitos T NK invariantes en ambos sujetos hombres y mujeres,
incluyendo sujetos diagnosticados con cancer y sujetos no diagnosticados con cancer. Estos resultados demuestran
que la capacidad del anticuerpo 6B11 para reconocer linfocitos T NK invariantes no se limita a una poblacién particular
de pacientes.

Se comparo la capacidad del anticuerpo 6B11 para expandir linfocitos T NK invariantes con la de células dendriticas
autdlogas pulsadas con a-GalCer. Para esta comparacion, se expandieron células clasificadas con 'MoFlo' Va24 con
células dendriticas autdlogas pulsadas con o-GalCer, anticuerpo monoclonal 6B11 o mitdégeno (FA) durante una
expansion de aproximadamente cuatro semanas en presencia de IL-2. Como se ilustra en las figuras 7A-7C, la
expansion de linfocitos T NK invariantes usando el anticuerpo 6B11 fue similar a la lograda usando a-GalCer. Sin
embargo, la expansion usando el anticuerpo 6B11 tiene la ventaja de que no requiere CPA.

Ejemplo 3: Métodos ejemplares para el aislamiento y la expansion de linfocitos T de interés
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Para la purificacion de una subpoblacion de linfocitos T de interés, se puede realizar una etapa de seleccién positiva
y/o negativa. Los ejemplos de anticuerpos que se pueden usar en una etapa de seleccion positiva incluyen los
anticuerpo 6B11, 3A6, anti-Va24, anti-Vp11 y anti-CD161.

Los linfocitos T de interés también se pueden enriquecer usando una etapa de seleccion negativa que retira algunos de
los linfocitos T no deseados o que retira otros contaminantes de una muestra. Por ejemplo, se puede usar un
anticuerpo anti-CD8 y/o un anticuerpo anti-CD4 para enriquecer a una muestra de linfocitos T NK invariantes. Se
puede realizar una etapa de seleccion negativa antes de, simultanea a o posterior a una etapa de seleccion positiva.

Se puede realizar una etapa de seleccion positiva y/o negativa antes de o después de una etapa de expansion de
linfocitos T. En un posible método, en primer lugar se purifican los linfocitos T de interés y después se expanden de
forma selectiva. En otro posible método, se purifican los linfocitos T expandidos usando una columna de alta capacidad
(por ejemplo, 10" células mononucleares de sangre periférica de paciente de cancer expandidas (PBMC) podrian
proporcionar 10° linfocitos T NK invariantes después de Miltenyi a gran escala u otras etapas de purificacion de
columna).

Los ejemplos de posibles etapas de purificacion positivas se enumeran a continuacion. Estos métodos se pueden usar
con anticuerpos de la invencién que son reactivos con cualquier subpoblacion de linfocitos T de interés.

Procedimiento de FACS ejemplar

Se bloquea PBMC u ofra fuente de tejido con suero autélogo a 4 °C. Se afiade un anticuerpo reactivo con linfocitos T
invariantes (por ejemplo, anticuerpo 6B11 o 3A6) en una proporciéon de aproximadamente 1 - 10 ug de anticuerpo/107'8
PBMC y se incubd durante 20 minutos a 4 °C. El anticuerpo usado en este método se puede marcar directamente con
un conjugado, tal como FITC o biotina, o el anticuerpo se puede marcar indirectamente con un segundo reactivo (por
ejemplo, anti-lgG-fluorocromo o estreptavidina-fluorocromo). También se pueden afiadir uno o mas anticuerpos
marcados con diferentes fluoréforos (figuras 7A-7C y 9). Después se lava la solucion de células y anticuerpos usando
PBS o cualquier otro tampon fisiolégico para retirar el anticuerpo no unido.

Si se desea, se pueden ajustar los ajustes del clasificador celular FACS usando un anticuerpo de control positivo (por
ejemplo, anticuerpo anti-linfocito T general) o bien negativo. Se puede analizar la muestra de interés a una tasa de
aproximadamente 100 millones de células por hora usando un clasificador de FACS de alta velocidad (por ejemplo,
clasificador FACS 'MoFlo'). Se pueden expandir los linfocitos T purificados en medio de linfocitos T [por ejemplo, 10 %
de suero fetal bovino o suero autélogo humano o combinado AB en RPMI-1640 o medio equivalente complementado
con tampon (por ejemplo, Hepes), glutamina y antibiotico (por ejemplo, gentamicina)] en presencia de un mitégeno, tal
como FA, un anticuerpo anti-CD3, el anticuerpo 6B11, el anticuerpo 3A6 y/o anticuerpo monoclonal CD3 con estimulo
antigénico de a-GalCer (Exley et al. 1997 y 1998, supra; Wilson et al., Nature 391:177, 1998). El anticuerpo puede
estar en solucion o unido a la placa. También se pueden afiadir inmediatamente alimentadores autélogos irradiados e
IL-2 (10-100 U/ml) o afadir en cualquier momento durante la expansion. La IL-7 (~1-10 ng/ml) y/o IL-15 (~1-10 ng/ml)
pueden incrementar los rendimientos de los linfocitos T NK invariantes (por ejemplo, Wilson et al. 1998, supra; van der
Vliet et al. Journal of Immunological Methods 247:61-72, 2000). La dexametasona o un agente inmunosupresor
selectivo relacionado (~1 uM) puede potencial preferentemente el crecimiento de linfocitos T NK invariantes mientras
que inhibe el crecimiento de linfocitos T convencionales (por ejemplo, Milner et al., J. Immunol. 163 (5): 2522-25229,
1999). El medio se reemplaza aproximadamente dos veces por semana con medio recién preparado. Durante o
posterior a la expansion (por ejemplo, 2-4 semanas después de que la expansion haya comenzado), los linfocitos T se
pueden analizar fenotipicamente por FACS. Este andlisis se puede realizar por tincién con anticuerpos 6B11,
anti-Va24, anti-Vp11, anti-CD4, anti-CD8af3 o anti-CD161.

Procedimiento de perlas magnéticas ejemplar

Se bloquea PBMC u otra fuente de tejido con suero autdlogo al 1 - 10 % mezclando a 4 °C en PBS u otro tampén
fisiolégico. Se afiaden uno o mas anticuerpos que son reactivos con linfocitos T invariantes (por ejemplo, anticuerpos
6B11 0 3A6) en una proporcion de aproximadamente 1-10 ug de anticuerpo monoclonal/1 0"® PBMC se incuba durante
20 minutos a 4 °C. El anticuerpo usado en este método se puede marcar directamente con un conjugado, tal como
FITC o biotina, o el anticuerpo se puede marcar indirectamente con un segundo reactivo (por ejemplo,
anti-lgG-fluorocromo o estreptavidina-fluorocromo). También se pueden afiadir uno o mas anticuerpos marcados con
diferentes fluoréforos (figuras 7A-7C y 9). Después se lava la solucion de células y anticuerpos usando PBS o
cualquier otro tampén fisiolégico. Se afiaden perlas magnéticas, tales como ~ 10 - 100 pl de microperlas de MACS de
IgG anti-raton de Miltenyi n.° 484 o microperlas de estreptavidina de MACS n.° 481 por 10"® PBMC; 10> perlas
anti-lgG de Dynal n.° M450 por 10”® PBMC, y se mezcla la solucion a 4 °C. Se aislan las perlas usando imanes y
después se lavan de acuerdo con las recomendaciones de los fabricantes (por ejemplo, usando columnas de
separacion de tipo MS de Miltenyi, tales como el producto nimero 130-042-201 y MACS multistand, o perlas de Dynal
directamente en tubos en Dynal o imanes comparables). Se colocan las células purificadas, lavadas, dentro de
multi-pocillos con medio de linfocitos T [10 % de suero fetal bovino o autélogo humano o combinado AB en RPMI-1640
o medio equivalente complementado con tampoén (por ejemplo, Hepes), glutamina y antibiéticos (por ejemplo,
gentamicina)]. Se pueden expandir las células usando un anticuerpo monoclonal que se une directamente a las perlas
o en solucion.
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Adicionalmente o de forma alternativa, se pueden expandir las células usando medio que esta complementado con un
mitéteno, tal como FA, un anticuerpo anti-CD3, el anticuerpo 6B11, el anticuerpo 3A6 o el anticuerpo monoclonal CD3
con estimulo antigénico con a-GalCer. El anticuerpo puede estar en solucién o unido a la placa, perla u otra superficie
sélida. Como se describe anteriormente, otros diversos reactivos, tales como IL-7, IL-15 y dexametasona, pueden
mejorar el rendimiento del producto y/o la pureza. Los linfocitos T expandidos se pueden analizar fenotipicamente
como se describe anteriormente.

Ejemplo 4: Purificacion con perlas magnéticas de linfocitos T invariantes

Las figuras 10A-17 llustran la capacidad de estos métodos de purificacion de perlas magnéticas para generar un gran
numero de linfocitos T invariantes purificados. En particular, se unié el anticuerpo 6B11 a (1) perlas de poliestireno,
superparamagnéticas de Dynal con IgG antirraton de cabra purificada con afinidad unida covalentemente a la
superficie (IgG antirraton de cabra M-450 Dynabeads®, producto numero 110.05) o bien (2) microperlas
superparamagnéticas coloidales MACS de Milenyi conjugadas con IgG antirraton de cabra (producto nimero 484-02,
Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (prospecto de IgG antirraton de cabra M-450
Dynabeads®; instrucciones de microperlas de IgG antirraton de cabra de MACS). Se enriquecieron las células PBMC
por linfocitos T invariantes por purificacion usando perlas 6B11-Dynal o 6B11-Milenyi. Después se expandieron las
células purificadas durante de cuatro a ocho semanas bajo diversas condiciones. Por ejemplo, se expandieron los
linfocitos T en presencia de uno o mas de los siguientes como se indica en las figuras 12-17: FA, el anticuerpo 6B11,
IL-5, IL-7, CPA alogénica y CPA autdloga. La columna de "PBMC" representa células de PBMC que no se clasificaron
antes de la expansion. La columna "Dynal@40" representa células de PBMC que se purificaron usando perlas de
6B11-Dynal antes de la expansion. La columna "Milenyi @ 20" representa células de PBMC que se clasificaron usando
perlas de 6B11-Milenyi antes de la expansion.

En los experimentos descritos en las figuras 12-17, la adicién de IL-7 e IL-15 incrementé el rendimiento de linfocitos T
invariantes. A las concentraciones sometidas a prueba, IL-7, IL-15 y dexametasona no incrementaron la pureza de los
linfocitos T invariantes. La expansion usando a-GalCer después de la expansion usando 6B11 no mejoré la pureza de
los linfocitos T invariantes pero si increment6 el nimero de linfocitos T invariantes. Nilimitando (6B11 * CD161) o (CD3
" CD161) se incrementé el rendimiento de linfocitos T NK invariantes (figuras 12-17).

También se purificaron los linfocitos T invariantes usando 6B11 biotinilado. Para este procedimiento, se incubaron PBL
purificados con ficoll con 6B11-biotina. Después, se lavaron las células para retirar el anticuerpo no unido y se
incubaron con estreptavidina conjugada con microesferas de Miltenyi. Se aislaron las células 6B11" por seleccion de
perlas magnéticas de acuerdo con las especificaciones del fabricante. Se generaron un total de 6 lineas usando el
anticuerpo 6B11 en combinacion con IL-2 e IL-1. Se expandieron tres de las seis lineas y tuvieron un fenotipo de
superficie consistente con linfocitos T restringidos para CD1d Va24" invariantes. Las lineas variaron desde 76 % -
99 % invariante después de la expansion. Se muestra un perfil de FACS de la linea pura en la figura 18. Esta clonacion
y expansion exitosa de linfocitos T invariantes demuestra que se puede usar 6B11 en combinacion con la tecnologia
MACS™ para aislar linfocitos T restringidos para CD1d directamente de la sangre sin necesidad de protocolos de
clonacion basada en FACS ni alimentadores irradiados.

Ejemplo 5: Tratamiento con citocina ex vivo o in vivo para alterar la proporcion de respuesta de desviacion
inmunitaria/Th1/Th2 de linfocitos T NK

Aunque no se pretende limitar la invencion a una teoria particular, una hipotesis de trabajo es que los linfocitos T NK,
linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" que producen niveles altos de IL-4 (posiblemente junto con otras
citocinas "Th2") influyen hacia respuestas inmunitarias de Th2, mientras que la IL-12 alta (inducida a partir de CPA por
linfocitos T reactivos para CD1d activados) y/o IFN-y (producido por los propios linfocitos T) con relacién a IL-4
conduciran (o al menos seran un marcador de linfocitos T invariantes que conduciran) a respuestas inmunitarias contra
tumores o patégenos infecciosos.

Los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" pueden influir hacia la citotoxicidad de tipo
células asesinas activadas por linfocina (LAK) o NK de tipo Th1 de linfocitos T invariantes, asi como la produccién de
IFN-y para aumentar potencialmente su actividad antipatdégena o antitumoral in vivo. La viabilidad de este enfoque se
demuestra por el hallazgo de que la influencia de IL-4 inicial de los linfocitos T invariantes se puede alterar por
expansion ex vivo en IL-12, lo que da como resultado niveles notablemente superiores de IFN-y con relacién a IL-4,
haciendo de éste un método sencillo prometedor para la generacion de linfocitos T invariantes influenciados por Th1
(tabla 3). Recientemente se han publicado resultados confirmatorios que muestran que el cultivo en IL-12 aumenta
tanto la produccion de IFN-y como, de manera significativa, la citotoxicidad de tipo NK/LAK de linfocitos T invariantes
(van der Vliet et al., Immunology 98:557-63, 1999).

Tabla 3. Produccion de IFN-y potenciada por linfocitos T NK invariantes incubados con IL-12.
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Proliferacion IL-4 IFN-y IFN-y/IL-4
linea 1 sin IL-12 36239 1,4 60,4 43,1
IL-12 56593 4,8 >500 >100
linea 2 sin IL-12 21858 1,1 18,1 16,5
IL-12 42499 1,6 331,8 207

Se establecieron lineas de linfocitos T Va24"VB11" reactivos para CD1d con y sin IL-12 y se estimularon con
anticuerpo CD161 en exceso y anti-CD3 unido a la placa limitante para estimular especificamente linfocitos T NK
invariantes.

Por tanto, se pueden repolarizar linfocitos T invariantes para el fenotipo Th1 cultivando en IL-12 0,3 nM (Exley et al.,
supra (1998)) durante expansion ex vivo con un anticuerpo de la presente invencion. IL-15, IL-18 e INF de tipo 1
también son conocidos por potenciar la polarizacién Th1 de linfocitos T humanos. Otras citocinas o combinaciones de
citocinas que pueden influir en los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" hacia respuestas
de desviacion inmunitaria, Th1 o Th2, incluyen IL-2, IL-4, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL 15, IL-18, IFN-a/B, IFN-y y
GM-CSF. La respuesta Th2 puede ser deseable para la prevencién o tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria.
De forma alternativa, para el mantenimiento del embarazo, se pueden usar citocinas para influir en linfocitos T NK,
linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JoQ" hacia respuestas de desviacién inmunitaria en lugar de respuestas
Th1 o Th2. Los anticuerpos anti-IL-4 o anti-IL- 12 que se unen a las citocinas producidas por los linfocitos T durante la
expansion también pueden favorecer la desviacion inmunitaria o la respuesta Th2 de estos linfocitos T. Estas citocinas
se pueden presentar durante todo el periodo de tiempo de la expansién de linfocitos T o pueden estar presentes sélo
durante una parte del periodo de tiempo de la expansion de linfocitos T, tal como durante los ultimos dias de la
expansion de linfocitos T.

Después de la expansion en presencia de una o mas de estas citocinas, los linfocitos T se pueden someter a prueba
funcionalmente para determinar la secrecion de L-4, IL-10, GM-CSF e IFN-y. También se puede determinar la
regulacion de la citotoxicidad contra CD1d" (CIR, CD1d), dianas 'NK' (JY, K562,721.221 y YAC-1), dianas LAK por
suplementacioén con citocinas (Exley et al., supra (1997); Exley et al., J. supra, (1998)).

De forma alternativa, se pueden administrar in vivo una o mas de las citocinas a los pacientes antes, durante o
después de la reintroduccion de los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" expandidos ex
vivo para influir a las células reintroducidas hacia respuestas de desviacion inmunitaria, Th1 o Th2.

Ejemplo 6: Determinacion del cambio en el nimero o la actividad de linfocitos T invariantes inducidos por un
tratamiento para el tratamiento o prevencion de enfermedad

Se pueden usar los anticuerpos monoclonales de la presente invencién en un método sensible y especifico para
determinar si un tratamiento para el tratamiento o prevencién de una enfermedad incrementa el nimero y/o une
preferencialmente o modula la funcién de linfocitos T invariantes. En contraste, el analisis usado previamente para
determinar el efecto del tratamiento anti-cancer de IL-12 in vivo sobre linfocitos T invariantes se ha realizado con el
método relativamente insensible de citometria de flujo con el anticuerpo monoclonal Va24, en algunos casos junto con
el anticuerpo monoclonal VB11, lo que no ha detectado un incremento en linfocitos T invariantes (n = 10) (figura 5).
Dado el bajo numero de linfocitos T invariantes en donantes sanos y el nimero incluso menor que se ha encontrado en
pacientes con cancer avanzado, se puede usar el método descrito a continuacién para determinar con mas precision el
efecto del tratamiento con IL-12, u otros tratamientos, sobre linfocitos T invariantes. Se pueden determinar los efectos
de dosis acumulativas en linfocitos T invariantes realizando este analisis después de cada dosis.

Los pacientes pueden servir como sus propios controles en estos experimentos. Se pueden obtener aproximadamente
20 ml de sangre periférica de los pacientes antes de que se inicie el tratamiento y posteriormente durante el
tratamiento. Se puede usar una pequefia alicuota de estas células (aproximadamente 10° células) para la sintesis de
ADNC, correspondiente a ARNm que codifica la cadena TCR-a, y la amplificacion por PCR usando cebadores de Ca 'y
Va24 para determinar la frecuencia de las células que expresan la cadena de TCR-a invariante. Se puede determinar
la fracciéon de TCR invariante en la poblacién total por calibracién con un clon de linfocito T invariante diluido en serie
en un clon de linfocito T de control.

Como alternativa al analisis de PCR anterior, se puede usar citometria de flujo para determinar la frecuencia y el
numero de linfocitos T invariantes. Debido al bajo numero implicado, en particular en pacientes con cancer, se usa un
numero minimo de condiciones y un gran numero de acontecimientos analizados (100.000) para cada muestra. Se
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pueden anticuerpos monoclonales anti-bucle CDR3 6B11 y/o 3A6, que se han conjugado exitosamente con
fluoresceina usando métodos estandar, en un analisis de FACS de 1 6 2-colores sencillo. Adicionalmente, se puede
usar FACS multi-color para el andlisis simultaneo de la cadena de TCR-a invariante usando uno o mas anticuerpos
monoclonales de la presente invencion y anticuerpos para otros marcadores de linfocitos T invariantes (Va24, CD4,
CD8, CD56, CD161, VB11). Se pueden comparar estos resultados para las muestras de pacientes antes y después del
tratamiento para determinar el efecto del tratamiento sobre el nimero de linfocitos T invariantes. Se puede evaluar la
produccion de citocinas y la citotoxicidad por células activadas, como se describe en el ejemplo 5. S pueden normalizar
los resultados para el nimero de linfocitos T invariantes, permitiendo comparaciones directas para pacientes antes y
después del tratamiento.

De forma alternativa, se puede requerir una ronda de expansion para la cuantificacién. La muestra del paciente se
pueden someter directamente a la expansion de anticuerpo monoclonal o la muestra se puede enriquecer por linfocitos
T invariantes por clasificacion de FACS de alta velocidad o purificacion de perlas magnéticas antes de la ampliacion,
usando procedimientos estandar. Para el enriquecimiento por clasificacion de FACS, se puede realizar la clasificacion
de un color usando anti-Va24, 6B11 o 3A6 o clasificacion de 2 colores usando 6B11 o 3A6 y anti-Va24, V11 o CD161.
De forma alternativa, para el enriqguecimiento de la purificacién por inmunoafinidad, se pueden llevar a cabo una o mas
selecciones negativas o positivas. Por ejemplo, se puede usar una disminucion negativa para retirar monocitos y/o
linfocitos B. Después, se pudo realizar una seleccion positiva usando el anticuerpo monoclonal Va24 y/o un anticuerpo
monoclonal anti-bucle CDR3.

Se pueden cultivar las células con un anticuerpo monoclonal anti-bucle CDR3 soluble o unido a la placa (6B11 o 3A6)
o con CPA alogénicas o autdlogas pulsadas con antigeno. Aunque las expansiones de una sola ronda de linfocitos T
son ampliamente representativas de proporciones iniciales, las células se pueden cultivar de forma alternativa durante
aproximadamente una semana antes de la expansién para que descansen las células activadas que responden mal a
la expansién en comparacion con las células en reposo.

Aproximadamente 3-4 semanas después de la estimulacién primaria, se puede analizar una parte de las células por
citometria de flujo con anticuerpos monoclonales Va24, V311 y 6B11 para determinar la fraccion de linfocitos T
invariantes. Se puede comparar la produccion de citocinas y la citotoxicidad normalizada para el numero de linfocitos T
invariantes para los pacientes antes y después del tratamiento, como se describe anteriormente. Ademas, se puede
usar el analisis de PCR o el analisis de FACS de las células antes de la estimulacién primaria para determinar en qué
medida el incremento en la recuperacion de linfocitos T invariantes (después de la estimulacion primaria) refleja la
expansion in vivo debida al tratamiento frente al incremento en la respuesta a la estimulacién ex vivo.

Este analisis llevado a cabo en 8-10 pacientes (con un promedio de dos puntos de tiempo después del tratamiento)
debe ser adecuado para determinar si el tratamiento tiene el potencial de para incrementar el nimero o modular la
actividad de linfocitos T invariantes. Si se demuestran estos efectos positivos sobre los linfocitos T invariantes,
entonces se pueden realizar otros estudios que correlaciones las respuestas de linfocitos T invariantes con la dosis, el
programa y otras funciones inmunoldgicas. Por ejemplo, los cambios en los nimeros de linfocitos T invariantes y/o
respuestas se pueden correlacionar con los parametros inmunitarios clave, incluyendo IFN-y de suero, TNF e IL-15;
expresion de IL-12 y otros receptores de quimiocinas y citocinas Th1; y cambios en linfocitos T, mieloide, y otros
marcadores celulares (Fas, FasL, Linfotoxina-p, CD3, CD4, CD8, LFA-1, CD80, CD86, CD161).

Este método para determinar el cambio en el nimero o actividad de linfocitos T invariantes también se puede aplicar a
linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ®. Si se requiere una etapa de preenriquecimiento
para cuantificar estos linfocitos T, se puede usar cualquier anticuerpo que se una a estas células, incluyendo los
anticuerpos de la presente invencion, en la etapa de purificacion inicial o se puede usar una seleccion negativa para
retirar las células que no sean linfocitos T o células que no sean linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o
linfocitos T JaQ”".

Ejemplo 7: Expansion y reintroduccion de linfocitos T invariantes expandidos ex vivo en mamiferos

Los linfocitos T invariantes de una muestra de sangre periférica (20 ml o del producto de leucoféresis) de un mamifero
se pueden enriquecer antes de la expansion ex vivo usando clasificacion de FACS o purificacion por inmunoafinidad o
expandir directamente usando un anticuerpo de la presente invencion, como se describe en los ejemplos anteriores.
Como se menciona en el ejemplo 5, las células se pueden expandir en presencia de una citocita para influirlas hacia
respuestas de desviacion inmunitaria, Th1 o Th2. Ademas, se puede afiadir IL-2, IL-7, o un mitdgeno para estimular la
expansion celular. Si es necesario, se puede llevar a cabo una expansién ex vivo secundaria, posiblemente después
de una segunda etapa de enriquecimiento, bajo condiciones usadas para la expansion primaria para incrementar tanto
el numero de células como la pureza. Después de la estimulacion, se pueden someter a ensayo las células para
determinar la pureza y la produccion de citocinas y citotoxicidad, como se describe anteriormente. Se debe sefialar que
los inventores y otros han podido establecer lineas y clones de linfocitos T humanos a largo plazo a partir de donantes
normales por multiples rondas de estimulacion; por tanto, se esperan resultados similares en otros pacientes. De forma
deseable, se obtienen al menos 106, de forma mas deseable, al menos 108, y de la forma mas deseable al menos 10°
linfocitos T invariantes después la expansion. De forma deseable, los linfocitos T invariantes son al menos un 60 %, 80
6 90 % puros, en base a la presencia de marcadores de linfocitos T invariantes Va24, V11 y CD161, y mantienen la
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produccién de IFNy y citotoxicidad contra dianas CD1d" y 'NK'.

Si las estimulaciones secundarias no proporcionan nimeros celulares adecuados, entonces se pueden usar rondas
adicionales de estimulacion. De forma alternativa, el numero de células de partida se puede incrementar usando
muestras de sangre mas grandes o a través de leucoféresis. En este caso, se puede realizar un enriquecimiento inicial
de linfocitos T invariantes por seleccion positiva usando el anticuerpo monoclonal Va24 o 6B11 conjugado con perlas,
como se describe anteriormente. Para incrementar la pureza, también se pueden purificar los linfocitos T invariantes
por FACS o anticuerpo conjugado con perlas antes de la reinfusion. Adicionalmente, el potencial terapéutico de la
reinfusion celular de lineas de linfocitos T invariantes policlonales expandidos se puede comparar con el de los clones
de linfocitos T invariantes expandidos, o mezclas de los mismos.

No se desea que la administracion de linfocitos T invariantes expandidos ex vivo se limite a un modo particular de
administracién, dosificacion o frecuencia de dosificacion; el presente modo contempla todos los modos de
administracion, incluyendo la via intramuscular, intravenosa, intraarticular, intralesional, subcutanea, o cualquier otra
via suficiente para proporcionar una dosis adecuada para prevenir o tratar una enfermedad autoinmunitaria, infeccion
virica, infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion
inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, aborto espontaneo, embarazo o cancer. De forma deseable, las
células se reintroducen en el mamifero a partir del que se tomo la muestra de sangre. También se contempla que se
pueden administrar las células a un mamifero diferente. Se pueden administrar las células al mamifero en una dosis
Unica o en multiples dosis. Cuando se administra en multiples dosis, la dosis se pueden separar entre si, por ejemplo,
durante de una semana a un mes. Como se menciona en el ejemplo 5, también se pueden administrar una o mas
citocinas antes, durante o después de la administracion de las células para influirlas hacia respuestas de desviacion
inmunitaria, Th1 o Th2. Se debe entender que para cualquier sujeto en particular, los regimenes de dosificacion
especificos se deben ajustar con el tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona
que administra o supervisa la administracion de las composiciones. Adicionalmente, los linfocitos T se pueden
reintroducir como células en reposo o activadas, dependiendo de la aplicacion. Las células en reposo requeririan una
activacion in vivo.

Ejemplo 8: Expansion y reintroduccion de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ"
expandidos ex vivo en mamiferos

Otros linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" se pueden expandir ex vivo como se describe
en el ejemplo 7. Este método se puede modificar expandiendo linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o
linfocitos T JoQ" de médula dsea, higado, cordén umbilical u otras muestras. De forma deseable, la muestra contiene
un mayor porcentaje de linfocitos T no invariantes reactivos para CD1d que la sangre periférica. Adicionalmente, se
puede usar la coestimulacion (usando CD1d, lipidos, otros antigenos o anticuerpos) o la inhibicion de la coestimulacion
para expandir una subpoblacion deseada de linfocitos T. Por ejemplo, la estimulacion de CD28 puede favorecer la
expansion de linfocitos T no invariantes reactivos para CD1d sobre los linfocitos T invariantes. Los anticuerpo
anti-CD161 solubles que bloquean la estimulacién de CD161 también pueden favorecer la expansion de linfocitos T no
invariantes que son menos dependientes de la estimulaciéon de CD161 que los linfocitos T invariantes. La cantidad de
anticuerpo unido a la placa también se puede reducir, lo que puede incrementar la dependencia sobre la
coestimulacion por expansién de los linfocitos T.

Adicionalmente, se puede usar la presencia de diferentes citocinas o combinaciones de citocinas para favorecer la
expansion de una subpoblacion deseada de linfocitos T. Por ejemplo, los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d o linfocitos T JaQ" se pueden incubar con IL-4, IL-7 o IL-12 durante la expansién.

Los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos T JaQ" expandidos se pueden reintroducir en
mamiferos como se describe en el ejemplo 7.

Ejemplo 9: Reduccion en el numero de linfocitos T NK invariantes en pacientes con cancer

Como se describe adicionalmente a continuacion, los pacientes con cancer de préstata tienen menos linfocitos T NK
invariantes que los pacientes sanos. Por tanto, los anticuerpos de la invencién que incrementan el nimero o la
actividad de linfocitos T NK invariantes se pueden usar como productos terapéuticos para la prevencion, estabilizacion
o tratamiento de cancer de prostata. Ademas, se pueden administrar linfocitos T NK invariantes expandidos ex vivo a
los sujetos para prevenir, estabilizar o tratar cancer de préstata.

Los linfocitos T NK invariantes también pueden estar presentes en niveles reducidos en sujetos con otros tipos de
cancer,; por tanto, estos métodos se pueden usar para tratar otras formas de cancer.

Pacientes con cancer analizados en este estudio

Los pacientes con cancer en este estudio tenian cancer de préstata independiente de los andréogenos avanzado
(Catalona, N. Engl. J. Med. 331:996,1994; Bubley y Balk, Hematol. Oncol.Clin. North. Am. 10:713, 1996). Todos los
pacientes se trataron previamente con tratamiento de ablacion de andrégenos por orquiectomia o administracion de un
agonista de la hormona liberadora de hormona leutinizante (LHRH). En el momento del estudio, todos los pacientes
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tenian gammagrafias 6seas positivas y un aumento en los niveles de antigeno especifico de prostata (PSA) (> 50
ng/ml), indicativo de enfermedad metastasica progresiva. Todos menos uno de estos pacientes no habian recibido
quimioterapia citotoxica. Los pacientes con cancer de prostata en remision se trataron de forma similar con tratamiento
de ablacién de andrégenos, pero tuvieron gammagrafias 6seas negativas y niveles estables bajos (< 10 ng/ml) de
PSA.

Métodos usados para la expansién ex vivo de linfocitos T positivos para Vo.24

Se obtuvo sangre periférica (10-20 ml) en tubos que contenian heparina de donantes sanos y pacientes con cancer de
prostata que habian dado su consentimiento informado. Se aislaron PBMC usando Ficoll-Paque (Amersham
Pharmacia, Uppsala, Suecia). Se tifieron los linfocitos T positivos para Va24 con un anticuerpo monoclonal anti-Va24
(C15) (Coulter, Miami, FL) seguido de un conjugado FITC de IgG antirratén de cabra (H'L) (KPL, Gaithersburg, MD) y
se clasificaron por FACS de alta velocidad (Modular Flow FACS, Cytomation, Boulder, CO) (Dellabona et al., J. Exp.
Med. 180:1171, 1994). Se irradiaron PBMC autologas (5000 rad) y se usaron como CPA. Inicialmente, se cocultivaron
las células Va24" purificadas con FACS en placas de fondo plano de 96 pocillos (aproximadamente 20.000 por pocillo)
con el mismo numero PBMC irradiadas autélogas en presencia de a-GalCer (50 ng/ml, KRN7000, Kirin Brewery Co.,
Gunma, Japon) e IL-2 recombinante (100 U/ml) (National Cancer Institute, Bethesda, MD). Después, se expandieron
gradualmente los cultivos en placas de 24 pocillos usando el mismo medio. En algunos cultivos, se afadio 1L-12
recombinante humana (1 ng/ml) (Genetics Institute, Cambridge, MA) durante la ultima semana de cultivo.

Métodos usados para el analisis de citometria de flujo de linfocitos T expandidos

Se realiz6 el analisis fenotipico células expandidas con a-GalCer por citometria de flujo de dos o tres colores después
de tres a cuatro semanas en cultivo. Informes anteriores han demostrado que la doble tincién para Va24 y V11 es un
marcador de linfocitos T NK invariantes, ya que Va24 y VB11 se usan muy poco por linfocitos T en masa (Dellabona et
al, J. Exp. Med. 180:1171, 1994; Exley et al, J. Exp. Med. 186:109, 1997; Prussin y Foster J. Immunol. 159:5862,1997).
Los anticuerpos usados fueron anti-Va24 PE, anti-VB11 FITC, anti-CD8p PE (Immunotech), anti-CD3 Cychrome,
anti-CD161 PE y anti-CD4 Cychrome (PharMingen, La Jolla, CA). Como se describe previamente (Exleby et al, J. Exp.
Med. 186:109, 1997; Exley et al, J. Exp. Med. 188:867, 1998), se suspendieron aproximadamente 1x10° células en 50
pl de tampon FACS (solucion salina tamponada con fosfato con un 1 % de suero fetal bovino y un 0,1 % de NaNs) en
pocillos individuales de placas de 96 pocillos (Exley et al, J. Exp. Med. 186:109,1997; Exley et al, J. Exp. Med.
188:867,1998). Se bloqued la union a anticuerpo no especifica preincubando células con un 10 % de suero humano
durante 15 minutos en hielo. Después, se afiadieron los anticuerpos a suspensiones celulares y se incubd durante 20
minutos en hielo. Se lavaron las células dos veces con tampon FACS y se analizé usando un FACScan (Becton
Dickinson) con el programa informatico Cell Quest.

El anadlisis de los linfocitos T NK invariantes en PBMC recién aisladas de donantes sanos y pacientes con cancer
también us6 el anticuerpo monoclonal 6B11. En estos experimentos, se tifieron las células con 6B11-FITC y
anti-Va24-PE (que no competian de forma cruzada) para detectar células que expresan el TCR invariante. Debido a la
baja frecuencia de estas células en pacientes con cancer, se analizaron entre 10° y 10° células totales.

Resultados que muestran un descenso del numero de linfocitos T NK invariantes en pacientes con cancer

Se cuantificaron los linfocitos T NK invariantes en la sangre periférica de donantes sanos y pacientes con cancer por
citometria de flujo de 2 colores con un anticuerpo monoclonal Va24 y un anticuerpo monoclonal V311 o el anticuerpo
monoclonal 6B11 contra el receptor de Va24-JoQ invariante. Las lineas de linfocitos T NK invariantes, generadas por
la expansion de a-GalCer de linfocitos T Va24" de donantes sanos, fueron reactivas con los anticuerpos monoclonales
Vo24, V11 y 6B11 (figuras 19A y 19D). La observacion de que VB11 se expresé por casi todos los linfocitos T Va24*
expandidos con a-GalCer de este y otros muchos donantes sanos, indico ademas que este VB era necesario para
generar linfocitos T NK invariantes reactivos para a-GalCer.

Se hallaron linfocitos T doble positivos Va24* VB11* en la sangre periférica de donantes sanos en niimeros que eran
comparables a las células Va24" 6B11", consistente con una gran fraccion de células Va24* V11" que son linfocitos T
NK invariantes (figuras 19B y 19E). La fraccién promedio de células Va24* 6B11" en una serie de donantes sanos fue
de un 0,11 %. Se hallaron pequefios nimeros de linfocitos T V24" VB11" en la sangre periférica de pacientes con
cancer de prostata avanzado (tablas 4 y 5). Ademas, no hubo células 024" B11 detectable en 5 de 6 pacientes
examinados (figuras 19C y 19F). Estos resultados indicaron que los linfocitos T NK invariantes se disminuyeron en
pacientes con cancer de prostata avanzado.

Tabla 4. Numero de linfocitos T NK invariantes en PBMC en base a la tincion con anticuerpos 6B11 y anti-Va.24

Donante Vo24" 6B11" (invariante)

Sano (n = 3) media 41x10°
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intervalo 14 x 10°a 90 x 10°
Cancer de prostata (n = 7) media 4x10°
intervalo 0a20x10°

Tabla 5. Porcentaje de células Va24" que son linfocitos T invariantes en base a la tincidon con el anticuerpo Va24 y el
anticuerpo anti-Vb11 o bien 6B11

Vo24'Vb11* Vo24" 6B11" (invariante)
Donante
Vo24* Vo24*

Sano

media (intervalo) 4,8 % (2-7 %) 4,3 % (1,4-6,5 %)
n=3

Cancer de prostata
media (intervalo) 2,3 % (0-8,0 %) 0,4 % (0-2,3 %)

n=6

Resultados de la expansion de linfocitos T NK invariantes de donantes sanos

Debido al pequefio niumero de linfocitos T NK invariantes en sangre periférica, se llevd a cabo una ronda de expansion
ex vivo para evaluar adicionalmente la frecuencia y la funcion de estas células. Se aislaron linfocitos T NK invariantes
de donantes sanos y pacientes con cancer de prostata avanzado a partir de sangre periférica a través de una
purificacion FACS inicial con un anticuerpo monoclonal especifico Va24, seguido de una expansion selectiva in vitro
durante de tres a cuatro semanas, con a-GalCer y PBMC irradiadas autélogas como fuente de CPA. Después, se
analizaron los linfocitos T por tincién doble con los anticuerpos monoclonales Va24 y V11 o 6B11.

Los linfocitos T Va24" purificados con FACS estimulados in vitro con un mitégeno de linfocitos T, FA, proporciond sélo
una pequefia poblacion de linfocitos T Va24" VB11* que variaba en nimero con diferentes donantes (figura 20A). En
contraste, la estimulacién de los linfocitos T V24" purificados de donantes sanos con a-GalCer y PBMC irradiadas
autélogas proporcioné una gran poblacién de Va24™ VP11 (figura 20B, 94,4 % del células totales). El analisis
fenotipico adicional de estos linfocitos T Va24" VB11" expandidos con a-GalCer de una serie de donantes sanos
demostré grandes poblaciones de CD4" y CD4°CD8" y mostré que la mayoria de cada donante (> 70 %) expresd
CD161.

Se evaluaron los linfocitos T Va24" VB11" expandidos con a-GalCer de donantes sanos para determinar el
reconocimiento de CD1d y la produccion de citocinas. En consonancia con muchas de las células que eran linfocitos T
NK invariantes reactivos para CD1d, las células produjeron cantidades sustanciales tanto de IL-4 como de IFN-y en
respuesta a las células C1R transfectadas con CD1d, pero no a células C1R transfectadas con control (figura 20C). La
especificidad para CD1d de este reconocimiento se demostré6 ademas bloqueando con un anticuerpo monoclonal
anti-CD1d, 51.1, pero no un Ab de control apareado con isotipo. Las respuestas de citocinas a CD1d fueron
equivalentes a las obtenidas después de la estimulacion policlonal de estos linfocitos T con FA, confirmando que la
mayoria de las células eran efectivamente linfocitos T reactivos para CD1d. Estas respuestas eran todas comparables
a las obtenidas previamente con clones de linfocitos T NK invariantes de donantes sanos (Exley et al., J. Exp. Med.
186:109, 1997; Exley et al., J. Exp. Med. 188:867, 1998), indicando que estos ultimos clones establecidos in vitro
reflejaron el estado funcional de las células in vivo.

Disminucién de la expansion de linfocitos T NK invariantes de pacientes con cancer de préstata avanzado

Los linfocitos T NK invariantes de pacientes con cancer de prostata independiente de los andrégenos avanzado se
examinaron de forma similar. Con relacion a los donantes sanos, se produjo una disminucién en el nimero total de
células cultivadas recuperado de pacientes con cancer de prostata resistente a la ablaciéon androgénica y una marcada
disminucién en la fraccién de células expandidas que eran linfocitos T NK invariantes Vo24" V11" (figuras 21A y 21B,
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98,5 % frente a un 13,6 % de linfocitos T NK invariantes en un donante sano y un paciente con cancer de prostata
resistente a ablacion androgénica, respectivamente). También se muestran linfocitos T Va24® expandidos con
o-GalCer de un paciente con paciente con cancer de prostata tratado con ablacién androgénica en remision (75 % de
linfocitos T NK invariantes), indicando que el tratamiento de ablacion androgénica no tiene en cuenta la disminucién en
la expansion de los linfocitos T NK invariantes (figura 21C).

Los datos de una serie de pacientes con cancer de préstata independiente de los andrégenos avanzado, todos con
enfermedad metastasica y un aumento en los niveles de antigeno especifico de préstata (PSA), confirmé la
recuperacion marcadamente disminuida de linfocitos T NK invariantes Va24" VB11* (media de un 10 % de pacientes
con cancer de prostata frente a > 80 % de donantes sanos) (figura 21D). Estos resultados fueron consistentes con la
disminucion del nimero de linfocitos T NK invariantes detectado por la tincion de Va24 y V11 o 6B11 en sangre
periférica de pacientes con cancer de prostata avanzado. Otros factores, incluyendo una disminuciéon en la
proliferaciéon o un incremento en la apoptosis durante las estimulaciones in vitro también podrian haber contribuido a la
disminucién en la recuperacion. En contraste, la recuperacién de linfocitos T NK invariantes Va24" VB11* de pacientes
con cancer de prostata que recibian tratamiento de ablacion androgénica, pero que se encontraban en remision,
estaba mas cercana a los donantes sanos (figura 21D).

Ejemplo 10: Reduccion en la actividad de linfocitos T NK invariantes en pacientes con cancer

Ademas de estar presentes en niveles reducidos, los linfocitos T NK invariantes presentan una reduccién en la
actividad en pacientes con cancer de prostata. En particular, estos linfocitos T NK invariantes produjeron menos IFN-y
(un efector de Th1). Como se describe a continuacion, la incubacién con IL-12 incremento la actividad de estos
linfocitos T NK invariantes para producir IFN-y. Estos resultados apoyan la capacidad de IL-12 para influir los linfocitos
T NK invariantes hacia respuestas Th1, tales como la actividad citotdxica que es deseable para el tratamiento de
cancer.

Métodos usados para la medida de la produccion de citocinas y la reactividad de CD1d

Para la producciéon de citocinas, se cocultivaron 1x10° células/pocillo en placas de 96 pocillos con un nimero
equivalente de de placas cultivados conjuntamente con un numero igual de células C1R transfectadas con CD1d o con
control en medio RPMI 1640 con un 10 % de FBS, 20 U/ml de IL-2 y 1 ng/ml de PMA, como se describe previamente
(Exley et al., J. Exp. Med. 186:109, 1997). Se bloquearon las respuestas celulares para CD1d con un anticuerpo
anti-CD1d, 51.1, a 10 yg/ml (Exley et al., J. Exp. Med. 186:109, 1997; Exley et al., Immunology 100:37,2000). Se
recogieron los sobrenadantes a las 48 horas y a las 72 horas para las medidas de IL-4 e IFN-y, respectivamente. Se
determinaron los niveles de citocinas liberadas por triplicado por ELISA de captura con pares de anticuerpos
apareados con relacion a los estandares de citocinas (Endogen, Inc. Cambridge, MA). El limite del intervalo de
deteccion de estos ensayos, tanto para IFN-y como IL-4 fue de 10-50 pg/ml.

Resultados que demuestran la pérdida de produccién de IFN-y por linfocitos T NK invariantes de pacientes con cancer

Los linfocitos T NK invariantes derivados de pacientes de cancer de proéstata proliferaron y produjeron niveles similares
de IL-4 en respuesta a células transfectadas con CD1d de como linfocitos T NK invariantes de un donante sano (figura
22A). Sin embargo, su produccion de TNF-a. se redujo notablemente con relacion a los linfocitos T NK invariantes del
donante sano (figura 22B). El analisis de la produccion de IL-4 frente a IFN-y por linfocitos T NK invariantes expandidos
con a-GalCer de una serie de pacientes con cancer de prostata avanzado y donantes sanos confirmé una pérdida
notable de la produccion de IFN-y por las células derivadas de pacientes con cancer de proéstata (figura 22C escala
logaritmica para IFN-y). Esta pérdida de IFN-y con relacion a IL-4 fue mas evidente cuando se compararon las
proporciones de produccion de IFN-y/IL-4, con una diferencia aproximada de 50 veces entre lineas de linfocitos T NK
derivados de cancer de prostata y donantes sanos (figura 22E).

Para determinar si esta pérdida de produccién de IFN-y era frecuente para otras poblaciones de linfocitos T, se
estimularon linfocitos T de sangre periférica en masa de pacientes con cancer de prostata independiente de los
androgenos avanzado y donantes sanos in vitro con FA. Los resultados mostraron que la produccion de IFN-y por
linfocitos T en masa de pacientes con cancer de prostata estaba intacta (figura 22D), con proporciones IFN-y/IL-4
similares observados en las células de de pacientes con cancer de préstata frente a donantes sanos (figura 22E). En
conjunto, estos datos demostraron una pérdida selectiva de la produccion de IFN-y en la poblacion de linfocitos T NK
invariantes de pacientes con cancer de prostata avanzado.

Ya que los linfocitos T NK invariantes pueden contribuir a los efectos antitumorales de IL-12, a continuaciéon se
determiné si estas células derivadas de paciente con cancer podian responder a IL-12. Se trataron linfocitos T NK
invariantes derivados de cancer de proéstata con IL-12 (1 ng/ml) durante la dltima semana de cultivo para determinar si
podian responder a esta citocina. Las células tratadas con IL-12 mostraron un incremento notable en la produccion de
IFN-y, y presentaron proporciones de produccion de IFN-y/IL-4 que eran comparables a las de los donantes sanos
(figura 22E, cancer + IL-12).

Ejemplo 11: Niveles reducidos de linfocitos T NK en pacientes con esclerosis multiple
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La esclerosis multiple (EM), es una enfermedad desmielinizante inflamatoria del sistema nervioso central (SNC) que
implica una probable respuesta autoinmunitaria dirigida contra antigenos asociados a la propia mielina. Para
determinar si los pacientes con EM tienen un menor nimero de linfocitos T NK, se compararon los porcentajes de
linfocitos T NK (Vo24JaQ") en muestras de sangre periférica en pacientes con EM con enfermedad progresiva
primaria (n = 6) o remitente recidivante (n = 8) con donantes sanos (n = 6). El porcentaje de linfocitos T NK en donantes
normales fue similar a los informes previos (0,114 + 0,020), mientras que el porcentaje de linfocitos T NK en pacientes
con BM con enfermedad progresiva primaria (0,010 + 0,007) o remitente recidivante (0,027 + 0,071) fue
significativamente menor. El menor nimero de linfocitos T NK en pacientes con EM sugiere que el incremento en el
numero y/o actividad de linfocitos T NK puede ser util para el tratamiento o prevencion de EM, tal como EM remitente
recidivante, progresiva primaria o progresiva Cronica. Adicionalmente, las muestras de pacientes con EM se pueden
tomar a varios puntos temporales para determinar si el nimero de linfocitos T NK en la periferia de estos pacientes con
EM fluctia en funcion del tiempo y se correlaciona con el estado de sus sintomas de enfermedad.

Ejemplo 12: Uso de 6B11 como herramienta de diagndstico para el estudio de cohortes clinicas

Los linfocitos T restringidos para CD1d pueden desempefiar un papel inmunorregulador en mdltiples trastornos
inmunoldgicos. Para someter a prueba la utilidad diagndstica del anticuerpo 6B11 para controlar el estado clinico de
pacientes infectados con VIH y con prediabetes de alto riesgo, se usaron el anticuerpo 6B11-FITC en combinacion con
el anticuerpo Va.24-PE para determinar la frecuencia de linfocitos T restringidos para CD1d circulantes en pacientes
diabéticos el dia de diagnoéstico y en la cohorte MACS de VIH seguidos en el centro médico de UCLA. Se tifieron PBL
y se analizé por FACS como se describe anteriormente. Ademas, se determinaron subtipos de células dendriticas (DC)
para la cohorte MACS de VIH. Los resultados se representan en las figuras 23 y 24.

Ejemplo 13: Expresion génica en linfocitos T invariantes de gemelos idénticos discordantes para diabetes de
tipo 1

Una identificacion del patrén de genes activado en un tipo de linfocitos T particular puede proporcionar informacion
predictiva de la funcién de la subpoblacion de linfocitos T. Por ejemplo, los cambios en los patrones de expresion
génica en la familia de citocinas/quimiocinas son particularmente relevantes dada la asociacion de la secrecion de
citocinas y la funcién in vivo para linfocitos T. Como se describe a continuacion, se determiné el patréon de expresion
génica para linfocitos T Va24JoQ para entender mejor el papel de estas células en la autoinmunidad y en la diabetes
de tipo 1. Este método también se puede usar para determinar el papel de cualquier otra subpoblacion de linfocitos T
de interés en el desarrollo y/o progresion de cualquier enfermedad o afeccion.

Para estudiar las consecuencias trascripcionales de la activacion del receptor de linfocitos T en clones de linfocitos T
Va24JaQ humanos, se usaron microchips de ADN se usa para cuantificar los cambios en los niveles de ARNm
después de la estimulacion con anti-CD3 de clones derivados de gemelos idénticos discordantes para diabetes de tipo
1 y secrecion de IL-4 (Wilson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 97 (13): 7411-7416, 200). La activacion dio como
resultado la modulacion significativa de 226 transcritos en el clon de secrecion de IL-4 y 86 en el clon de IL-4-nula. Sélo
veintiocho de estos genes estaban en comun. Las diferencias observadas sugieren tanto una diferenciacion ineficaz
de linfocitos T Va24JaQ de diabetes como un papel de los linfocitos T invariantes en el reclutamiento y activacion de
células del linaje mieloide.

Debido a que el defecto en la secrecion de IL-fue 4 probablemente el resultado de multiples diferencias, se eligioé un par
de clones representativos para el analisis intensivo usando microchips de ADN que controlan la expresion de
aproximadamente 6800 genes (coleccion Unigene). Los microchips de ADN proporcionan un enfoque practico y
reproducible para un estudio a gran escala de diferencias complejas en la expresion génica (Lockhart et al., Nature
Biotechnology 14, 1675-1680, 1996; Holstege et al., Science 283, 83-87, 1999; Cho et al., Molecular Cell 2, 65-73,
1998). Se determinaron los perfiles de expresion después de cuatro horas de estimulacion con anti-CD3 o IgG de
control. Se selecciond este punto de tiempo porque se usé en un analisis previo de secrecion de citocinas en clones
derivados de los pares de gemelos monozigoéticos discordantes para diabetes de tipo 1. El nimero de genes con
expresion detectable antes o bien después de la estimulacién fue casi idéntico para los clones que secretan IL-4 nula
e IL-4 (1523 y 1558, respectivamente). Como se esperaba, la frecuencia de la mayoria de los transcritos se mantuvo
sin cambios. Soélo se compartié aproximadamente 2/3 de este conjunto (988) entre los dos clones. El nimero de genes
cuya expresion después de esta estimulacion con anti-CD3 se encontré que se incrementaba o disminuia en al menos
2 veces con relacién a los no estimulados fue de 86 (6 %) y 226 (15%) en los clones IL-4-nula e IL-4",
respectivamente. Para analizar mas a fondo las diferencias en la expresion génica entre los clones que secretaban
IL-4 nula e IL-4, se agruparon los genes en seis patrones de expresion distintos, usando el algoritmo de mapas
autoorganizativos (Tamayo et al., Proc. Nat. Acad. Sci. EE.UU. 96, 2907-2912,1999).

Cuando se examina sobre los microchips de ADN, la activacion de clones de linfocitos T Va24JaQ por anti-CD3 dio
como resultado cambios significativos en los transcritos de la familia de citocinas/quimiocinas. Se encontraron
diferencias notables en la expresion de genes en esta categoria cuando se compara el clon IL-4" con el IL-4-nula
(figura 25A). Cada uno de los cambios transcripcionales observados en MIP-1a, MIP-1B3, TNF-a, TNF-B, IL-5, IL-13, y
GM-CSF se ha verificado en el nivel de proteinas por ELISA. Cuando se compararon los clones de los gemelos
discordantes para la enfermedad, se detectaron cambios fuertes en varios transcritos en el clon IL-4-nula incluyendo
los que estan en comun con el clon de secrecién de IL-4, un total de 1523 los transcritos estaban presentes en niveles
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significativos, de los que 535 eran unicos del clon IL-4-nula. Ademas, los pares de clones secretaron cantidades
equivalentes de IFN-y en respuesta a anti-CD3. De forma importante, si una parte significativa de la funcion efectora de
los linfocitos T CD161* Va24JoQ se produce a través de la secrecion de citocinas, entonces el clon de IL-4 nula no ha
participado en el espectro completo de la funcién diferenciada. Recientemente, también se han destacado defectos en
la capacidad tanto de responder a la activacién como posteriormente de secretar citocinas se ha mencionado en los
linfocitos T NK de ratones NOD (Falcone, J. of Experimental Medicine 190, 963-972, 1999). Ademas, esta combinacion
de citocinas/quimiocinas sugiere que los linfocitos T CD161" también pueden reclutar y regular células dendriticas
inmaduras y monocitos.

Cuando se comparan los clones IL-4" e IL-4-nula, se destacan diferencias significativas en la expresién en otros genes
importantes para la supervivencia celular, la secrecion de citocinas y el flujo de calcio que en parte se activan a través
de la sefializacion de Pl 3-cinasa, tal como BCLxL, IAP, PLCy1 y la familia tec cinasa, Itk. Estos transcritos se
encontraron en una abundancia significativamente mayor en el clon IL-4*. También se destacaron diferencias en los
ARNmM de expresion que codifican factores de transcripcion y moduladores de sefializacion importantes para la
secrecion de citocinas y Th-fenotipo. Estos incluyeron GATA3, STAT1, STAT4, JunB, JunD y NFAT4. En particular,
recientemente se ha informado de que JunB y GATA3 se expresan preferencialmente en los linfocitos T Th2. La
activacion transcripcional de GATA3, JunB, asi como de JunD, se encontré de forma selectiva en el clon IL-4". Los
transcritos para STAT1 (sefializacién de IFN-y), STAT4 (sefalizacion de IL-12) y CD161 (un coactivador de la
proliferacién de linfocitos T Va24JaQ y secrecion de IFN-y) se sobreexpresaron en el clon IL-4-nula con relacion al clon
IL-4". De forma importante, el factor de transcripcion NFAT4 que se pensé que actuaba en parte como un supresor de
la transcripcién de IL-4 se sobreexpresé en el clon IL-4-nula con relacion al clon IL-4™ Seguin estos datos, la regulacién
discordante de otros genes, tales como factores de transcripcion se podria predecir que es importante para controlar el
Th-fenotipo. Un modelo para genes regulados cuya expresion coincide con las observaciones bioldgicas
independientes se presenta en la figura 25B.

El perfil transcripcional de clones de linfocitos T Va24JaQ activados reveld que el defecto en la secrecion de IL-4
observada en el clon de un paciente diabético (en comparacion con el gemelos idéntico no diabético) solo es una de un
gran numero de diferencias en la expresion génica. De forma importante, se encontraron diferencias en la expresion de
productos génicos cuya activacion se regula en parte por Pl3-cinasa y parece que son necesarias para la generacion
de un linfocito T Va24JaQ completamente diferenciado.

Ejemplo 14: CD1d en células dendriticas mieloides estimula la secrecion de citocinas de y la actividad
citolitica de linfocitos T Va24JoQ

DC son una poblacion diferenciada de células presentadoras de antigeno derivadas de la médula ésea que
desempeian un papel clave en la iniciacion de las respuestas de linfocitos T. En seres humanos, se encuentras tres
poblaciones de DC en frecuencias muy bajas (0,03-0,3 %) en la sangre periférica. Las DC humanas incluyen dos
poblaciones mieloides (precursores de células de Langerhans (Lin/CD11c’/CD1a’/ IL-3R’) y DC de tejido
(Lin7CD11c*/CD1a7IL-3R’)) y una poblacién de DC "plasmacitoide" (PDC) (Lin/CD11c/CD1a7/IL-3R"). La poblacién
de PDC también expresa CXCR3 y CD62L que facilita la vuelta a las vénulas endoteliales altas y el movimiento en los
tejidos linfaticos. Las DPC sufren la activacion linfatica a través de la uniéon de CD40 o por exposicion a LPS y producen
una variedad de citocinas y regulan por aumento la capacidad estimuladora de linfocitos T. Las MDC ocupan la
epidermis o bien la dermis y otros sitios tisulares, respectivamente. Las MDC residen en tejidos periféricos en un
estado inmaduro y captan facilmente antigenos hasta el momento en el que reciben una sefal proporcionada por
infeccion o dafo tisular. En este punto se activan y migran a los ganglios linfaticos de drenaje en los que producen
facilmente citocina, tal como IL-12p70 y activan linfocitos T naturales. Estudios recientes apoyan un papel diferencial
para las poblaciones de MDC y PDC en la direcciéon del desarrollo de las respuestas Th1 y Th2. Los estudios en
ratones y seres humanos también sugieren que la maduracion y funcion de MDC defectuosas pueden desempeiiar
una funcién en la patogénesis de diabetes de tipo 1.

El papel fundamental de las células dendriticas mieloides en la induccién de respuestas inmunitarias celulares Th1
aumenta la posibilidad de que los linfocitos T Va24JaQ puedan ejercer sus efectos inmunomoduladores a través de la
interaccion con estas células. Para someter a prueba esta hipdtesis, se evaluaron los patrones de expresion para
CD1d encontrados en DC in vivo e in vitro y se examinaron las consecuencias funcionales de una interaccion entre los
clones de linfocitos T Va24JaQ y las células DC.

Clones de linfocitos T Va.24Ja.Q usados para este estudio

La derivacion de clones de linfocitos T Va24JaQ se ha descrito previamente (Wilson et al., Nature 391:177,1998). En
resumen, las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes normales se sometieron a clasificacion
celular individual para determinar las células doble positivas para Va24/\V/311, que después se cultivaron con PBMC
alimentadoras irradiadas (50.000 células/pocillo), 721.221 células linfoblastoides irradiadas (500 células/pocillo), FA-P
(1 pg/ml), IL-2 (10 U/ml), y IL-7 (10 U/ml) en RPMI 1640 (Sigma) que contenia un 10 % de suero fetal bovino inactivado
por calor, L-glutamina 2 mM, HEPES 10 mM, 100 U/ml de penicilina, y 10 ug/ml de estreptomicina (R10). Después, se
propagaron los clones resultantes, con reestimulacion periédica por anticuerpo anti-CD3 en presencia de PBMC
alimentadora alogénica irradiada y anticuerpo anti-CD3. Se confirmé que los clones eran positivos para Voa24 y
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NKR-P1A por citometria de flujo y que tenian el TCR Va24JaQ CDR3 por secuenciacion.
Métodos usados para el perfil transcripcional de linfocitos T

Se realizé el andlisis transcripcional de clones de linfocitos T Va24JaQ usando matrices de oligonucleétidos de alta
densidad desarrollados por Affymetrix. En resumen, se activaron las células durante cuatro horas con 10 pg/ml de
anti-CD3 soluble o IgG de control, después de lo cual se aislé el ARN total y se transcribio de forma inversa. Se usé el
ADNCc resultante para la transcripcion in vitro con nucleétidos biotinilados para producir ARN antisentido marcado que
después se hibridd a microchips de ADN (GenechipsTM, Affymetrix, San José, CA). Después de la tincion con
estreptavidina PE, se cuantifico la fluorescencia de ARN unido usando un lector de Genechip (microscopio confocal
modificado).

Ensayos para determinar la secrecion y proliferacion de citocinas

Se estimularon clones de linfocitos T Va24JaQ (25.000/pocillo) con anticuerpo anti-CD3 unido a la placa o anticuerpo
de isotipo de control durante 4, 8 6 24 horas. Se recogieron los sobrenadantes y se sometieron a ensayo para
determinar IL-4, IFN-y, proteina inflamatoria de macréfagos 1-a. (MIP-1-a), MIP-1-B, TNF-a y GM-CSF por ELISA
cuantitativa (kits Quantikine, R & D Systems, Mineapolis, MN, EE.UU.). Después de 24 horas, se afiadié 1 p Ci/pocillo
de [*H-timidina (Dupont NEN, Boston, MA) y se midi6 la incorporacién como se describe (Wilson et al., Nature
391:177, 1998). También se realizaron experimentos de restriccion usando isoformas CD1 (CD1a, CD1b, CD1c, CD1d
y vector pSR-a-neo solo) en células C1R transfectadas como se describe previamente (Wilson et al., Nature 391:177,
1998; Exley et al., The Journal of Experimental Medicine 186:1,1997).

Preparacion de células dendriticas mieloides

Se generaron células dendriticas derivadas de monocitos a partir de PBMC recién preparadas usando una adaptacion
de métodos previamente publicados (O'Doherty et al., Journal of Experimental Medicine 178:1067, 1993), o se
seleccionaron positivamente por enriquecimiento de microesferas de anti-CD14 como se describe en los protocolos de
los fabricantes (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, EE. UU.). En resumen, se enriquecieron PBMC recién aisladas
preparadas de donantes alogénicos y singénicos para determinar los monocitos por adherencia y lavado.
Inmediatamente después de lavar, se cultivaron los monocitos restantes en RIO complementado con IL-4
recombinante humana (rhiL-4; Genzyme) y rhGM-CSF a 1000 U/ml cada uno durante un periodo adicional de 7 dias,
proporcionando una poblacién de células no adherentes que fue al menos un 90 % de CD1a*/DR*/CD37CD14 por
analisis citométrico de flujo.

Ensayos citoliticos

Se determiné la actividad citolitica por clones de linfocitos T Va24JaQ midiendo la liberacion especifica de *ICralas
cuatro horas. Se marcaron las células diana con 50 uCi Naz *'Cr (New England Nuclear, North Billerica MA) durante
una hora y se lavo dos veces. Se determind la actividad citolitica en ensayos de liberacién de cromo estandar con
placas de microlitro de 96 pocillos de fondo en U que contenian 10* células diana marcadas, con las proporciones
indicadas de células efectoras. Después de 4 horas de incubacion a 37 °C, se recogieron los sobrenadantes y se
contaron en un contador gamma (Cobra, Packard, Downer's Grove IL). Se calcul6 la lisis especifica en porcentaje
como [(liberacion experimental - liberacion espontanea)/(liberacion maxima - liberacion espontanea)] x 100. Para
algunos experimentos, se sometié a prueba la citolisis bajo condiciones de quelacion de calcio, en presencia de EGTA
y MgCl;, cada uno a 4 mM.

Anticuerpos usados para este estudio

El anticuerpo monoclonal anti-CD1d 42.1 fue un amable regalo del Dr. Steven Porcelli (Brigham & Women's Hospital).
Se prepararon fragmentos F(ab'); de 42.1 y anticuerpos de control de IgG1 con un kit de F(ab'); de Immunopure,
Pierce (Rockford, IL). Se obtuvo un IgG-FITC anti-ratén F(ab'); de cabra, adsorbido humano, de Caltag (Burlingham,
CA, EE. UU.) reactivo de bloqueo de FcR TM IgG humana se obtuvo de Miltenyi Biotec (Auburn, CA, EE. UU.). Se
obtuvo NOR3.2 de Biosource International (Camarillo, CA, EE. UU.). Se obtuvieron TCR anti-Va24, anti-VB11,
anti-afTCR, y anti-CD83 de Immunotech (Coulter/Beckman, Fullerton, CA, EE. UU.). Se obtuvieron anti-CD1a,
anti-CD4, anti-CD8, anti-CD40L, anti-CD80, anti-CD86 y HLA-DR de Pharmingen (San Diego, CA, EE. UU.). Se obtuvo
anti-CD3, clon UCHT1, de Ancell (Bayport, MN, EE. UU.) y el control de IgG1 de Sigma (San Luis, MO).

Métodos usados para citometria de flujo.

Se analizaron células tefidas en un citometro FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EE. UU.) y se realizé una
clasificacion celular individual usando un citémetro MoFIlo (Cytomation, Fort Collins, NJ, EE. UU.). Para la expresion de
CD1d de CD40L, se activaron los clones de linfocitos T con PMA e ionomicina como se describe previamente (Wilson
et al., Nature 391:177, 1998; Exley et al., Journal of Biological Chemistry 269:15140, 1994).

Analisis de inmunotransferencia Western para CD1d

Se prepararon inmunoprecipitados de CD1d de lisados de 5x10° células C1R/CD1d, 4x10’ células dendriticas y 4x1 0’
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células CIR/neo de control usando el anticuerpo monoclonal 42.1 acoplado a perlas de proteina A. Se resolvieron los
inmunoprecipitados por SDS-PAGE (5-15 %), y se sonded con un anticuerpo policlonal anti-CD1 de conejo purificado
por afinidad (Exley et al, Journal of Experimental Medicine 188:867, 1998). Se visualizaron bandas por
quimioluminiscencia.

Meétodos de inmunohistoquimica

Se us6 el anticuerpo monoclonal NOR3.2 para determinar la expresion de CD1d en tejido incrustado en parafina,
fijado, por tincién con inmunoperoxidasa (kit Vectastain ABC elite con visualizacion usando NovaRed, Vector
Laboratories, Burlingame, CA). Se realizo la tincion con las especificaciones del fabricante con NOR3.2 usado a una
dilucion de 1:100. Se confirmé la especificidad de la sefial bloqueando experimentos usando una proteina de fusion
GST-CD1d en comparacion con la proteina de GST sola.

Resultados que muestran la activacién de linfocitos T Vo.24Jo.Q restringidos para CD1d por tratamiento con anti-CD3.

Se realiz6 un analisis detallado del perfil transcripcional de linfocitos T Va24JoQ usando matrices de oligonucleétidos
de alta densidad. La activaciéon de clones derivados de donantes normales dio como resultado la expresion de
numerosos moléculas efectoras que se cree que son importantes para el reclutamiento y la diferenciacion de células
dendriticas mieloide (figuras 26A y 26B). Entre éstas se examinaron cuatro de dieciséis quimiocinas y se incluyd
MIP-1a y MIP-1B, que se cree que reclutan macréfagos y células dendriticas inmaduras in vivo. También se produjeron
GM-CSF, IL-4 y TNF-q, citocinas implicadas en la diferenciacion y maduracion de células dendriticas mieloides y su
posterior maduracion. La activacion también indujo la expresion de ocho de veintiséis citocinas sometidas a prueba.
Estas citocinas, asi como el ligando CD40 y 4-1BB, se produjeron por cada uno de los clones de linfocitos T Va24JaQ
examinados (figuras 26A-26D, 27A y 27B). Ademas, los linfocitos T Va24JaQ activados expresaron niveles
potenciados de perforina y granzima B, proteinas normalmente asociadas con linfocitos T citotdxicos clasicos. Por
tanto, sus funciones inmunomoduladoras podrian no estar limitadas a la liberaciéon de citocinas, sino que podrian
implicar actividades citoliticas.

Activacién tanto de la secrecién de citocinas como de la actividad citolitica de linfocitos T Va24Jo.Q por expresion de
CD1d en células diana

Para investigar las interacciones de linfocito T Va24JoQ/DC en un sistema completamente autélogo, se gener6 una
nueva serie de clones. Se sometieron a prueba estos clones para determinar las respuestas especificas de CD1d
contra un panel de células C1R linfoblastoides transfectadas con diversas moléculas CD1. La liberacién de citocinas,
como se muestra para IL-4 e IFN-y, y la proliferacién de estos clones se restringio especificamente por CD1d (figura
27A). Se indujo la activacion por CD1d, pero no por CD1a, CD1b ni CD1c, de acuerdo con los resultados publicados
previamente. Adicionalmente, se encontré que los clones de linfocitos T Va24JaQ lisaron especificamente células
C1R que expresaban CD1d, pero no las otras moléculas de la familia CD1 (figura 27B). Por tanto, el
desencadenamiento restringido para CD1d del TCR invariante activa la secrecién de citocinas y una respuesta
citolitica concurrente, una situacién similar a la observada para linfocitos T citotéxicos desencadenados por MHC de
clase | y epitopos de péptidos.

CD1d se expresa en células dendriticas de linaje mieloide

La combinacion de citocinas y proteinas citoliticas producidas por clones de linfocitos T Va24JaQ sugirié un papel
efector mas alla de una simple induccién de Th2 por secrecién de IL-4, como se propuso previamente. Teniendo en
cuenta dichas observaciones, la regulacion inmunitaria por linfocitos T Va24JoQ podria implicar la interaccion con
células dendriticas mieloides, que son importantes para la generacion de respuestas de tipo Th1. Las células
dendriticas inmaduras se derivaron de monocitos de sangre periférica diferenciados in vitro con IL-4 y GM-CSF y
posteriormente madurados con medio condicionado de monocitos (O'Doherty et al., Journal of Experimental Medicine
178:1067, 1993). Se sabe que los monocitos de sangre periférica expresan niveles bajos de CD1d, que se pierde de
inmediato en el cultivo in vitro. El analisis de células dendriticas mieloides maduras (DC1) derivado de monocitos
periféricos demostro la readquisicion de la expresion de CD1d en la superficie celular (figuras 28 A y 28B), mientras
que los linfocitos B y T activados no expresaron CD1d. El analisis inmunohistoquimico confirmé que CD1d se expresé
preferencialmente in vivo en células dendriticas en las zonas de linfocitos T paracorticales de ganglios linfaticos
(figuras 28C-28P). La inmunotincidon de secciones en serie confirmo que la CD1d se expresa en células dendriticas
que también expresan CD1a y S100. No se encontré que CD1d se expresara por células dendriticas foliculares o
macréfagos de cuerpo tingible del foliculo, ya que estuvo en gran medida ausente de los histiocitos sinusales, es decir
La expresion de CD1d se dirigid a regiones linfaticas dependientes de linfocitos T. Mientras se estudiaban otras
poblaciones histiociticas/monociticas en otras formas de procesos de ganglios linfaticos reactivos, se encontré una
tincion de CD1d sorprendente sobre histiocitos epitelioides tanto en granulomas caseosos de infecciones por M.
tuberculosis como en otros granulomas no micobacterianos. Se ha demostrado que se requieren linfocitos T
Va14Ja281 murinos para la formacion de granulomas después del reto con extractos de lipidos de M. tuberculosis.
Ademas, varios tumores que se asemejan mucho a las células dendriticas y que pueden ser sus equivalentes
neoplasicos, a saber, histiocitosis de células de Langerhans y tumores de células dendriticas interdigitales, también
expresan de forma consistente CD1d. Por tanto, la expresién de CD1d en células dendriticas tanto in vitro como in vivo
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sugiere su potencial como una diana fisiolégica para linfocitos T Va.24JoQ.
Lisis restringida para CD1d de células dendriticas mieloide por linfocitos T Va.24Jo.Q

Se confirmoé la capacidad de linfocitos T Va24JaQ para interaccionar con células dendriticas sometiendo a prueba
varios clones de linfocitos T Va24JoQ para citolisis de DC de mudltiples donantes sanos de haplotipos de MHC
diferentes (figuras 29A y 29B). Se lisaron células dendriticas tanto alogénicas como autodlogas por los clones,
indicando que la destruccion no era alorreactiva ni restringida por MHC. Ademas, se anulé completamente la citolisis
por quelacion de calcio y se inhibié notablemente por el anticuerpo monoclonal anti-CD1d 42.1 (figura 29C). Estos
datos sugieren que la destruccion estaba mediada por la ruta de perforina/granzima y que requiri6 CD1d. La
comparacién de células dendriticas de fenotipo inmaduras (CD83) frente a maduras (CD83") demostré que no habia
una diferencia consistente en el reconocimiento por linfocitos T Va24Ja.Q (figura 29A). La activacion de linfocitos T
Va24JaQ por células dendriticas también dio como resultado la secrecion tanto de IL-4 como de IFN-y (figura 29D).
Por tanto, la exposicion de linfocitos T Va24JaQ a células dendriticas que expresan CD1d desencadend ambas
funciones citoliticas y de liberacién de citocinas.

Mecanismo de retroalimentacion para la regulaciéon inmunitaria

Después de la activacion por anti-CD3, se encontré que los linfocitos T Va24Ja.Q podian secretar una amplia gama de
citocinas, quimiocinas y proteinas coestimuladoras importantes para el reclutamiento y la diferenciacion de células
dendriticas mieloides, incluyendo IL-4 y GM-CSF. Las células dendriticas mieloides cultivadas en presencia de estos
productos génicos expresaron CD1d y se convirtieron en dianas especificas para la destruccion restringida para CD1d
por linfocitos T Va24JaQ. Ademas, CD1d se expreso preferencialmente en células dendriticas mieloides en las zonas
de linfocitos T paracorticales de ganglios linfaticos corroborando los datos de expresion in vitro.

Debido a que las células dendriticas derivadas de mieloide (DC1) y las células dendriticas derivadas de tejido linfatico
(DC2) regulan las respuestas de linfocitos T auxiliares CD4", la lisis especifica de células DC1 por linfocitos T
Va24JaQ sugiere que su funcién inmunomoduladora no se limita a la influencia de Th2 inducida por la secrecién de
IL-4 (Maldonado-Lopez et al., J Exp Med 189:587, 1999; Rissoan et al., Science 283:1183, 1999; Reid et al., Curr Opin
Immunol 12:114, 2000). Cuando se cocultivaron con linfocitos T, las células DC1 secretaron niveles altos de IL-12 e
indujeron linfocitos T con un fenotipo Th1. El cocultivo con células DC2 indujo una respuesta Th2 marcada (Rissoan et
al., Science 283:1183, 1999). Por tanto, la lisis especifica de células dendriticas mieloides (DC1) por linfocitos T
Va24JaQ puede servir como mecanismo de retroalimentacion negativo para limitar las respuestas de linfocitos T Th1
(figura 30).

Los informes anteriores han mostrado resultados de lisis similares para células NK. Las células NK activadas lisaron
células dendriticas, lo que sugiere un mecanismo de retroalimentacion negativo similar al propuesto para linfocitos T
Va24JaQ. Ademas, la activacion in vivo de linfocitos T restringidos para CD1d por tratamiento con a-GalCer dio como
resultado la activacion marcada de células NK murinas (Carnaud et al., J Immunol 163:4647, 1999). Aunque este
mecanismo para la activacion de células NK pueden desempefiar un papel en la regulacion de las células dendriticas
in vivo, la interaccion directa entre los linfocitos T reactivos para Cd1d y DC demostré aqui que hace esta etapa
innecesaria.

El sitio de interaccioén entre los linfocitos T Va24JoQ y las células dendriticas se desconoce actualmente. La escasez
de linfocitos T Va24JaQ en un ganglio linfatico tipico sugiere que se puede producir de forma extranodal y que las
células dendriticas positivas para CD1d presentes dentro de los ganglios linfaticos pueden ser las que escapan de la
destruccion periférica (Bendelac et al., Annual Review of Immunology 15:535, 1997; Porcelli ef al., Annu Rev Immunol
17:297, 1999). El las distribuciones de tejido paralelas de linfocitos T Va24JaQ dentro del sistema reticuloendotelial y
el patrén de expresion in vivo de CD1d son una fuerte evidencia de un papel clave para su interaccion en la regulacion
de la generacién de respuestas inmunitarias celulares. Los linfocitos T restringidos para CD1d se distribuyen en el
higado, intestino, bazo, ganglios linfaticos y timo (Bendelac et al., Annual Review of Immunology 15:535, 1997; Porcelli
et al, Annu Rev Immunol 17:297, 1999), sitios de muestreo y presentacion de antigenos activos por células
presentadoras de antigenos profesionales. Las células dendriticas no reguladas también han mostrado previamente
que pueden iniciar y mantener la autoinmunidad por la presentacion de autoantigenos especificos de tejido. Ademas,
las DC se quedaron en las zonas de los linfocitos T de ganglios linfaticos como consecuencia de mutaciones con
pérdida de sentido en el gen de la caspasa 10 de pacientes con sindrome linfoproliferativo autoimmunitario de tipo Il
(ALPES II), un hallazgo principal en este trastorno autoinmunitario. La disfuncion de los linfocitos T restringidos para
CD1D se ha correlacionado claramente con el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias mediadas por linfocitos T
tanto en roedores como en seres humanos. Ademas, se ha demostrado que la activacién o transferencia directa de
linfocitos T restringidos para CD1d inhibe directamente el desarrollo de autoinmunidad en estos modelos murinos de
autoinmunidad.

En resumen, los datos actuales sugieren que los linfocitos T Va24JaQ se activan por CD1d sobre células dendriticas
mieloides (DC1) para secretar quimiocinas y citocinas importantes para el reclutamiento y la diferenciacion de células
dendriticas y, por lo tanto, desempefian un papel importante en la modulacion de la funcién de las células dendriticas
(figura 30). Esta interaccion también activa las funciones citoliticas de los linfocitos T Va.24JaQ dando como resultado
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la regulacion negativa de respuestas inmunitarias celulares Th1 a través de la citolisis de células dendriticas. Este
sistema puede ser reciproco para la regulacion negativa de células dendriticas linfaticas (DC2) por linfocitos T
maduros, lo que sirve para limitar las respuestas celulares Th2 (Rissoan et al., Science 283:1183, 1999).

Un posible mecanismo por el que la maduracion y la funcion de DC deficientes puede contribuir a la enfermedad
autoinmunitaria, tal como diabetes de tipo 1, incluye una actividad de células presentadoras de antigeno insuficiente
para la generacion de células reguladoras (células Th2, linfocitos T CD4'/CD25") o para la induccién de la destruccién
en linfocitos T efectores. Es posible que los defectos intrinsecos en la maduracion de MDC puedan contribuir a
defectos en el nimero o la funcién de los linfocitos T NK. Asimismo, los defectos en los linfocitos T NK pueden limitar
de forma reciproca la maduracion de DC o conducir a un fallo en la destruccion de estas células presentadoras de
antigeno, permitiendo asi una respuesta inmunitaria persistente y perjudicial.

Ejemplo 15: Métodos para determinar el efecto de los anticuerpos sobre la subpoblacion de linfocitos T
dirigidos in vivo

Cualquiera de los anticuerpos de la invencién se puede someter a prueba en un modelo animal in vivo para determinar
las propiedades farmacoldgicas y farmacocinéticas de los anticuerpos. Por ejemplo, se puede determinar la semivida,
la biodistribucion y la eficacia del anticuerpo.

Un posible método implica la administracion de linfocitos T invariantes humanos o cualquier otra poblacion de linfocitos
T de interés a un SCED u otro animal inmunodeficiente, tal como un ratén y la administracion de un anticuerpo
anti-linfocito T invariante o cualquier otro anticuerpo de la invencioén al animal para determinar si el anticuerpo modula
la actividad o el nimero de linfocitos T administrados in vivo.

En particular, una poblacion de linfocitos T que contiene 1-10 millones de linfocitos T de interés (por ejemplo, linfocitos
T invariantes o cualquier otra subpoblaciéon de linfocitos T) se administra i.v. o en cualquier sitio de interés. Se
administran uno o mas anticuerpos antes de, simultaneamente con o después de la administracion de los linfocitos T.
Por ejemplo, se puede administrar el anticuerpo en cualquier momento durante el periodo de vida de los linfocitos T
administrados en el animal huésped. Se administra aproximadamente 1 - 100 ug del anticuerpo en el mismo sitio o en
un sitio diferente al sitio de administracién de los linfocitos T. Si se usan anticuerpos marcados de forma detectable, la
localizacion y la cantidad de anticuerpo y/o linfocitos T administrados se puede monitorizar in vivo en base a la
fluorescencia o la radiactividad. Adicionalmente, se pueden realizar medidas histolégicas, inmunoldgicas y/o
bioquimicas ex vivo sobre tejidos del animal. Se puede medir la actividad bioldgica del anticuerpo o subpoblacion de
linfocitos T analizando la cantidad o actividad de citocinas en una muestra de suero o tejido. Ademas, se puede medir
la activacion de otras células, tales como otros linfocitos T, por la subpoblacién de linfocitos T administrada. Por
ejemplo, se puede medir el nimero de linfocitos T CD69" por clasificacién de FACS con un anticuerpo anti-CD69.

Ejemplo 16: Administracion de anticuerpos para la expansion in vivo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos
para CD1d o linfocitos T JoQ" o para la obtencion de imagenes de estas células

Los anticuerpos de la presente invencién se pueden administrar a un mamifero, posiblemente junto con la
administracién de una citocina, para la expansion in vivo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o linfocitos
T JaQ" para el tratamiento o prevencién de una enfermedad autoinmunitaria, infeccion virica, infeccién bacteriana,
infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto
contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo o cancer. Como
se describe en el ejemplo 7, se contemplan todos los modos de administracion, dosificacion y frecuencia.

Las composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas anticuerpos de la invencién se pueden preparar como se
describe previamente en Remington's Pharmaceutical Sciences de E.W. Martin. Se pueden usar compuestos
estabilizadores farmacéuticos, vehiculos de administracién o vehiculos transportadores. Por ejemplo, se puede usar
seroalbumina humana u otras proteinas animales o humanas. Las vesiculas de fosfolipidos o suspensiones
liposémicas son vehiculos de administracién o transportadores farmacéuticamente aceptables posibles. Estas
composiciones se pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Se puede usar un anticuerpo de la invencién que esté unido covalentemente a un marcador fluorescente o
radiomarcador para visualizar la distribucién, cantidad o migracion in vivo de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d o linfocitos T JaQ". Se puede usar esta obtencién de imagenes de linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para
CD1d o linfocitos T JaQ" para identificar sujetos que estan en riesgo de o que tienen una enfermedad autoinmunitaria,
infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma,
afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto contra huésped, rechazo de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia,
aborto espontaneo, embarazo o cancer. De forma alternativa, se puede usar este método para determinar el efecto de
un tratamiento para una de las enfermedades anteriores sobre los linfocitos T NK, linfocitos T reactivos para CD1d o
linfocitos T JaQ".

Otras Realizaciones

Las siguientes paginas 101 a 112 contienen realizaciones especificas.
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1. Un anticuerpo purificado que preferiblemente se une a un receptor de antigeno de células T (TCR), en
donde dicho anticuerpo se une preferiblemente a un bucle CDR3 o a una unién a-f de dicho TCR; o preferiblemente
une o modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células
NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ".

2. El anticuerpo purificado de 1, que preferiblemente une y preferiblemente expande una célula T invariante.

3. El anticuerpo purificado de 1, que preferiblemente une el sitio de union del antigeno del TCR de dicha
sub-poblacion de células T.

4. Una combinacion de anticuerpos purificados que preferiblemente unen un TCR, en donde dicha
combinacioén de anticuerpos preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a-$ de dicho TCR; o preferiblemente une
o0 modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacién de células T seleccionada del grupo de células NK
T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ"; en donde dicha combinacién de anticuerpos se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) un anticuerpo anti-Va24 y un anticuerpo anti-CD161;
(i) un anticuerpo anti-Va24 y un anticuerpo anti-CD94;
(iii) un anticuerpo anti-VB311 y un anticuerpo anti-CD161; y
(iv) un anticuerpo anti-V311 y un anticuerpo anti-CD94.

5. Un fragmento o derivado de un anticuerpo, en donde dicho anticuerpo preferiblemente une un bucle CDR3
o una unién a-B de un TCR; o preferiblemente une o modula la expansién o activaciéon de al menos una sub-poblaciéon
de células T seleccionada del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ".

6. Un anticuerpo bifuncional, que comprende:

(a) un primer anticuerpo o fragmento del mismo que preferiblemente une un bucle CDR3 o una union a-3 de
un TCR; o preferiblemente une o modula la expansién o activacion de al menos una sub-poblacién de células T
seleccionada del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ"; en donde dicho primer anticuerpo
une un primer epitopo; y

(b) un segundo anticuerpo o fragmento del mismo que une un segundo epitopo expresado en una célula T
que expresa dicho TCR, o expresado en una célula NK T, célula T CD1d-reactiva o célula T JaQ" que es unido por
dicho primer anticuerpo o fragmento del mismo.

7. Un hibridoma estable que produce un anticuerpo, en donde dicho anticuerpo preferiblemente une un bucle
CDR3 0 una unién a-f de un TCR; o preferiblemente une o modula la expansiéon o activaciéon de al menos una
sub-poblacién de células T seleccionada del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ".

8. Una sub-poblacién de células T purificada, en donde dichas células T estan especificamente unidas por un
anticuerpo o una combinacién de anticuerpos, en donde dicho anticuerpo o dicha combinacién de anticuerpos
preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a-f de un TCR; o en donde dicho anticuerpo preferiblemente une o
modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células NK T,
células T CD1d-reactivas y células T JaQ".

9. Un método de generar un anticuerpo que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a-f de un TCR;
o preferiblemente une o modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacién de células T seleccionada
del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ", comprendiendo dicho método:

(a) acoplar un péptido ciclico a un soporte;
(b) inmunizar a un mamifero con dicho péptido acoplado; y

(c) aislar un anticuerpo que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a-§ de un TCR; o
preferiblemente une o modula la expansion o activacién de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del
grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JoaQ".

10. Un método de generar un anticuerpo que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR;
o preferiblemente une o modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacién de células T seleccionada
del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ", comprendiendo dicho método:

(a) inmunizar a un mamifero deficiente en CD1 o células T invariantes con células T invariantes; y

(b) aislar un anticuerpo que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién o-f de un TCR; o
preferiblemente une o modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del
grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ".
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11. El método de 9 6 10, en el que dicho mamifero es un ratdon CD1d inactivo, un mamifero que tolera células
NK T, un mamifero que tolera células T CD1d-reactivas, un mamifero que tolera células T JaQ", un mamifero que
tolera el TCR invariante, un mamifero en el que se han separado células T invariantes, un mamifero que carece de
parte de la cadena a de dicha cadena a del TCR o un mamifero que carece de parte de la cadena 8 de dicho TCR.

12. Un método de medir la cantidad de TCRs NK o la cantidad de células NK T en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo que preferiblemente une un bucle
CDR3, un sitio de unién a antigeno o una unién a-3 de dichos TCRs.

13. Un método de medir la cantidad de TCRs CD1d-reactivos o la cantidad de células T CD1d-reactivas en
una muestra, comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo que preferiblemente
une un bucle CDR3, un sitio de unién a antigeno o una unién a-3 de dichos TCRs.

14. Un método de medir la cantidad de TCRs JaQ" o la cantidad de células T JoQ" en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos
que preferiblemente une un bucle CDR3, un sitio de unién a antigeno o una union a-§ de dichos TCRs.

15. Un método de visualizar los TCRs NK o las células NK T en una muestra, comprendiendo dicho método
poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo que preferiblemente une un bucle CDRS3, un sitio de unién a
antigeno o una unioén a-f de dichos TCRs.

16. Un método de visualizar los TCRs CD1d-reactivos o las células T CD1d-reactivas en una muestra,
comprendiendo dicho método poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo que preferiblemente une un bucle
CDR3, un sitio de union a antigeno o una unién a- de dichos TCRs.

17. Un método de visualizar los TCRs JaQ" o las células T JoQ" en una muestra, comprendiendo dicho
método poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos que preferiblemente
une un bucle CDR3, un sitio de unién a antigeno o una unién a-3 de dichos TCRs.

18. Un método de diagnosticar en un sujeto una afeccidon o un riesgo incrementado a una afeccion
seleccionada del grupo que consiste en enfermedad autoinmune, infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion
parasitaria, infeccion por un patdégeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto frente a
huésped, rechace de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo y cancer;
comprendiendo dicho método lo siguiente:

(a) poner en contacto una muestra de dicho sujeto con un anticuerpo o una combinacion de anticuerpos que
preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o un anticuerpo que preferiblemente une o modula la
expansion o activacion de al menos una sub-poblacién de células T seleccionada del grupo de células NK T, células T
CD1d-reactivas y células T JaQ";

(b) cuantificar la cantidad de dicho anticuerpo o dicha combinacién de anticuerpos unida a dicho TCR o dichas
células T; determinando con ello la cantidad de células T de interés en dicha muestra; y

(c) comparar la cantidad de dichas células T de interés en dicha muestra con la cantidad de dichas células T
de interés encontradas en sujetos a los que se ha diagnosticado dicha afeccién o sujetos a los que no se ha
diagnosticado dicha afeccion.

19. El método de 18, que comprende, ademas, comparar la cantidad de otro tipo de células T en dicha
muestra con la cantidad de dicho otro tipo de células T encontrado en sujetos a los que se ha diagnosticado dicha
afeccion o sujetos a los que no se ha diagnosticado dicha afeccion.

20. Un método de tratar o prevenir una enfermedad autoinmune, infeccion virica, infeccién bacteriana,
infeccion parasitaria, infeccion por un patégeno eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto
frente a huésped, rechace de injerto, enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo o cancer en un
mamifero, comprendiendo dicho método administrar a dicho mamifero un anticuerpo o una combinaciéon de
anticuerpos que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o que preferiblemente une o modula
la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células NK T, células
T CD1d-reactivas y células T JaQ".

21. Un método de inhibir la patogénesis de células T en un mamifero, que comprende administrar a dicho
mamifero un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos que preferiblemente une un bucle CDR3, un sitio de unién
a antigeno o una unién a-f de dichos TCRs; o que inhibe la expansion de al menos una sub-poblacion de células T
seleccionada del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ", siendo dicha administracién
suficiente para inhibir una célula T que expresa dichos TCRs, una célula NK T, una célula T CD1d-reactiva o una célula
T JaQ".

22. El método de 21, en el que dicho anticuerpo esta enlazado de forma covalente a una toxina o un
radiomarcador.
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23. Un método de aumentar el tamafio de una sub-poblacién de células T, comprendiendo dicho método
poner en contacto una muestra que comprende dichas células T con un anticuerpo que preferiblemente une o modula
la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células NK T, células
T CD1d-reactivas y células T JaQ", y células T que expresan un bucle CDR3 o una unién a-B de un TCR que esta
preferiblemente unido por dicho anticuerpo, en el que dicho contacto se produce bajo condiciones que resultan en un
aumento en el nimero de dichas células T.

24. El método de 23, que comprende, ademas, poner en contacto dicha muestra con un antigeno y células
presentadoras de antigeno bajo condiciones que permiten dicho contacto para aumentar el nimero de dichas células
T; en el que dicho antigeno no es una a-galactosilceramida.

25. El método de 24, en el que dicho antigeno es un lipido o antigeno de glicosil-fosfatidilinositol de un
patégeno infeccioso, un antigeno de una célula cancerosa o un auto-lipido.

26. El método de 23, que comprende, ademas, poner en contacto dicha muestra con un antigeno y células
presentadoras de antigeno bajo condiciones que permiten dicho contacto para aumentar el nimero de dichas células
T; en el que dicho antigeno es una a-galactosilceramida.

27. Un método de aumentar el tamafio de una sub-poblacion de células T, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra que comprende dichas células T con un anticuerpo o una combinacion de
anticuerpos que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o un anticuerpo que preferiblemente
une o modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células
NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ"; realizandose dicha puesta en contacto bajo condiciones que
permiten la formacion de un complejo entre dichas células T y dicho anticuerpo o combinacion de anticuerpos;

(b) aislar dicho complejo; y

(c) poner en contacto dichas células T en dicho complejo o recuperadas de dicho complejo con un antigeno y
células presentadoras de antigeno bajo condiciones que permiten dicho contacto para aumentar el nimero de dichas
células T; en el que dicho antigeno no es a-galactosilceramida.

28. El método de 27, en el que dicho antigeno es un lipido o antigeno de glicosil-fosfatidilinositol de un
patégeno infeccioso, un antigeno de una célula cancerosa o un auto-lipido.

29. Un método de aumentar el tamafio de una sub-poblacion de células T, comprendiendo dicho método:

(a) poner en contacto una muestra que comprende dichas células T con un anticuerpo o una combinacion de
anticuerpos que preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o un anticuerpo que preferiblemente
une o modula la expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células
NK T, células T CD1d-reactivas y células T JoaQ"; realizandose dicha puesta en contacto bajo condiciones que
permiten la formacién de un complejo entre dichas células T y dicho anticuerpo o combinacion de anticuerpos;

(b) aislar dicho complejo; y

(c) poner en contacto dichas células T en dicho complejo o recuperadas de dicho complejo con un antigeno y
células presentadoras de antigeno bajo condiciones que permiten dicho contacto para aumentar el nimero de dichas
células T; en el que dicho antigeno es a-galactosilceramida.

30. El método de 27 6 29, que comprende, ademas, poner en contacto dicha muestra o dicho complejo con
una o mas citoquinas.

31. Un método de aumentar el tamafio de una sub-poblacién de células T en un mamifero, comprendiendo
dicho método:

(a) obtener una muestra que comprende dichas células T a partir de dicho mamifero;

(b) poner en contacto dichas células T con un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos que
preferiblemente une o modula la expansion o activacién de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del
grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas, células T JaQ" y células T que expresan un bucle CDR3 o una unién
a-B de un TCR que esta preferiblemente unido por dicho anticuerpo o dicha combinacién de anticuerpos; realizandose
dicho contacto bajo condiciones que permitan que dicho contacto aumente el nimero de dichas células T; y

(c) administrar dichas células T contactadas a dicho mamifero.

32. El método de 31, que comprende, ademas, purificar dichas células T antes de dicha etapa de puesta en
contacto o después de dicha etapa de puesta en contacto.
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33. Un método de aumentar el tamafio de una sub-poblacién de células T en un mamifero, comprendiendo
dicho método:

(a) obtener una muestra que comprende dichas células T a partir de dicho mamifero;

(b) poner en contacto dichas células T con un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos que
preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o un anticuerpo que preferiblemente une o modula la
expansion o activacion de al menos una sub-poblacién de células T seleccionada del grupo de células NK T, células T
CD1d-reactivas y células T JaQ"; realizandose dicho contacto bajo condiciones que permitan la formacién de un
complejo entre dichas células T; y dicho anticuerpo o dicha combinacién de anticuerpos;

(c) aislar dicho complejo; y

(d) poner en contacto dichas células T en dicho complejo o recuperadas de dicho complejo con un antigeno y
células presentadoras de antigeno bajo condiciones que permiten dicho contacto para aumentar el nimero de dichas
células T; en el que dicho antigeno no es a-galactosilceramida; y

(e) administrar dichas células T contactadas a dicho mamifero.

34. El método de 33, en el que dicho antigeno es un lipido o antigeno de glicosil-fosfatidilinositol de un
patégeno infeccioso, un antigeno de una célula cancerosa o un auto-lipido.

35. Un método de aumentar el tamafio de una sub-poblacién de células T en un mamifero, comprendiendo
dicho método:

(a) obtener una muestra que comprende dichas células T a partir de dicho mamifero;

(b) poner en contacto dichas células T con un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos que
preferiblemente une un bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o un anticuerpo que preferiblemente une o modula la
expansion o activacion de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células NK T, células T
CD1d-reactivas y células T JaQ"; realizandose dicho contacto bajo condiciones que permitan la formacién de un
complejo entre dichas células T; y dicho anticuerpo o dicha combinacion de anticuerpos;

(c) aislar dicho complejo; y

(d) poner en contacto dichas células T en dicho complejo o recuperadas de dicho complejo con un antigeno y
células presentadoras de antigeno bajo condiciones que permiten dicho contacto para aumentar el nimero de dichas
células T; en el que dicho antigeno es a-galactosilceramida; y

(e) administrar dichas células T contactadas a dicho mamifero.
36. El método de 33 6 35, que comprende, ademas, administrar una o mas citoquinas a dicho mamifero.

37. El método de 33 6 35, que comprende, ademas, poner en contacto dicha muestra o dichas células T con
una o mas citoquinas, en el que dicha puesta en contacto altera la relacion de Th1/Th2/respuesta de desviacion
inmune por dichas células T contactadas.

38. El método de 33 6 35, en el que dicho método se utiliza en el tratamiento o la prevenciéon de una
enfermedad autoinmune, infeccion virica, infeccion bacteriana, infeccion parasitaria, infeccion por un patdégeno
eucariota, alergia, asma, afeccion inflamatoria, enfermedad de injerto frente a huésped, rechace de injerto,
enfermedad de inmunodeficiencia, aborto espontaneo, embarazo o cancer en dicho mamifero.

39. Un método de purificar una sub-poblacion de células T de una muestra, comprendiendo dicho método
poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo o una combinacién de anticuerpos que preferiblemente une un
bucle CDR3 o una unién a- de un TCR; o un anticuerpo que preferiblemente une o modula la expansién o activacion
de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del grupo de células NK T, células T CD1d-reactivas y
células T JoQ".

40. El método de 39, que comprende, ademas, poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo anti-Va24,
CD4, CD8, CD56, CD161 o anti-VB11.

41. El método de 39, en el que dicho anticuerpo se enlaza covalentemente a un marcador fluorescente, en el
que dicho complejo se aisla en base a la sefial fluorescente de dicho complejo.

42. El método de 39, en el que dicho anticuerpo se enlaza covalentemente a un marcador magnético, en el
que dicho complejo se aisla en base al magnetismo de dicho complejo.
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LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Beth Israel Deaconess Medical center Dana-Farber Cancer Institute, Inc.

<120> Composiciones y métodos para anticuerpos monoclonales y policlonales especificos para sub-poblaciones de
células T

5 <130> C39271PCEPT1
<160> 3
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211>17
10 <212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 1
Cys val val Ser Asp Arg Gly Ser Thr Leu Gly Arg Leu Ala Asp Cys
1 : 5 10 15

Gly

<210> 2
15 <211>9
< 212> PRT
< 213> Murino

<400> 2
cys val val ser Asp Arg Gly Ser Thr
1 5

20 <210>3
<211>9
<212>PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 3
cys val val Gly asp Arg Gly Ser Ala
25 1 5
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REIVINDICACIONES

1. Un fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo purificado, en donde dicho fragmento de anticuerpo o derivado
de anticuerpo

- reconoce y se une al bucle CDR3 de la cadena a de un receptor de antigeno de células T (TCR) invariante en
una célula NK T invariante,

- (i) se une (ii) inhibe la expansion o activaciéon de al menos una sub-poblacion de células T seleccionada del
grupo de: células NK T, células T CD1d-reactivas y células T JaQ", y

- no reconoce ni se une sustancialmente a otras moléculas,

en donde dicho fragmento de anticuerpo es un anticuerpo monovalente o una molécula Fab, y en donde dicho derivado
de anticuerpo es un anticuerpo conjugado a una toxina o radiomarcador.

2. El fragmento de anticuerpo de la reivindicacion 1, que esta quimicamente modificado, a través de tecnologia de
fusién quimica, o a través de sintesis quimica, de modo que esta enlazado covalentemente a una toxina, un
compuesto terapéuticamente activo, enzima, citoquina, radiomarcador, marcador fluorescente o etiqueta de afinidad.

3. El fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo de la reivindicacion 1 6 2, en donde dicho bucle CDR3 es un
bucle CDR3 humano.

4. El fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo de la reivindicacion 3, en donde dicho bucle CDR3 tiene la
secuencia CVVSDRGST segun se sefiala en SEQ ID NO: 2.

5. El fragmento de anticuerpo o derivado de anticuerpo de cualquiera de las reivindicaciones 1-4,
en donde dicho fragmento de anticuerpo es un fragmento de un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo humanizado; o

en donde dicho derivado de anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo humanizado conjugado a una
toxina o radiomarcador.
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FIG. 2A

Linfocito T de control
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FIG.2B

Linfocite T invariante
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FIG. 5A FIG. 5B
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FIG. 7B
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FIG. 12
Miltenyi frente a Dynal 4/11/01
PBMC Dynal @ 40 Miltenyi @ 20

Donante 1
Va24/6B11 0 8,46 4,53
Va24/VE11 0,01 4,85 4,71

Va24 3,9
Donante 2
Va24/6B11 0,01 0,99 5,91
Va24/VE11 0,01 1,47 6,16

Vo24 0,33
Donante 3
Va24/6B11 0 N/A 71
Va24/VE11 0,03 N/A 72

Va24 5,98

Control no clasificado de LKP 21

Vo24/6B11 0,01
Va24/VE11 0
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FIG. 13

Perla de Dynal 1/19/01

LKP 10 en 40 ug/ml 6B11 en TCM

Vo24/Vp11 32,98 ~_— FIG
Vo24/6B11 32 ~~—— FIG
LKP 10 en TCM + IL15/1L7
Va24/VB11 12,46 ~_— FIG
Va24/6B11 29 ~_— FIG
LKP 10 en TCM + dex
Vo24/Vp11 17,08 ~_— FIG
Va24/6B11 19 ~—— FIG
LKP 10 en TCM + IL15/IL7 +dex
Vo24/Vp11 4,93 ~_— FIG
Vo24/6B11 13,81 ~_— FIG

55

. 11B
. TMA

. 11D
. 11C

. 1MF
. 1ME

.10B
. 10A



ES 2 586 206

FIG. 14

T3

Prep. de perla de Dynal 6B11 3/9/01

Control sin clasificar de LKP 14

3/20/01 Vo24/VE11 0,02 %
Vo24/6B11 0,01 %
LKP 14 6B11 + PHA + auto APC

3/20/01 Vo24/VE11 0,09 %

Vou24/6B11 0 %
4/20/01 Vo24/Vp11 0,13 %
Va24/6B11 0,00 %
Vo24 0,01 %

LKP 14 6B11 + auto APC

3/20/01 Va24/VE11 0,68 %
Vau24/6B11 0,02 %
4/20/01 Vo24/VE11 0,15 %
Va24/6B11 0,00 %
V24 0,73 %

4/27/01 alfa Gal Cer estim.
5/10/01 Vo24/VE11 2,73 %
Va24/6B11 2,94 %

Control sin clasificar
Vo24/VB11 0.01 %
Va24/6B11 0,01 %
6B11 + PHA + auto APC

4/20/01 Vo24/VE11 3.64 %
Vo24/6B11 3.75 %
5/10/01 Vo24/VB11 5,01 %
Vo24/6B11 4,92 %
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FIG. 15

Prep. de perla de Dynal 6B11 3/9/01

Control sin clasificar de LKP 13

Voa24/NVB11 0,07 %
Va24/6B11 0,06 %
LKP 13 6B11 + PHA + alo APC
4/20/01 Vo24N 11 1.85 %
Vo24/6B11 0%
Va24 1,16 %
5/10/01 Va24NB11 14,29 %
Va24/6B11
Control sin clasificar
Va24NpB11 0,01 %
Va24/6B11 0,00 %
6B11 + PHA + auto APC
4/20/01 Vo24N 11 0,05 %
Va24/6B11 0.06 %
Va24 3,22 %
6B11 + auto APC
4/20/01 Vo24N P11 0,78 %
Vu24/6B11 0,00 %
Vo24 1%
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FIG. 16
Prep. n%. 1 de Miltenyi 6B11 1/01
LKP2 +auto APC en TCM
2/6/01 Va24/VB11 26,07 %
Va24/6B11 21 %
2/23/01 Va24/6B11 10,79 %
3/26/01 alfa Gal Cer estim.
4/20/01 Va24/VE11 73,40 %
Va24/6B11 74,66 %
4/27/01 alfa Gal Cer estim.
5/14/01 Va24/VpH11 80,87 %
Va24/6B11 79,98 %
LKP2 +auto APC en TCM + IL7/IL15
2/6/01 Va24/VB11 16 %
Va24/6B11 11 9%
3/26/01 alfa Gal Cer estim.
4/20/01 Va24/VB11 54,28 %
Va24/6B11 56,89 %
4/27/01 alfa Gal Cer estim.
5/14/01 Va24/VE11 68,05 %
Va24/6B11 68,85 %
Vo224 1,66 %
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FIG. 17

Prep. n.? 2 de Miltenyi

1/01

LKP 11 en Va24 + auto APC + PHA

FIG. 10C~——— 2/23/01 Va24/6B11 63,75 %
FIG. 10D ~—— 3/20/01 Va24/VB11 1,43 %
Va24/6B11 0,07 %
4/27/01 alfa Gal Cer estim.
5/10/01 Va24/VE11 24,78 %
Va24/6B11 14,94 %
LKP 11 en 6B11 + auto APC +PHA
2/23/01 Va24/6B11 45,27 %
LKP 12 en Va24 + auto APC + PHA
FIG. 10G ~———— 2/23/01 Va24/6B11 33,51 %
FIG. 10H ~——— 3/20/01 Va24/VE11 0,25 %
Va24/6B11 0,25 %
4/27/01 alfa Gal Cer estim.
5/14/01 Vo24/Vp11 0,00 %
Va24/6B11 0,00 %
V24 55,00 %
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FIG. 18

6B11-FITC
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FIG. 19A
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Linea de linfocitos T NK
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FIG. 20A FIG. 20B
PBMC expandida con PBMC expandida con
FA, clasificada con Va24 o-GalCer clasificada con Va24
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FIG. 20C FIG. 20D
soloT soloT
control C1R control C1R
Ab de isotipo Ab de isotipo
C1RCD1d C1RCD1d
anti-CD1d anti-CD1d
C1R CD1d _ C1RCD1d
FA FA

i 12 14 2 24 e 1 2 30 4
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63



ES 2 586 206 T3

FIG. 21A FIG. 21B
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FIG. 22A FIG. 22B
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FIG. 25A
Tabla 1. Genes expresados difeiencialments entre clones de linfocitos T citolticos naturales ME10 y GW4
Categoria  N.% acceso Nombre comdn Clister Categoria ~ N."acceso Nombre comiin Clister
funcional (fila, columna) funcional (fila, columna)
Receptor de superficie V00536 IFN-y (1.2)
38276 Samaforina 111 (1,1 M13207 GM-CSF (1.2)
Us2169 Frizzled {1,1) M15441 TNF-a (1.2)
M32315 TNF-R 1.2) %02910 TNF-ut (1.2)
Uo33ar 4-16B (1.2) ¥04688 IL-5 (1.2)
877512 VEGF-R (1.2) U31120 IL-13 {1,2)
X01057 IL-2Ra (1.2) M3T435 M-GSF 1.2)
Y00285 IGF-R I 1.2) u02020 PEEF 1.2)
LOg0%E cD27 {1.2) u3rsie TRAIL (1.2)
230426 cD 69 (1.2) U48451 Homélogo dishevelled 1.2)
U7ET64 CD97 {1.2) MGD331 IL-18 23)
Ue0800 CcD100 {1.2) Proteina nuclear

M24283 Finovirus-R (1.2) U73477 Nuciear pp32 1.1)
LI19905 Arginina vasopresina-R (1.2) U52952 In-6 1.2)
748042 pl137 1.2y 125931 Recepior lamina B (1.3)
070206 Ryudocan (1.3} M17733 Timosina-fi4 {2.3)

HT3125 CD44 (1.3) Faclor de vanscripaon
L0064 IL-9F 2.1) MBI043 IkBa 1.2)
X14045 CcD37 2.1) X58072 GATA-3 (1.2)
L31584 EEM 2.1} U43185 STAT-5A 1,2)
X97267 LPAP @.1) %S1348 Jurv-1i 1.2)
M33650 TAPA- 2.2) ¥56681 JurvOQ (1.2)
MB3175 AMER {2.2) 154580 B-ATFE (1.2)
Ue0a7s op250 {2,2) HT4800 C-myc (1,2)
250022 C2100M3 (2.2) LOoO58 C-myc (1.2)
30546 Butrefilina ET4 2.3) M1392¢ C-myc 1.2
LIS058S2 Eutircfilina ETS {2,3) U28172 MFE-IL3A (1.2)
X96719 AICL 2.3} MO7796 1d-2 1.2)
Citvesqueleto MS5843 id-28 1.2)
Ugo184 Homologo Flightless | {1.1) D14826 CREM 1.2)
X0C351 B-actina (1.2) SBR271 CREM 1.2)
U20582- Péptido tipo actina 1.2) J03827 ¥ bex BP 1.2)
X82207 B-centractina (1.2) 1109412 ZNF134 1.2)
XS8534 VASP (1.2 U13044 NRF-2cx 1.2)
DE3735 Calponina 2.1} U22431 HIF-1a (1.2)
JO0314 f-tubulina (2,3) N78925 HZF-2 (1.2)
M21812 Miosina LG 2.3) 247727 RNA POLZK (1.2
Xag411 Miosina lE 2.3) J 04078 EGR-2 (1.3)
Cinasafosfatasa D&ei1320 DJA 1.3)
X79510 PTFD1 1.1y HT4557 PC4 1.3)
Licn? me (1.2) HT4921 Homélogo BTF-3 2.1)
X60673 AK3 1.2 141057 NFAT-4C (1.2)
XE85545 PR-1 1.2) L78440 STAT-4 (2.3)
D13720 LYK (1.2) Ma2832 ELM (2.3)
HTINS3 MNm223-H25 n.2) MB3657 NHLE 2.3)

M30448 CKIIB 1.2y Transduccién de sehal
Mo0299 Glucocinasa (1.2) HT5108 TRAP-3 (1.1)
U0S315 ISPK-1 1.2) %80200 MLN&2 (1.1)
X80910 PPP1CB 1.2 u20158 StP-75 (1.2)
X03020 DUSPS (1.2) u2s710 ChkH> (1.2)
U24152 PAK-1 (1.3 D78132 RHEB (1.2)
D11327 PTPN? 1.3) MS3573 SCYLP 1.2)
15932 DUSP-5 1.3) M75039 FKS08 BP 1.2
L16962 GRK-8 @.1) 235227 TTF (1.2)
L2707 TXK @.1) U19251 EBV-independiente (1.3)
J03805 PPP2C8 2.2) M28209 RABt 2.2)
HT3678 CLK-1 2.3 D78577 14.33-Eta (2.3)
UG6464 HPK-1 @.3) %89399 Ins[1345)P4 BP (2.3)

X62535 DAG cinasa 2.3) Metabolismo de ARN
M3t724 PTP-12 2.3) D38251 RNPES (1.1)
Citocina U90547 Homéloge FNP {1.1)
Ugagz2 LT- 1,1} XAT557 RNPB 1.2)
J00219 IFN-y (1.2) M20084 RNPE1 (1.2)
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FIG. 25A Cont.

Categoria MN.2 de Hombre Cluster

furcional acceso comun {fila, columnal
HT110 ENP A/8 (1.2
£23064 RNPG (1.2
HT3238 RNPK 1.2
X52979 BNF SmB (1.2
15009 RNP SmD3 (1.2
X85372 BRHP&mF (1.2)
30827 SFSRp40 (1.2
K70944 SF (PTP-asociado) (1.2
Me0sss Nuclecdlira (1.2
U10323 NF45 " 1.2
38048 Estimulader d= TAR (1.2)
XS9417 PROS-27 (1.2
KEaaG2 IFM-independenie y2 1.2)
X66899 EWSs (1.2
X71428 fus 1.2]
X72727 Tunp (1.2
K75755 PR264 (1.2
Z24724 Sifio poly A 1.2
128010 RNPF (1.3
HT4788 RNFP1 (1.3
L03532 M4 (1.3
Ueghas RMNA BP (23

Apoptosis
723115 Bel-¥, (1.2)
45878 AP (1.2
11821 Ligando Fas (1.2
581914 IEX-1 (1.2
37546 MIHC (1.2

Cuimiocina
M23178 MP-1a (1.2
JO4130 M1P-1p (1.2
MEa203 MCP-1 (1.2)
1.196856 MIF (1.3

Metabolismo de proteinas
D28473 ILE-tRMA sintasa (1.2
Uogs10 GLY-1RMNA sintasa (1.2
L25085 SecBi1-f (1.2)
X74801 Chapsronina cctg (1.2
KTT584 Tloredaxina (1.2
Y00281 Riboforina 1 (1.2]
¥10807 ARG-mestitransferasa (1.3
D13748 EIMAI (1.3
X55733 EIF-4B (21)
X76648 Glulare doxina 23

Se snumeran los genes gue pueblan los 6 clisteres de expresion para las 11
categorias funcionakes génicas mosradas en la fig. 2. Cada gen esid identlicado por
el n? de acceso de GenBank [o el identificador del Institte for Genomic Research
(TIGR) para designaciores HT], seguido de un nombra cominy el clister especifico
&n &l que s& clasifican (fila. colurnna).
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FIG. 25B
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FIG. 26A FIG. 26B
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FIG. 26C . |
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FIG. 27A
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FIG. 28A FIG. 28B
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FIG. 28C FIG. 28D
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FIG. 29A
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FIG. 29D
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FIG. 30
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