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DESCRIPCIÓN

Preparados celulares agotados en lo que respecta a TCRalfa/beta

El presente invento se refiere a unos preparados celulares agotados en lo que respecta a TCRalfa/beta, que 5
tienen unas células positivas para TCR gamma/delta, así como a su producción.

Introducción 

En Europa se llevan a cabo anualmente más de 31.000 trasplantes de células madre, de los cuales 10
aproximadamente 13.000 son alógenos y 18.000 autólogos (Baldomero H, Gratwohl M, Gratwohl A, Tichelli A, 
Niederwieser D, Madrigal A, Frauendorfer K. The EBMT activity survey 2009: trends over the past five years. 
[Examen de la actividad de EBMT 2009: tendencias a lo largo de los pasados cinco años.] Bone Marrow 
Transplant. [Trasplante de médula ósea.] 28 de febrero de 2011). Esto está adquierendo cada vez más 
importancia en el tratamiento de enfermedades hematológicas, oncológicas, inmunológicas y genéticas (Zintl y 15
colaboradores, Correction of fatal genetic diseases using bone marrow transplantation. [Corrección de 
enfermedades genéticas fatales usando un trasplante de médula ósea,] Kinderarztl Prax. 1991 Ene-Feb; 59(1-
2):6-9; Zintl, Bone marrow transplantation in childhood. [TraspIante de médula ósea en la niñez]. Kinderarztl Prax. 
1988 Jun; 56(6):259-64; Down JD, Mauch PM. The effect of combining cyclophosphamide with total-body 
irradiation on donor bone marrow engraftment. [El efecto de combinar ciclofosfamida con una irradiación total del 20
cuerpo sobre un crecimiento del injerto de médula ósea de un donante.] Transplantation. 1991 Jun; 51(6):1309-
11) y constituye para muchas de estas enfermedades la única posibilidad de curación a largo plazo (Eyrich y 
colaboradores, A prospective comparison of immune reconstitution in pediatric recipients of positively selected 
CD34+ peripheral blood stem cells from unrelated donors vs recipients of unmanipulated bone marrow from 
related donors. [Una comparación prospective de la reconstitución inmunitaria en receptores pediátricos de células 25
madre de sangre periférica CD34+ seleccionados positivamente procedentes de donantes no emparentados 
frente a receptores de médula ósea no manipulada procedente de donantes emparentados.] Bone Marrow 
Transplant. 2003 Ago; 32(4):379-90).

Las complicaciones principales del trasplante de células madre resultan sobre todo a partir de la reacción del30
injerto frente al receptor (Graft-versus-host-disease, GvHD ó GvHR = enfermedad de un injerto frente a un 
anfitrión), de un injerto defectuoso de las células madre trasplantadas, de la toxicidad del acondicionamiento y de 
las infecciones, sometidas a terapia debido a una reconstitución inmunológica retardada o incompleta.

Con un régimen de acondicionamiento reducido, en el caso de un trasplante alógeno se pudo disminuir la 35
incidencia de la mortalidad asociada con la terapia. Junto a la reducción de unos potenciales efectos secundarios 
para el receptor que están asociados con una quimioterapia, mediante una reducida supresión de inmunidad
posterior al trasplante se favorece tendencialmente el efecto inmunológico del trasplante contra el tejido maligno. 
Este efecto del injerto contra el tumor es mediado en particular por células T y NK del donante. A pesar del 
acondicionamiento reducido, no aumenta la progresión del tumor (Valcárcel y colaboradores, Conventional versus 40
reduced-intensity conditioning regimen for allogeneic stem cell transplantation in patients with hematological 
malignancies. [Régimen de acondicionamiento convencional frente al de intensidad reducida para el trasplante 
alogeneico de células madre con malignidades hematológicas.] Eur J Haematol. 2005 Feb;74(2):144-51; Strahm y 
colaboradores. Reduced intensity conditioning in unrelated donor transplantation for refractory cytopenia in 
childhood. [Acondicionamiento de intensidad reducida en un trasplante de un donante no emparentado para 45
citopenia refractaria en la niñez]. Bone Marrow Transplant. 2007 Ago; 40(4): 329-33). Con el fin de evitar una 
mortalidad aumentada, por lo tanto, después de un trasplante alógeno es necesario restablecer otra vez el 
sistema inmunitario tan rápidamente como sea posible con el fin de hacer posible un control del tumor y de las 
infecciones. Esto se ha de equilibrar con la aparición de una GvHD, que, en el caso de una retirada temprana de 
la supresión de inmunidad, se favorece la utilización de demasiadas células T alorreactivas o en el caso de una 50
diferencia antigénica demasiado grande, y se generan mortalidad y morbilidad.

1) TCD pasiva (enriquecimiento en lo que respecta a CD34)

Hasta ahora, las pacientes y los pacientes, que requerían un trasplante de células madre, se trataban con un 55
preparado celular a base de células positivas para CD34 (células madre) como una conveniente terapia 
comparativa. De esta manera se agotan las células T, que desempeñan un cometido decisivo en el caso de la 
GvHD, no obstante, con las células T, pero también con las células NK se pierden unos factores indispensables 
(poblaciones de células efectoras), que desempeñan un cierto cometido en la curación.

60
Por el concepto de “reacción de un injerto frente a un anfitrión” (GvHR; acrónimo del inglés Graft-versus-Host-
Reaction; enfermedad de un injerto frente a un anfitrión, en inglés: Graft-versus-Host-Disease (GvHD)) se 
entiende una reacción inmunológica, que puede aparecer después de un trasplante alógeno de médula ósea o de 
células madre (Jacobsohn DA, Vogelsang GB: Acute graft versus host disease. Orphanet J Rare Dis. 2007 Sep 4; 
2:35).65
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En el caso de la GvHR reaccionan contra el organismo receptor sobre todo los linfocitos T contenidos en injerto]
de un donante. Por consiguiente, ellas, vista desde un punto de vista inmunológico, es una reacción de los 
linfocitos del donante a los antígenos ajenos del paciente.

Se establece diferencia entre una GvHD (aGvHD) aguda y una GvHD crónica (cGvHD), pudiendo resultar la forma 5
crónica 100 días después del trasplante a partir de la GvHD aguda o como una GvHD de novo.

De acuerdo con el esquema de Seattle, la forma aguda y la forma crónica se subdividen en grados. En la piel, el 
intestino y el hígado, la GvHD se manifiesta a través de exantemas y ampollas sobre la superficie del cuerpo, 
diarreas, oclusión intestinal (íleo) y un nivel aumentado de la bilirrubina. Para la aGvHD, a partir de la suma de los 10
lugares de manifestación y de la gravedad de la manifestación resulta una subdivisión desde el grado 0 hasta el 
grado IV. Con el fin de evitar una aGvHD se pueden disponer unas medidas profilácticas. [Entre éstas se cuentan 
la administración de agentes supresores de inmunidad tales como metotrexato (MTX), ciclosporina A (CsA), 
corticosteroides o la combinación de estos medicamentos. (Martino R, Romero P y colaboradores: "Comparison of 
the classic Glucksberg criteria and the IBMTR Severity Index for grading acute graft-versus-host disease following 15
HLA-identical sibling stem cell transplantation. [Comparación de los clásicos criterios de Glucksberg y del Índice 
de Severidad para graduar una enfermedad del injerto frente al anfitrión aguda a continuación de un trasplante de 
células madre hermanas idénticas en lo que respecta al HLA], International Bone Marrow Transplant Registry." 
Bone Marrow Transplant 1999; 24(3): Páginas 283-287 y Wikipedia, Graft-versus-Host-Reaktion).

20
El riesgo de desarrollar una GvHD depende estrechamente de la compatibilidad, que es determinada por el 
antígeno leucocitario humano (HLA). Existe un riesgo especialmente alto de padecer una aGvHD en el caso de 
una donación ajena no emparentada y de una donación incompatible con un HLA. En el caso de un trasplante 
alógeno de donantes hermanados idénticos en lo que respecta al HLA, sin embargo, a pesar de una prevención 
óptima, aproximadamente un 35-60 % de los pacientes desarrolla una GvHD aguda con un grado de 25
pronunciamiento desde ligero hasta mediano, a pesar de la administración de unos medicamentos supresores de 
inmunidad; aproximadamente un 10 % de ellos padece una GvHD difícil de controlar (Kanda Y, Chiba S: 
"Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation from family members other than HLA-identical siblings over the 
last decade (1991-2000) [Trasplante alogeneico de células madre hematopoyéticas a partir de miembros de una 
familia distintos de hermanos idénticos en lo que respecta al HLA" Blood 2003; 102(4): Páginas 1541-1547).30

Una considerable proporción (aproximadamente 30 - 65 %) de los pacientes desarrolla una GvHD crónica, que a 
largo plazo constituye uno de los efectos secundarios y las causas mortales más frecuentes después de un 
trasplante de células madre (Ringden y colaboradores, The graft-versus-leukemia effect using matched unrelated 
donors is not superior to HLA-identical siblings for hematopoietic stem cell transplantation. [El efecto de injerto 35
frente a leucemia usando donantes no emparentados coincidentes no es superior al de hermanos idénticos en lo 
que respecta al HLA para un trasplante de células madre hematopoyéticas] Blood. 2009 Mar 26; 113(13): 3110-8; 
Ratanatharathorn y colaboradores, Phase III study comparing methotrexate and tacrolimus (prograf, FK506) with 
methotrexate and cyclosporine for graft-versus-host disease prophylaxis after HLA-identical sibling bone marrow 
transplantation . [Estudio de la fase III que compara metotrexato y tacrolimus (prograf, FK506) con metotrexato y 40
ciclosporina para la profilaxia de la enfermedad de un injerto frente a un anfitrión después de un trasplante de 
células madre hermanas idénticas en lo que respecta al HLA] Blood. 1998 Oct 1;9 2(7): 2303-14.) perjudica 
persistentemente a la calidad de vida, así como retrasa la vuelta al puesto de trabajo (Wong y colaboradores, 
Long-term recovery after hematopoietic cell transplantation: predictors of quality-of-life concerns. [Recuperación a 
largo plazo después de un trasplante de células madre hematopoyéticas: predictoresde preocupaciones sobre la 45
calidad de vida] Blood. 2010 Mar 25;115(12):2508-19.; Sutherland y colaboradores, Quality of life following bone 
marrow transplantation: a comparison of patient reports with population norms. [Calidad de vida después de un 
trasplante de médula ósea: una comparación de informes de los pacientes con normas de población] Bone 
Marrow Transplant. 1997 Jun;19(11):1129-36).

50
Adicionalmente, no sólo la profilaxia, sino también el tratamiento de la GvHD requiere la administración de 
supresores de inmunidad, que pueden causar unos considerables efectos secundarios, p.ej. ciertos efectos 
secundarios de corticosteroides tales como la diabetes, la necrosis avascular, el síndrome de Cushing o unos 
efectos secundarios de CSA/tacrolimus tales como daños en los riñones, alta presión sanguínea, parestesias y en 
general infecciones de cualquier tipo (Wong y colaboradores, Long-term recovery after hematopoietic cell 55
transplantation: predictors of quality-of-life concerns. [Recuperación a largo plazo después de un trasplante de 
células madre hematopoyéticas: predictores de preocupaciones sobre la calidad de vida] Blood. 2010 Mar 25; 
115(12):2508-19; Sutherland y colaboradores, Quality of life following bone marrow transplantation: a comparison 
of patient reports with population norms. [Calidad de vida después de un trasplante de médula ósea: una 
comparación de informes de los pacientes con normas de población] Bone Marrow Transplant. 1997 Jun; 19(11): 60
1129-36; Ferrara JL, Levine JE, Reddy P, Holler E. Graft-versus-host disease. [Enfermedad de un injerto frente a 
un anfitrión] Lancet. 2009 May 2;373(9674):1550-61).
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Reconstitución de la inmunidad
Otra desventaja del método de tratamiento actual es la reconstitución de la inmunidad retardada, es decir la 
reconstitución retardada de un sistema inmunitario que funciona o respectivamente un sistema hematopoyético en 
pacientes trasplantados. El sistema inmunitario requiere para la reconstitución aproximadamente 1 hasta 2 años.

5
En este período de tiempo existe un riesgo fuertemente aumentado de enfermarse o respectivamente de morir por 
unas infecciones que ponen en peligro la vida, sobre todo unas infecciones víricas, bacterianas o fúngicas 
(Handgretinger R, Klingebiel T, Lang P y colaboradores Megadose transplantation of purified peripheral blood 
CD34(+) progenitor cells from HLA-mismatched parental donors in children. [Trasplante de megadosis de células 
progenitoras CD34(+) de sangre periférica purificada a partir de donantes parentales no coincidentes en HLA en 10
niños] Bone Marrow Transplant 2001;27:777-83 und Platzbecker U, Ehninger G, Bornhauser M. Allogeneic 
transplantation of CD34+ selected hematopoietic cells: clinical problems and current challenges. [Trasplante 
alogeneico de células hematopoyéticas seleccionadas por CD34+: problemas clínicos y desafíos actuales] Leuk 
Lymphoma 2004;45:447-53).

15
La causa de esto reside en el hecho de que con el enriquecimiento de unas células madre positivas para CD34, 
se pierden todas las células T, las células NK y otras poblaciones celulares acesorias, que podrían ayudar en el 
caso de la reconstitución de la inmunidad o respectivamente de la reconstitución del sistema hematopoyético.

La regeneración de las células T después de un trasplante y, por consiguiente, después la reconstitución de la 20
inmunidad, transcurre en dos rutas. La denominada ruta central es dependiente del timo y presupone un timo 
intacto. Las células T, que han abandonado el timo tan sólo hace poco tiempo, apuntan a una recuperación del 
sistema inmunitario. Las determinaciones del ciclo de excisión del receptor de células T (TREC) y de células T no
maduras con el antígeno superficial CD45RA se adecuan para la preparación. La ruta periférica de la 
reconstitución de las células T es dependiente del timo y muy importante, puesto que muchos regímenes de 25
acondicionamiento dañan al timo. La expansión de los linfocitos T maduros, que son transferidos con el trasplante, 
garantiza la reconstitución del sistema inmunitario.

Unos trasplantes seleccionados por CD34+, en los cuales las células T no son transferidas a los pacientes, tienen 
por consiguiente un comienzo retardado de la reconstitución del sistema inmunitario (Sutherland y colaboradores, 30
Reconstitution of naive T cells and type 1 function after autologous peripheral stem cell transplantation: impact on 
the relapse of original cancer. [Reconstitución de células T ingenuas y función del tipo 1 después de un trasplante 
autólogo de células madre periféricas: impacto sobre la recaída de un cáncer original] Transplantation. 2002; 73: 
1336-9; Rutella y colaboradores, Immune reconstitution after autologous peripheral blood progenitor cell 
transplantation: effect of interleukin-15 on T-cell survival and effector functions. [Reconstitución inmunitaria 35
después de un trasplante autólogo de células progenitoras de sangre periférica: efecto de la interleucina-15 spbre 
la supervivencia de células T y funciones efectoras] Exp Hematol. 2001; 29:1503-16; Heining y colaboradores, 
Lymphocyte reconstitution following allogeneic hematopoietic stem cell transplantation: a retrospective study 
including 148 patients. [Reconstitución de linfocitos después de un trasplante alogeneico de células madre
hematopoyéticas, un estudio retrospectivo que incluye a 148 pacientes.] Bone Marrow Transplant. 2007; 39: 613-40
22). La baja tasa de GvHD en el caso de estos trasplantes se establece con una reconstitución de la inmunidad
fuertemente retardada. A partir de esto resulta como el punto débil actual la reconstitución de la inmunidad
retardada, es decir el restablecimiento retardado de un sistema inmunitario que está funcionando, que está 
asociada con un riesgo aumentado de infecciones letales potenciales.

45
Recaída
Otra desventaja del agotamiento de células T es el riesgo aumentado, de que la enfermedad que constituye la 
causa del trasplante de células madre (en la mayoría de los casos una leucemia), después de unos trasplantes de 
células madre CD34 se presente otra vez más frecuentemente (Horowitz MM, Gale RP, Sondel PM y 
colaboradores, Graft-versus leukemia reactions after bone marrow transplantation. [Reacciones de injerto frente a 50
leucemia después de un trasplante de médula ósea] Blood 1990;75:555-62), también por la eliminación de las 
células NK (en inglés "natural killer cells", células asesinas naturales), que tienen un efecto anti-leucémico 
(Ruggeri L, Mancusi A, Capanni M y colaboradores Exploitation of alloreactive NK cells in adoptive immunotherapy 
of cáncer [Explotación de células NK alorreactivas en una inmunoterapia adoptiva de un cáncer], Curr Opin 
Immunol 2005;17:211-7).55

2) TCD activa (agotamiento en lo que respecta a CD3)
Hace poco se utilizaron unos preparados celulares CD3 agotados, en los cuales se había agotado las células T; 
en los que, no obstante, todavía están contenidas/os en el injerto las células NK, los monocitos, los granulocitos y 
las precursoras de células madre negativas para CD34. Ciertamente el riesgo de una GvHD y de una muerte 60
temprana asociada con la terapia (en inglés "early treatment related mortality", TRM) había disminuido un poco, no 
obstante también estos preparados celulares condujeron a un aumento medible de la tasa de supervivencia (Lee 
CK, DeMagalhaes-Silverman M y colaboradores: "Donor T-lymphocyte infusion for unrelated allogeneic bone 
marrow transplantation with CD3+ T-cell-depleted graft. [Una infusión de linfocitos T de un donante para un 
trasplante alogeneico de médula ósea emparentado con un injerto agotado en lo que respecta a células T CD3+] " 65
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Bone Marrow Transplant 2003; 31(2): Páginas 121-128 y Wikipedia, Graft-versus-Host-Reaktion) o a una 
reconstitución mejorada de la inmunidad.

Bethge y colaboradores (Haploidentical alloveneic hematopoietic cell transplantation trasplante alogeneico in 
adults using CD3/CD 19 depletion and reduced intensity conditioning: An update, [Trasplante alogeneico de 5
células heatopoyéticas haploidénticas en adultos usando el agotamiento de CD3/CD 19 y el acondicionamiento 
con intensidad reducida: Una puesta al día], Blood Cells, Molecules and Diseases [Células sanguíneas, 
moléculas y enfermedades] 490, 1, 13-19) describen el agotamiento de unas células positivas para CD3/CD19.

Resumen del invento10

En un primer aspecto, el invento se refiere a una composición, en particular a una composición farmacéutica, que 
tiene una población de células obtenible a partir de médula ósea o de sangre. Conforme al invento, la población 
de células se agota de células positivas para TCR alfa/beta (TCR = un receptor de células T). Por consiguiente, en 
la composición (farmacéutica) se encuentran unas células T, que son positivas para el TCR gamma/delta, pero 15
que contienen sólo pocas o casi ninguna célula(s), en el mejor de los casos, ninguna célula, positiva para TCR 
alfa/beta.

Por el concepto de agotamiento se entiende en el presente contexto un empobrecimiento significativo de células 
procedentes de una población de células. Así, un agotamiento puede ser definido como un empobrecimiento de 20
un tipo de células (que puede ser definido por la presencia de p.ej. un marcador de la superficie celular, tal como 
TCRalfa/beta o CD19) en por lo menos 2 escalones logarítmicos preferentemente por lo menos 3 escalones 
logarítmicos, especialmente se prefiere en por lo menos 4 escalones logarítmicos (p.ej. 4,6 escalones 
logarítmicos), de la manera más preferida en por lo menos 4 hasta 5 escalones logarítmicos.

25
La eliminación según escalones logarítmicos es como sigue: 1 log = 90 % de eliminación de las células 
perturbadoras, 2 log = 99 %, 3 log = 99,9 % y 4 log = 99,99 %. Los modos para el cálculo de la potencia de 
separación son conocidos por un experto en la especialidad y se han descrito p.ej. en la obra de Bosio y 
colaboradores, Isolation and Enrichment of Stem Cells, Advances in Biochemical Engineering and Biotechnology
[Aislamiento y enriquecimiento de células madre, avances en ingeniería bioquímica y biotecnología], Springer 30
Verlag Berlin Heidelberg, 2009.

Un tal agotamiento se efectúa a través del marcador superficial de TCR alfa/beta y opcionalmente a través de 
CD19. El agotamiento se puede efectuar con cualquier método conocido en el estado de la técnica, p.ej. un 
rebozamiento (en inglés "panning") una elutriación o una separación magnética de células. Se prefiere un 35
agotamiento mediante una separación celular magnética (p.ej. CliniMACS, Miltenyi Biotec GmbH) debido a la alta 
eficiencia de agotamiento.

La población de células obtenible a partir de sangre es en particular un preparado celular, que se obtiene 
mediante una aféresis de leucocitos o una punción de médula ósea. De manera preferida, el preparado celular se 40
obtiene de un donante sano, que previamente había sido tratado con medicamentos movilizadores de células 
madre.

De manera preferida, la población de células de esta composición (farmacéutica) también se ha agotado en lo 
referente a células positivas para CD19. Esto da lugar a que la población de células no contenga ninguna célula 45
B. De este modo se suprime una posible transferencia del virus de Epstein Barr (EBV) a los pacientes que reciben 
la composición farmacéutica y se tiene que administrar menos cantidad de o ningún supresor(es) de inmunidad).

En una forma de realización preferida de la composición farmacéutica, la composición tiene además por lo menos 
un vehículo o un material aditivo farmacéuticamente aceptable. Tales vehículos o materiales aditivos son 50
conocidos por un experto en la especialidad.

La composición farmacéutica se puede administrar contra enfermedades cancerosas, tales como, por ejemplo, 
leucemias y otras enfermedades, p.ej. leucemias mieloides agudas, leucemias linfáticas agudas, agranulocitosis, 
B-talasemia, el error congénito (HHS) así como también contra tumores sólidos (p.ej. un neuroblastoma, 55
sarcomas, etc.), en cuyo caso está indicado un trasplante alógeno, o se ha de esperar un efecto terapéutico de 
preparados celulares agotados en lo que respecta al TCR alfa/beta.

Además, en el caso de un trasplante alógeno se tienen que transferir suficientes células CD34+ (desde por lo 
menos 2 hasta 4 millones por kg de peso corporal del receptor), con el fin de conseguir una buena reconstitución 60
de la formación de sangre, y se deberían de administrar menos que 25.000 células T positivas para TCR alfa/beta 
por kg de peso corporal del receptor, cuando se tenga que prescindir de una supresión de inmunidad. Las células 
B, que son eliminadas mediante un agotamiento en lo que respecta a CD19 a partir del injerto, deberían de estar 
contenidas en la menor cantidad posible, o deberían ser eliminadas in vivo posteriormente en el receptor mediante 
p.ej. la administración in vivo de un anticuerpo anti-CD19, cuando se deba de reducir el riesgo de una infección 65
causada por EBV y de las complicaciones que aparecen con ella.
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La cantidad de la población agotada de células, que se ha de administrar a un paciente humano, se sitúa 
típicamente en 2x10E10 hasta 1x10E11 linfocitos.

En otro aspecto, el invento se refiere a una utilización de una población de células obtenible a partir de médula 5
ósea o de sangre para la producción de una composición farmacéutica, estando la población de células agotada 
en lo que respecta a células positivas para TCR alfa/beta y teniendo células positivas para TCR gamma/delta.

En otro aspecto, la descripción se refiere a una utilización de la composición farmacéutica para la reconstitución 
del sistema hematopoyético de un ser humano después de un trasplante de células madre y/o de médula ósea. 10
Esta reconstitución es manifiestamente más rápida en comparación con la reconstitución conocida hasta ahora 
(p.ej. con una médula ósea inalterada o con células madre positivas para CD34, procedentes de médula ósea o 
de sangre o respectivamente de sangre movilizada, procesada, después de una leucoaféresis) y conduce por 
consiguiente a un consumo más pequeño de transfusiones de componentes de la sangre, a la posibilidad de una 
renuncia completa, o a una reducción de medicamentos supresores de inmunidad, y conduce por consiguiente a 15
unos efectos secundarios más pequeños, a menos infecciones, y a una mortalidad disminuida del receptor del 
trasplante.

En otro aspecto, el invento se refiere a un procedimiento, en particular a un procedimiento in vitro, para la 
producción de una población de células. El procedimiento tiene las siguientes etapas:20

- Puesta a disposición de médula ósea o de sangre de un donante (por lo tanto una población, que tiene, 
entre otras, unas células positivas para TCR alfa/beta y unas células positivas para TCR gamma/delta) y
- agotamiento de células positivas para TCR alfa/beta a partir de la población de células. 

De manera preferida, en el procedimiento se efectúa el agotamiento de células positivas para TCR alfa/beta 25
mediante un anticuerpo o un fragmento que fija antígenos, dirigido contra el TCR alfa/beta. Con ayuda de una de 
las secuencias de proteínas o de nucleótidos de acuerdo con las SEQ ID Nos 4 hasta 14 del receptor TCR 
alfa/beta (véanse la Tabla 1 y el protocolo de secuencias) se puede producir un anticuerpo o un fragmento que fija 
antígenos, o un derivado o un conjugado de éstos, dirigido contra el TCR alfa/beta, y se puede utilizar éste para el 
agotamiento de células positivas para TCR alfa/beta.30

En una forma de realización preferida, el procedimiento tiene adicionalmente la siguiente etapa:
- Agotamiento de células positivas para CD19 a partir de la población de células. Esta etapa se puede llevar a 
cabo cronológicamente antes de, después de o simultáneamente con el agotamiento de células positivas 
para TCR alfa/beta a partir de la población de células.35

En el procedimiento, el agotamiento de las células positivas para CD19 se puede efectuar mediante un anticuerpo 
o un fragmento que fija antígenos, dirigido contra CD19. Con ayuda de una de las secuencias de proteínas o 
nucleótidos (las SEQ ID NOs 1 hasta 3) del marcador superficial CD19 (véanse la Tabla 1 y el protocolo de 
secuencias) se puede producir un anticuerpo o un fragmento que fija antígenos, o un derivado o un conjugado de 40
éstos, dirigido contra CD19, y se puede utilizar éste para el agotamiento de células positivas para CD19.

El estado de la técnica permite a un experto en la especialidad, conociendo las secuencias de proteínas o de 
nucleótidos para TCR alfa/beta y CD19 (conocidas en el estado de la técnica), producir un anticuerpo, un 
fragmento que fija antígenos, o unos derivados o conjugados de éstos, con los métodos conocidos (véase p.ej. 45
Köhler, G. & Milstein, C. (1975): Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined specificity. 
[Cultivos contínuos de células fusionadas que segregan un anticuerpo con especificidad previamente definida] En: 
Nature, 256, 495-497; Shirahata S, Katakura Y, Teruya K. (1998): Cell hybridization, hybridomas, and human 
hybridomas. [Hibridación de células, hibridomas, e hibridomas] En: Methods in cell biology [Métodos en biología 
celular], 57, Páginas 111-145; Cole SP, Campling BG, Atlaw T, Kozbor D, Roder JC. (1984): Human monoclonal 50
antibodies. [Anticuerpos monoclonales humanos] En: Molecular and cellular biochemistry [Bioquímica molecular y 
celular], 62, Páginas. 109-120).

Tabla 1: Denominaciones y SEQ ID NOs de las secuencias humanas de proteínas o respectivamente nucleótidos 
del marcador superficial CD19 y de las subunidades del receptor TCR alfa/beta (TCRA/TRBC). Para la subunidad 55
del receptor TCR beta (TRBC) se indican en cada caso dos secuencias de proteínas y de ADNc. El primer 
aminoácido en la SEQ ID NO 11 -E" (corresponde a "GAG" en la SEQ ID NO 13) se sitúa en un sitio de empalme 
y por lo tanto posiblemente es variable. En la secuencia proteínica SEQ ID NO 10 y en la correspondiente 
secuencia de nucleótidos, no se indican por lo tanto el aminoácido o respectivamente los nucleótidos.

60
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SEQ ID NO. Denominación Tipo de la secuencia
1 CD19_Humano secuencia proteínica
2 ADNc de CD19_Humano secuencia de nucleótidos
3 Secuencia genómica de CD19_Humana secuencia de nucleótidos
4 TCRA_Humano secuencia proteínica
5 TCRA_Humano_CDS secuencia de nucleótidos
6 Secuencia genómica de TCRA_Humano secuencia de nucleótidos
7 TRBC1_Humano secuencia proteínica
8 TRBC1_Humano_CDS secuencia de nucleótidos
9 Secuencia genómica de TCRBC1_Humano secuencia de nucleótidos
10 TRBC2_Humano) secuencia proteínica
11 TRBC2_Humano_2 secuencia proteínica
12 TRBC2_Humano_CDS secuencia de nucleótidos 
13 TRBC2_Humano_CDS_2 secuencia de nucleótidos
14 Secuencia genómica de TRBC2_Humano secuencia de nucleótidos

En otro aspecto, la descripción se refiere a una utilización de un procedimiento descrito para la reconstitución de 
la defensa inmunitaria o respectivamente del sistema hematopoyético de un ser humano dentro del marco de un 
trasplante de células madre o de médula ósea.5

La descripción se refiere además a la utilización de una población de células obtenida a partir de médula ósea o la 
sangre, estando agotada la población de células en lo que respecta a las células que expresan TCR alfa/beta, a 
saber para la reconstitución de la defensa inmunitaria de un ser humano en el marco de un trasplante de médula 
ósea. Tal como se ha descrito más arriba, en el caso de esta utilización también se han agotado las células10
positivas para CD19.

En otro aspecto, el invento se refiere a una utilización de un anticuerpo o de un fragmento que fija antígenos,
dirigido contra TCR alfa/beta y/o TCR alfa/beta, y de un anticuerpo o un fragmento que fija antígenos, dirigido 
contra CD19 para la producción in vitro de una población de células, que está agotada en lo que respecta al TCR 15
alfa/beta y/o a CD19, y que tiene células positivas para TCR gamma/delta.

En otro aspecto, la descripción se refiere a un estuche para la producción de una población de células, que están
agotadas en lo que respecta a TCR alfa/beta y/o CD19, y que tienen células positivas para TCR gamma/delta. Un 
tal estuche tiene un anticuerpo o un fragmento de éste, que fija antígenos, dirigido contra TCR alfa/beta y/o un 20
anticuerpo dirigido contra CD19 o un fragmento de éste que fija antígenos.

En otro aspecto, el invento se refiere asimismo a una utilización del estuche descrito para la producción de una 
población de células, que es negativa para TCR alfa/beta y CD19 y que tiene células positivas para TCR 
gamma/delta. La población de células puede tanto presentarse in vitro y estar destinada a finalidades científicas, o 25
puede presentarse como una composición farmacéutica, eventualmente con un soporte farmacéuticamente 
aceptable y/o un aditivo.

Descripción detallada del invento
30

Ventajas del invento
A pesar de los mejoramientos conseguidos en los últimos años, el trasplante de células madre sigue estando
vinculado con una morbilidad agudamente aumentada y con una mortalidad inicial condicionada por el trasplante. 
Los complicaciones principales del trasplante de células madre resultan sobre todo a partir de las reacciones de 
rechazo (enfermedad de un injerto frente a un anfitrión) y su terapia, de la lenta reconstitución de la inmunidad o 35
respectivamente de la reconstitución del sistema hematopoyético y de las infecciones resultantes a partir de esto
después de un trasplante así como de la toxicidad del acondicionamiento.

Mediante la utilización de unas células agotadas en lo que respecta al TCR alfa/beta o de unas células agotadas 
en lo que respecta al TCR alfa/beta y al CD19 (población celular agotada) es posible manipular el injerto40
hematológico de células madre de tal manera que las complicaciones principales después de un trasplante de 
células madre, es decir la enfermedad de un injerto frente a un anfitrión, así como la lenta reconstitución de la 
inmunidad después de un trasplante de células madre, y reducir considerablemente la predisposición a contraer 
infecciones que persiste durante largo tiempo, que está vinculada con aquélla, frente a infecciones bacterianas, 
víricas y fúngicas, con un desenlace potencialmente letal.45

Al mismo tiempo, permanece conservada la reactividad del injerto frente al tumor de la mezcla de células, es decir 
que no se debe de esperar ningún riesgo aumentado de una recaída para el paciente. Otra ventaja es un 
crecimiento estable del injerto, (el denominado en inglés "engraftment").

50
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Mediante la considerable reducción de las mencionadas complicaciones principales es posible reducir fuertemente  
o prescindir casi completamente de los medicamentos, que se emplean usualmente para el tratamiento de estas 
complicaciones, y que provocan en parte unos considerables efectos secundarios (y causan unos altos costes). 
Mediante la renuncia de los agentes supresores de inmunidad medicamentosos para la profilaxia de una GvHD se 
pueden evitar efectos secundarios tales como p.ej. infecciones (sepsis, candidosis, Herpes simplex, etc.), que 5
resultan de la represión medicamentosa del sistema inmunitario.

Como consecuencia de ello, por un lado se puede mejorar considerablemente la calidad de vida del paciente, así 
como el éxito de la terapia, y simultáneamente se pueden reducir los costos para el tratamiento. A los 
medicamentos más arriba mencionados pertenecen unos medicamentos para la profilaxia de una GvHD tales 10
como p.ej. el micofenolato mofetilo, que se emplea como profilaxia de una GvHD.

Junto a la reducción de infecciones y de la GvHD, la población agotada de células hace posible la utilización de un 
regimen de acondicionamiento reducido (RIC). En el caso de un trasplante alógeno, los regímenes de
acondicionamiento reducidos pueden disminuir la incidencia de una mortalidad asociada a la terapia y se pueden 15
emplear cuando pueda ser aprovechado el efecto inmunológico del injerto contra el tejido maligno. Este efecto del 
injerto contra un tumor es mediado en particular por células T y NK del donante, y por ello no es empleable en el 
caso de unos preparados de células madre que están enriquecidos en lo que respecta a CD34.

En este sentido se presenta una considerable utilidad adicional en comparación con la(s) terapia(s)20
comparativa(s) conveniente(s), puesto que se alcanza un gran mejoramiento, persistente y no alcanzado hasta 
ahora en lo que respecta a la terapia comparativa conveniente, de la utilidad relevante para la terapia, en 
particular una curación de la enfermedad, una considerable prolongación del tiempo de supervivencia, una 
ausencia a largo plazo de síntomas graves y la amplia evitación de efectos secundarios graves.

25
El aprovechamiento de la estrategia de agotamiento en lo que respecta al TCR alfa/beta da como resultado una 
más temprana reconstitución de la inmunidad, con unos valores de más que 100 células CD4 /µl en el transcurso 
de 6 semanas después del trasplante, en comparación con 10 meses, tal como se ha informado por Aversa y 
colaboradores (Treatment of high-risk acute leukemia with T-cell-depleted stem cells from related donors with one 
fully mismatched HLA haplotype. [Tratamiento de una leucemia aguda de alto riesgo con células madre agotadas 30
en lo que respecta a células T procedentes de donantes emparentados con un haplotipo HLA plenamente no 
coincidente] N Engl J Med. 1998 Oct 22;339(17):1186-93.)

Resultados técnicos
35

Los cursos de empobrecimiento llevados a cabo (Depletion runs o respectivamente depletion) con CliniMACS 
TCRαβ-Biotin (de Miltenyi Biotec GmbH) confirman que es muy robusta la eficiencia del empobrecimiento con un 
empobrecimiento logarítmico promedio de 4,6 (Figura 1).

La CD19 es una molécula superficial sobre células T. El concepto de células positivas para CD19 significa, que 40
una molécula que fija al CD19, p.ej. un anticuerpo, al que la molécula de CD19 se puede fijar específicamente 
sobre la superficie de las células T.

El TCR alfa/beta es una molécula superficial sobre células T. El concepto de “células positivas para TCR 
alfa/beta” significa que una molécula que fija al TCR alfa/beta, p.ej. un anticuerpo, al que la molécula de TCR 45
alfa/beta se puede fijar específicamente sobre la superficie de las células T.

"Anticuerpo" significa un anticuerpo monoclonal, policlonal (Harlow y Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual"
[Anticuerpos, un masnual de laboratorio], CSH Press, Cold Spring Harbor, USA) que se fija a una molécula, o un 
derivado de este anticuerpo, que conserva la capacidad de fijación o que la conserva en lo esencial. Unos 50
derivados preferidos de este anticuerpo son unos anticuerpos quiméricos que comprenden, por ejemplo, unos 
anticuerpos quiméricos en una región variable del ratón o de la rata y una región constante humana. El concepto 
de "anticuerpo" comprende asimismo un anticuerpo bifuncional o biespecífico y unas construcciones artificiales de 
anticuerpos tales como Fvs (scFv) procedentes de cadenas individuales o de proteínas de fusión con anticuerpos. 
El concepto "scFv" (acrónimo del inglés single chain Fv Fragment = fragmento Fv de cadena individual) es 55
conocido por un experto en la especialidad y preferido puesto que el fragmento puede ser producido 
recombinantemente.

El anticuerpo puede ser humano o humanizado. El concepto de "anticuerpo humanizado" significa que por lo 
menos un sitio de fijación al anticuerpo (complementary determining region (CDR), región determinante de 60
complementariedad) tal como p.ej. la CDR3 y de manera preferida todas los 6 CDRs fueron intercambiadas por 
unas CDRs de un anticuerpo humano con la especificidad deseada. Opcionalmente, la(s) región/regiones no 
humana(s) constante(s) del anticuerpo se reemplazaron por a) una(s) región/regiones constante(s) de un 
anticuerpo humano. Unos métodos para la producción de anticuerpos humanizados se han descrito p.ej. en el 
documento de solicitud de patente europea EP 0239400 A1 y en el documento de solicitud de patente 65
internacional WO 90/07861 A1.
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El concepto de "fragmento que fija antígenos" designa a un fragmento del concepto "anticuerpo", definido más 
arriba, tal como p.ej. unas cadenas ligeras y pesadas separadas, Fab, Fab/c, Fv, Fab', F(ab')2. Un fragmento que 
fija antígenos puede comprender una región variable de la cadena ligera y una región variable de la cadena 
pesada, pero no necesariamente ambas a la vez.5

Resultados clínicos
Dentro del marco de unos ensayos terapéuticos fueron tratados 11 pacientes. 8 pacientes con un trasplante 
agotado en lo que respecta al TCRαβ de un donante haploidéntico y 3 pacientes con un trasplante de un donante 
no emparentado adaptado (en inglés "matched unrelated donor").10

A causa del muy robusto agotamiento y por consiguiente del pequeño número de células de las célulasT TCRαβ+

en el injerto no se tuvo que administrar ninguna profilaxia de GvHD en forma de unos medicamentos supresores 
de inmunidad después del trasplante tales como p.ej. MMF o CsA.

15
La enfermedad de un injerto frente a un anfitrión se había reducido en los pacientes tratados (Figura 2). En todos 
los casos, solamente la piel fue afectada por los síntomas de la GvHD, y los síntomas se presentaron sólo 
provisionalmente. Un 36 % de los pacientes mostraron una GvHD de grado I, y un 18 % de ellos mostraron una 
GvHD de grado II. No se observó ninguna GvHD de grado III. Esto es especialmente digno de mención puesto 
que después del trasplante no se administró ninguna profilaxia de la GvHD en forma de medicamentos supresores 20
de inmunidad. En el caso de 10 de los 11 pacientes el injerto creció entre los días 7 y 9.

En todos los pacientes se observó una reconstitución de la inmunidad fuertemente acelerada. Tal como se puede 
ver en la Figura 1, la reconstitución de la inmunidad con unas poblaciones celulares agotadas en lo que respecta
a TCRαβ/CD19 fue manifiestamente más rápida que con células agotadas en lo que respecta a CD3/CD19 25
(injertos).

Se representa la reconstitución de la inmunidad hasta la consecución de >200 células/µl después del trasplante 
de unas células madre de sangre periférica (N = 11) agotadas en lo que respecta a TCRαβ/CD19, en comparación 
con células madre de sangre periférica enriquecidas en lo que respecta a CD34 (testigo histórico, N = 13). Los 30
datos acerca de la reconstitución de la inmunidad después de un trasplante de células madre con células 
enriquecidas en lo que respecta a CD34 se dedujeron de la siguiente publicación: Br J Haematol. 2001 
Aug;114(2):422-32.

En todos estos pacientes se puede observar una muy rápida reconstitución de la inmunidad, que es totalmente 35
sorprendente y no era explicable hasta ahora, puesto que la reconstitución se efectúa también manifiestamente 
con más rapidez que en el caso de la administración de una médula ósea no manipulada, que contiene todas las 
células reconstituyentes de la inmunidad del donante, y por lo tanto, en el caso de una médula ósea no 
manipulada debería haberse esperado en realidad una reconstitución de la inmunidad más rápida que en el caso 
de la administración de un preparado celular agotado en lo que respecta a TCR alfa/beta y CD19, que contiene 40
menos células reconstituyentes de la inmunidad.

La Figura 5 muestra la reconstitución de la inmunidad de un paciente en el caso de tres trasplantes consecutivos 
de células madre. El primer trasplante de células madre lo recibió el paciente de un donante MUD con una médula 
ósea no manipulada, el segundo se recibió de un donante haploidéntico con células madre de sangre periférica45
(PBSC) agotadas en lo que respecta a CD3/CD19. En ambos casos no tuvo lugar ninguna reconstitución del 
sistema inmunitario. Tan sólo cuando el paciente recibió un tercer trasplante de células madre con PBSCs del 
padre que están agotadas en lo que respecta a TCR alfa/beta y CD19, se efectuó una muy rápida reconstitución 
de la inmunidad.

50
En contra de lo esperado, la GvHD no había aumentado en los casos del trasplante de TCR alfa/beta y de CD19 
(Figura 2). En este caso, se ha de tomar en cuenta que sólo la piel había sido afectada por la GvHD y que los 
síntomas de la GvHD sólo se presentaron provisionalmente, a pesar de que no se añadió ninguna supresión de 
inmunidad al tratamiento.

55
La causa de la rápida reconstitución de la inmunidad podrían ser las células de TCR gamma/delta, que están 
contenidas en un preparado celular agotado en lo que respecta a TCR alfa/beta en el injerto, pero no en el caso 
de un injerto de células madre positivas para CD34

Trasplante de células madre y médula ósea60

En el caso de un trasplante de médula ósea, al donante se le extrae desde el hueso pélvico bajo una anestesia 
general aproximadamente un litro de una mezcla de médula ósea y sangre.

En el caso de la extracción de células madre desde la sangre, se administra al paciente a lo largo de varios días 65
una sustancia similar a una hormona propia del cuerpo, que estimula la producción de las células madre y su 
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transferencia desde la médula ósea a la circulación sanguínea. Los métodos para el tratamiento previo del 
donante y para la extracción de las células madre de médula ósea y de sangre constituyen un estado de la técnica 
y son conocidos por un experto en la especialidad.

Evolución5
El objetivo del trasplante de células madre sanguíneas consiste en proveer al receptor de una población de 
células madre sanas, que se diferencien para dar células sanguíneas. De esta manera se reemplazan las células 
defectuosas o patológicas del receptor (Beers y Berkow 2000). En el caso del trasplante alógeno, el tejido procede 
de un donante sano. Éste puede ser un gemelo homozigótico (en inglés identical sibling twin), un hermano 
idéntico en lo que respecta al HLA (en inglés identical sibling), un miembro de la familia que no es idéntico en lo 10
que respecta al HLA (en inglés mismatched related donor) un (donante haploidéntico) o un donante no 
emparentado compatible en lo que respecta al HLA. El objetivo principal del trasplante alógeno es reemplazar al 
sistema hematopoyético enfermado o defectuoso, tal como p.ej. la médula ósea del receptor, totalmente por un 
sistema hematopoyético funcional sano (entre otros el sistema inmunitario). El trasplante de células madre puede 
efectuarse, no obstante, también con células autólogas es decir propias del paciente.15

Donante (IdSib, MUD, donante haploidéntico)
Como donante de primera elección se considera un hermano o una hermana idéntico(a) en lo que respecta a los 
antígenos de histocompatibilidad relevantes HLA-A, B, C, DRB1 y DQB1 (en inglés Identical Sibling = IDSib). No 
obstante éste/ésta sólo se puede encontrar en aproximadamente un 30 %, de tal manera que en su lugar se tiene 20
que buscar un donante no emparentado (en inglés matched unrelated donor, MUD) idéntico en lo que respecta al 
HLA (Ottinger y colaboradores, 2001). Puesto que distan mucho de conocerse todos los antígenos de 
histocompatibilidad y sólo puede ensayarse un número restringido de alelos, en el caso de un donante ajeno 
idéntico tiene que partirse de una peor coincidencia que en el caso del donante hermano. 
Sigue quedando todavía una considerable parte sin ningún donante. Para estos pacientes se puede utilizar unos 25
donantes emparentados, que solamente coinciden con el donante en un haplotipo de sus alelos de HLA, es decir 
que son haploidénticos.

Los injertos de donantes no emparentados (MUD) son utilizados con la mayor frecuencia para trasplantes de 
células madre hematopoyéticas (Blood 2003; 101(4): 1630-6).30

MUD: Injerto no manipulado 
En el caso de los injertos no manipulados en el MUD Setting (ajuste de MUD), la complicación principal es la 
GvHD. Las formas graves de la GvHD se han de clasificar como peligrosas para la vida y requieren una terapia 
masiva con sustancias supresoras de inmunidad, para las que se describen unas tasas de respuesta de 35
aproximadamente 40 % ((Vogelsang y colaboradores, 2003). LA GvHD aguda de grado II-IV: V:33 %; C: 51 % y la 
de grado III-IV: V:11.7 %; C: 24,5 % (Finke y colaboradores, Lancet, 2009).

Alternativamente, se utilizó un injerto enriquecido en CD34 en el MUD Setting, con el fin de reducir la GvHD y de 
evitar los efectos secundarios utilizados con la necesaria profilaxia de la GvHD. La desventaja de esto es la 40
retardada reconstitución de la inmunidad con todas las consecuencias..

Trasplante propiamente dicho
El trasplante propiamente dicho se divide en dos fases. Con el acondicionamiento mediante una quimioterapia y/o 
una radioterapia, el sistema inmunitario del receptor es destruido, para que él no rechace a la médula ósea o 45
respectivamente a las células madre transferidas o respectivamente trasplantadas. Es decir, que el receptor es 
preparado previamente para tolerar el injerto. Cuanto mejor se consiga esto, tanto menor será el riesgo de que el 
trasplante no se arraigue o sea rechazado. Según sea la intensidad del acondicionamiento se perseguirá el 
objetivo de aniquilar en el paciente a las células leucémicas o malignas que hayan quedado todavía. El trasplante 
se efectúa por vía intravenosa en el día 0. Hasta el arraigue o crecimiento (en inglés engraftment) del injerto y de 50
la extinción de las toxicidades inmediatas, el paciente permanece por regla general en un puesto organizado de 
manera especial. Después del arraigue del trasplante y de la extinción de las toxicidades inmediatas, durante los 
primeros tres meses es necesaria una vigilancia estrecha. La intensidad de la vigilancia depende grandemente del 
tipo de donante y de las complicaciones y se convierte de una manera continua en el cuidado posterior regular, 
que dura toda la vida.55

Indicaciones
Todas las indicaciones, que hacen necesario un trasplante alógeno de células madre, pueden ser tratadas con la 
población de células conforme al invento o respectivamente con la composición farmacéutica. Todas las 
enfermedades malignas y no malignas, congénitas y adquiridas, graves, del sistema hematopoyético constituyen 60
fundamentalmente unas indicaciones para un trasplante alógeno de células madre. A éstas se agregan las 
enfermedades malignas, que responden a una intensificación de las dosis de la quimioterapia o de la radioterapia.

Ciertos agentes supresores de inmunidad tales como la ciclosporina, los corticosteroides, los antimetabolitos y los 
anticuerpos antilinfocitarios monoclonales se emplean hoy en día de manera rutinaria, con el fin de poder controlar 65
mejor a la GvHD.
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Agotamiento de las células madre TCRα/β+

El agotamiento de TCRα/β+ se ha descrito p.ej. en Chaleff y colaboradores, Cytotherapy, 2007, 9, 746-754 o como 
en el correspondiente protocolo de la entidad Miltenyi Biotec GmbH.

5
Agotamiento combinado de células TCRα/β+/ CD19+

El producto de la leucoaféresis se diluye con el tampón CliniMACS® PBS/EDTA (con HSA hasta una 
concentración final de 0,5 % (p/v) antes de una marcación magnética. El producto de la leucoaféresis se diluye 
hasta un volumen 3 veces mayor que el del producto de la leucoaféresis sin sobrepasar un volumen máximo de 
600 ml.10

Las células son centrifugadas a 200xg durante 15 min. a la temperatura ambiente (desde +19 °C hasta +25 °C). El 
material sobrenadante se desecha. El peso óptimo para la marcación es de 88 g (± 5 g). El sedimento se 
resuspende y se determina el peso. Las células se marcan con CliniMACS® TCRα/β-biotina y con el reactivo 
CliniMACS® CD19, con un recipiente (con una capacidad de 7,5 ml) CliniMACS® TCRα/β-biotina y con un 15
recipiente (con una capacidad de 7,5 ml) CliniMACS® CD19. Los recipientes se almacenan a +2 °C hasta +8 °C y 
se utilizan en frío. Las células y los reactivos se mezclan, el período de tiempo de incubación es de 30 min a 25 
rpm y a la temperatura ambiente (desde +19 °C hasta +25 °C).

El producto de la leucoaféresis y el tampón se mezclan y se sacuden ligeramente, seguido por una centrifugación 20
a 300xg durante 15 min., sin freno, a la temperatura ambiente (desde +19 °C hasta +25 °C). El material 
sobrenadante se desecha. El sedimento se resuspende y se lava. Se añade un tampón hasta que se haya 
alcanzado un peso de aproximadamente 190 g para la marcación magnética con las células marcadas con 
TCRα/β-biotina con el reactivo CliniMACS® anti-biotina. Los reactivos CliniMACS® anti-biotina (7,5 ml) enfriados a 
+2 °C hasta +8 °C se añaden a las células, se incuban durante 30 min. con un ligero sacudimiento de las células a 25
25 rpm y a la temperatura ambiente (desde +19 °C hasta +25 °C).

El producto de la leucoaféresis y 500 ml de tampón se sacuden ligeramente y se mezclan, luego se centrifugan a 
300xg durante 15 min., sin freno, a la temperatura ambiente (desde +19 °C hasta +25 °C). El material 
sobrenadante se desecha, el sedimento se resuspende hasta que se hayan alcanzado los 150 g. Se recomienda 30
mantener una concentración máxima de 0,4x109 células por ml.

El programa DEPLETION 3.1 se inicia en el instrumento CliniMACS® plus y se siguen las instrucciones tal como se 
indican por parte del fabricante Miltenyi Biotec GmbH. Después de que se haya finalizado la separación 
automática, se determina la concentración de las células. Después de la separación automática, las células se 35
han agotado en lo que respecta a TCR alfa/beta y CD19 en aproximadamente 3 hasta 5 escalones logarítmicos. 
El preparado celular agotado en lo que respecta a TCR alfa/beta y CD19, que se ha obtenido de esta manera, se 
puede utilizar para el trasplante, después de que hubiera sido recogido en una solución apropiada para el 
trasplante. Tales soluciones son conocidas por un experto en la especialidad.

40
Figuras

Figura 1: Reconstitución de la inmunidad después de un trasplante de células madre hasta alcanzar > 200 
células/µl.

45
Se representa la reconstitución de la inmunidad hasta alcanzar > 200 células/µl después del trasplante de unas
células madre de sangre periférica agotadas en lo que respecta a TCRαβ/CD19 (N = 11) en comparación con 
unas células madre de sangre periférica enriquecidas en lo que respecta a CD34 (testigo histórico, N = 13). Los 
datos acerca de la reconstitución de la inmunidad después del trasplante de células madre con unas células 
madre enriquecidas en lo que respecta a CD34 se dedujeron de la siguiente publicación: Br J Haematol. 2001; 50
114: 422-32.

Figura 2: GvHD después del trasplante de células madre

Incidencia de la GvHD aguda en el caso de pacientes con unos injertos haploidénticos agotados en lo que 55
respecta a TCR αβ/CD19. Grupos comparativos (testigos históricos): pacientes con unos injertos haploidénticos 
enriquecidos con CD34 y pacientes con una médula ósea no manipulada de donantes ajenos idénticos y con 
metotrexato/CsA para la profilaxia de la GvHD. Los datos de los grupos comparativos se dedujeron de la 
referencia de Lang y colaboradores 2007, Zeitschrift für Regenerative Medizin, Nr.1: 32-39. "Grados" = estadio

60
Figura 3 (A y B): Análisis de la diversidad del repertorio β del receptor de células T para la confirmación de 
la reconstitución de células T dependiente del timo

Se muestra a modo de ejemplo el resultado del análisis de la diversidad del repertorio de TCRβ mediante la 
técnica CDR3 Spectratyping para la medición de la reconstitución de células T dependiente del timo en el caso de 65
un paciente en el día 12 (Figura 3A) y en el día 33 (Figura 3B). La región CDR3 del receptor de células T es la 
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única región hipervariable no codificada en la línea germinal. Esta región del TCRαβ se produce en el timo, entre 
otras cosas, mediante una recombinación. El método se ha descrito en Bone Marrow Transplant. 2008 Oct; 42 
Suppl 2: S54-9.

Figura 4: Círculos de excisión del receptor de células T (TRECs) en la sangre periférica para la 5
cuantificación de las células T que proceden del timo.

Se muestra a modo de ejemplo el resultado de la determinación de los círculos de excisión del receptor de células 
T (TRECs) en la sangre periférica para la confirmación de que, después del trasplante, se habían producido
células T en el timo. Este método se empleó en muchos estudios después del trasplante con el fin de estimar la 10
actividad del timo. El método se ha descrito en Zhonghua Yi Xue Zab Zhi. 2007 Ago 28;87(32):2265-7, "treshold 
cycle C(t)" = Ciclo de umbral C(t), "not depleted" = no agotado, "pre TX" = pre TX (trasplante)

Figura 5 (A, B y C): Resultados clínicos en el caso de niños. Análisis comparativo de la regeneración de las 
células T de un paciente.15

1º injerto: médula ósea no manipulada de un donante MUD (2008)

2º injerto: PBSC de la madre, agotadas en lo que respecta a CD3/CD19 (2009)
20

3º injerto: PBSC del padre, agotadas en lo que respecta a TCRα/β/CD19 (9 meses después del 2o trasplante)

Los gráficos muestran (de izquierda a derecha) la concentración de células positivas para CD3 (A), de células 
positivas para CD4 (B) y de células positivas para CD8 (C) en diversos momentos después del trasplante de 
médula ósea (células / microlitro).25

Ejemplo: Trasplante

Once pacientes fueron trasplantados, cinco de ellos con el diagnóstico de una leucemia linfática aguda (ALL), tres 
pacientes con el diagnóstico de una leucemia mieloide aguda (AML), un paciente con el diagnóstico de una 30
agranulocitosis, un paciente con el diagnóstico de una beta-talasemia, un paciente con el diagnóstico de un error 
congénito (HHS). Cinco de los pacientes ya habían recibido anteriormente un trasplante de células madre, otros 
tres ya habían recibido anteriormente dos o respectivamente tres trasplantes de células madre.

En ningún paciente se efectuó una supresión de inmunidad después del trasplante.35

Ejemplo: Donante MUD

Un paciente con beta-talasemia, un paciente con ALL y un paciente con error congénito recibieron material de 
donante de un donante MUD con un preparado celular agotado en lo que respecta a TCR alfa/beta y agotado en 40
lo que respecta CD19.

Ejemplo: GvHD crónica

Un paciente, que recibió material de un donante haploidéntico desarrolló una GvHD crónica con una evolución45
moderada.

Ninguno de los pacientes, que recibieron material de un donante MUD, desarrolló una GvHD crónica.

Lista de secuencias50

<110> Miltenyi Biotec GmbH

<120> Separaciones de células agotadas en lo que respecta a TCRalfa/beta

<130> MIL017WO

<150> DE102011001380.655
< 151> 2011-03-17

<150> EP11168949.3
< 151> 2011-06-07

<160> 14

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



13

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
< 211> 556
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens5

<400> 1 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



14

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



15

<210> 2
< 211> 1965
< 212> DNA
< 213> homo sapiens5

<400> 2 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



16

<210> 3
< 211> 7828
< 212> DNA5
< 213> Homo sapiens

<400> 3 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



17

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



18

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



19

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



20

<210> 4
< 211> 1425
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



21

<400> 4 

<210> 5
< 211> 426
< 212> ADN5
< 213> Homo sapiens

<400> 5 

10

<210> 6
< 211> 3430
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



22

<400> 6 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



23

<210> 7
< 211> 1775
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



24

<400> 7 

<210> 8
< 211> 531
< 212> ADN5
< 213> Homo sapiens

<400> 8 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



25

<210> 9
< 211> 2042
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens

<400> 9 5

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



26

<210> 10
< 211> 179
< 212> PRT5
< 213> Homo sapiens

<400> 10 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



27

<210> 11
< 211> 178
< 212> PRT5
< 213> Homo sapiens

<400> 11 

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



28

<210> 12
< 211> 537
< 212> ADN5
< 213> Homo sapiens

<400> 12 

<210> 13
< 211> 53410
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens

<400> 13 

15

<210> 14
< 211> 2008
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens20

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



29

<400> 14 

5

E12712611
29-08-2016ES 2 588 730 T3

 



30

REIVINDICACIONES

1. Una composición farmacéutica, que tiene una población de células obtenible a partir de médula ósea o de 
sangre, estando la población de células agotada de células positivas para TCR alfa/beta y de células positivas 
para CD19, y teniendo ella células positivas para TCR gamma/delta.5

2. La composición farmacéutica de acuerdo con la reivindicación 1, que tiene un vehículo farmacéuticamente
aceptable.

3. Un procedimiento para la producción de una población de células, que tiene células positivas para TCR 10
gamma/delta, procedente de médula ósea o de sangre, y que tiene el agotamiento de células positivas para TCR 
alfa/beta y de células positivas para CD19.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el agotamiento de células positivas para TCR 
alfa/beta se efectúa mediante un anticuerpo o un fragmento que fija antígenos, dirigido contra TCR alfa/beta.15

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 3, en el que el agotamiento de células positivas para CD319 
se efectúa mediante un anticuerpo o un fragmento que fija antígenos, dirigido contra CD19.

6. Una utilización de un anticuerpo o de un fragmento que fija antígenos, dirigido contra TCR alfa/beta y/o un 20
anticuerpo o un fragmento que fija antígenos dirigido contra CD19 para la producción in vitro de una población de 
células que está agotada en lo que respecta a TCR alfa/beta y CD19, y que tiene células positivas para TCR 
gamma/delta.

7. Una utilización de un estuche para la producción de una población de células, que está agotada en lo que 25
respecta a TCR alfa/beta y CD19, y que tiene células positivas para TCR gamma/delta, que tienen un anticuerpo o 
un fragmento que fija antígenos, dirigido contra TCR alfa/beta, y un anticuerpo o un fragmento que fija antígenos,
dirigido contra CD19.
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