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DESCRIPCION
Produccién de IFN-lambda por células dendriticas convencionales y usos de las mismas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de la inmunoterapia, en particular al campo de la produccién de
interferones (IF) por células dendriticas. La invencion se refiere a un tipo de célula dendritica especifica responsable
de la produccion de IFN-lambda (IFN-A) y métodos de regulacion de esta produccion. En particular, en el presente
documento se desvelan composiciones y métodos para la produccion de IFN-A in vifro e in vivo. La presente
invencion se refiere a aplicaciones terapéuticas de acidos nucleicos bicatenarios (bc) capaces de inducir una
respuesta antiinfecciosa, en particular una respuesta antiviral en un sujeto induciendo la produccién de IFN-A en un
tipo de célula dendritica especifica. Dentro del contexto de la presente invencién se desvelan acidos nucleicos bc
que se dirigen a células dendriticas convencionales CD8+ (CDc CD8+) y/o equivalentes de las mismas (CDce CD8+)
en la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades infecciosas, especialmente producidas por infecciones virales,
o cancer. Adicionalmente se desvelan métodos in vitro de produccion de IFN-A y/o generacion u obtencién de CD8+
y/o CDce CD8+ que producen IFN-A, en los que dichas CDc expresan Clec9a y/o Necl2. En el presente documento
se desvelan métodos de deteccion o cribado de CD8+ y/o CDce CD8+. Ademas, se desvela un método ex vivo de
induccion de la produccién de IFN-A en CDc.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Recientemente ha sido identificada la familia de las citocinas de IFN-lambda (IFN-A) 1, 2, 3, también llamada [L-29,
IL-28A e IL-28B, respectivamente (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Los IFN-lambda (IFN-A) son potentes
citocinas inmunomoduladoras y antivirales, recientemente implicadas en la eliminacién del virus de la hepatitis C en
seres humanos. El IL-28A (también llamado IFN-A2), IL-28B (IFN-A3) e IL-29 (IFN-A1) son interferones de tipo Il que
son ligandos de receptor de citocinas de clase Il. Los IFN-A estan relacionados con IFN de tipo | (IFN-I), ademas de
la familia de IL-10 de citocinas, y sefializan mediante un receptor heterodimérico, que consiste en una cadena Unica
para IFN-A (IFN-A R1 o IL-28Ra) y otra cadena (IL-10R2), que es compartida con citocinas relacionadas con IL-10.
Los IFN-A poseen funciones antivirales, antitumorales y diversas funciones inmunomoduladoras y se parecen en
muchas formas a la funcion de IFN-I (Li et al., 2009). A diferencia de la expresion ubicua del receptor de IFN-I, la
expresion del receptor de IFN-A esta restringida a tipos limitados de células que incluyen células epiteliales y células
dendriticas plasmacitoides (CDp) (Ank et al., 2008; Sommereyns et al., 2008). La exposicion a virus o analogos de
acidos nucleicos tales como poli IC o CpG-oligonucleétidos (ODN), condiciones conocidas por desencadenar la
produccion de IFN-I, también inducen IFN-A y dependen en gran medida de componentes de sefializacion similares
(Ank et al., 2008; Osterlund et al., 2007; Onoguchi et al., 2007). Los IFN-A desempefian una funcion en la proteccion
inducida por receptores de tipo toll (TLR) contra infecciones virales mucosas e informes recientes asocian el gen IL-
28B con una capacidad para eliminar y recuperar de infeccion de hepatitis C (Ank et al., 2008; Ge et al., 2009). Asi,
es de suma importancia entender el origen celular de IFN-A y la regulacion de su produccion.

Se han descrito varios tipos de células para producir IFN-A, que incluyen células dendriticas (CD) derivadas de
monocitos y células dendriticas plasmacitoides (CDp), pero el origen celular de IFN-A inducido por acidos nucleicos
bicatenarios (bc) in vivo es todavia impreciso (Coccia et al., 2004; Ank et al., 2008; Osterlund et al., 2005). Las CD
derivadas de monocitos no son CD convencionales CD8+ (CDc CD8+) o equivalentes de CDc CD8+ (CDce CD8+),
ya que las CDce CD8+ implican ligando (de FIt3) de ligando de tirosina cinasa 3 relacionado con Fms (FL), pero no
GM-CSF, para el desarrollo. Las CD derivadas de monocitos dependen completamente de GM-CSF para el
desarrollo, aun cuando GM-CSF podria combinarse con otras citocinas tales como IL-4 o TNF-alfa (TNF-a). Las CD
dependientes de GM-CSF no son equivalentes de CD en estado estacionario debido a la falta de GM-CSF o el
receptor de GM-CSF no tiene influencia sobre la presencia de subconjuntos de CDp o CDc normales en 6rganos
linfoides (Naik et al. 2008). Si se generan células in vitro con la combinacion de GM-CSF y FL, solo se desarrollan
CD GM-CSF, pero no CDp o CDce CD8+ (Gilliet et al. 2002).

El acido poliinosinico:policitidilico (poli IC) es un mimético de ARN bicatenario (bc) viral generado durante
infecciones virales y es reconocido por TLR3 dependiente de TRIF o helicasas similares a Rig (RLH) dependientes
de Cardif (IPS-1, MAVS, VISA) in vivo. Se usa comunmente como estimulante inmunitario y es un excelente
adyuvante para la induccién de respuestas de linfocitos T CD4 Th1 en un modelo de vacuna dirigido a CD (Longhi et
al., 2009).

Las células dendriticas convencionales (CDc) no solo son células presentadoras de antigenos eficaces, sino que
también son conocidas como una fuente innata de citocinas. Entre las CDc de ratén, se identificé un subconjunto
definido por la expresion de homodimeros de CD8aa (CD8+) como los principales productores de IL-12p70 en
diversos érganos que incluyen bazo, ganglios linfaticos, timo e higado (Reis e Sousa et al., 1997; Hochrein et al.,
2001; Pillarisetty et al., 2004). Otra caracteristica funcional de las CDc CD8+ es su capacidad para la presentacion
cruzada (Shortman et al., 2009).

Las CDc CD8+ son claramente un subconjunto de CD funcionalmente distinto. Sin embargo, estos atributos
funcionales pueden no siempre corresponderse con la expresion de CD8. Asi, aparte de la molécula de CD8,
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pueden usarse otras combinaciones de marcadores superficiales para identificar CDc CD8+ o sus equivalentes
funcionales que pueden carecer de expresién de CD8 (eCD8+). Entre las células altas de clase |l de MHC CD11c”,
pueden usarse diversas combinaciones de alta expresién de CD205, CD103, Necl2, Clec9a, CD24 acompafada con
expresion negativa o baja de CD11b y CD172a (Hochrein y O'Keeffe, 2008; Shortman et al., 2009).

Pueden generarse subconjuntos de CD in vitro a partir de células precursoras de la médula 6sea en presencia de
ligando de FIt3 (FL), FLDC (Brasel et al., 2000). Las CDC de FLDC carecen de expresion de CD8 y CD4, pero
usando los marcadores descritos anteriormente, pueden dividirse en subconjuntos funcionalmente distintos que se
parecen a CDc del bazo. Se ha identificado el subconjunto de FLDC como eCD8+, ya que depende de los mismos
factores de transcripcion para el desarrollo de CDc CD8+, expresa varios marcadores superficiales caracteristicos,
tales como alta expresion de Clec9a, pero baja expresion de CD11b y CD172a, y muestra un perfil de expresion
similar de TLR. Funcionalmente, las CD eCD8+ demuestran una sensibilidad por el ligando de TLR similar, ademas
de alta produccion de IL-12p70 y eficiente presentacion cruzada. Tras la transferencia in vivo y recuperacion en el
bazo, las CD eCD8+ expresan CD8 sobre su superficie (Naik et al., 2005).

La expresion de los diferentes sistemas de deteccion de acidos nucleicos TLR3, TLR7, o TLR9 y RLH varia entre
subconjuntos de CD (Hochrein y O'Keeffe, 2008). Las funciones en la direccion 3' después de la cooperacion de
estos receptores también se diferencia entre las diferentes CD. Las CDp usan predominantemente TLR7 y TLR9
para la deteccién de acidos nucleicos, produciendo la alta produccién de IFN-I e IFN-A. Entre las CDc, las CDc CD8+
expresan altamente TLR3, pero carecen de expresion de TLR7 (Edwards et al., 2003). Ademas, se ha encontrado
por protedmica que las CDc CD8+, a diferencia de las CDc CD8-, dificilmente expresan RLH y como consecuencia
son incapaces de detectar los virus de ARN monocatenario (mc) virus de Sendai o de la gripe (Luber et al., 2010).

CD8 no se expresa en CD humanas, mientras que CD4 es expresada por todos los subconjuntos de CD, y asi tienen
que emplearse otros marcadores para definir subconjuntos de CD humanas y para alinear posiblemente los
homologos de ratéon y humanos. Se ha establecido un conjunto de anticuerpos designado BDCA1-4 y se usa para
diferenciar entre CDp y subconjuntos de CDc (Dzionek et al., 2000). Se han propuesto CD BDCAS3-positivas
humanas como las CD eCD8+ humanas ya que, al igual que las CD eCD8+ de raton, expresan selectivamente altos
niveles de Clec9a y Necl2, pero solo bajas cantidades de CD11b (Shortman et al., 2009). El analisis transcripcional
de genoma completo confirmé una estrecha relacion de CDc CD8+ murinas con CDc BDCA3+ humanas (Robbins et
al., 2008). Al igual que con las CDce CD8+ de raton, las CDc BDCA3+ humanas se han encontrado en diversos
organos que incluyen sangre, bazo, pulmén, amigdalas, ganglios linfaticos, colon e higado. La correlacion funcional
entre estos subconjuntos de CD humanas y de raton es escasa, aunque las CDc CD11b® de timo humano se
correlacionaron con las CD CD11b°¥ timicas de ratén con alta produccion de IL-12p70 (Vandenabeele et al., 2001;
Hochrein et al., 2001).

Miyake at al., 2009, describen que poli IC activa células NK mediante vias dependiente de IPS-1 y TRIF. Ambas vias
participaron en la supresion de tumores B16 mediante células NK. Se identificaron CDc CD8a+ como fuente de IFN
de tipo | (IFN-alfa/beta), IL-6 e IL-12p40 y responsables de la activacion de células NK como se mide por la
produccion de IFN-gamma por células NK.

Schulz et al., 2005, describen que el ARNbc presente en células viralmente infectadas es reconocido por células
dendriticas mediante TLR3. Que poli IC activa CDc CD8a+ (aumento de marcadores superficiales tales como CDA40,
CD86, CD80 y activacion génica de TNF-alfa, IL-6 e IFN-alfa/beta, pero solo podria detectarse la proteina IL-6). Se
mostré que TLR3 era necesario para esta activacion y que las CDc CD8a+ activadas indujeron la induccion de CTL
mas fuerte mediante presentacion cruzada.

Diebold et al., 2009, describen que el plasmido de replicén induce productos intermedios de ARNbc que se detectan
por CDc CD8a+ en una forma dependiente de TLR3. A diferencia, la activacion de CTL fue independiente de TLR3.

El documento WO 2006/054177 describe que ciertos tumores expresan TLR3 y que estos tumores podrian tratarse
con agonistas de TLR3 tales como poli AU.

El documento WO 2009/088401 describe que las combinaciones de ligandos de TLR, siendo una de ellas un
agonista de TLR3, inducirian elevadas respuestas inmunitarias (adaptativas), especialmente respuestas de linfocitos
T CD8 especificas de antigeno. Las reivindicaciones también incluyen activacion de células dendriticas con
combinaciones de agonistas de TLR3 y otros agonistas de TLR y la reivindicacién potencio respuestas de linfocitos T
CD8 que incluyen citocinas potenciadas producidas por los linfocitos T.

El documento WO 2004/060319 describe que las combinaciones de agonistas de TLR y agonista de TNF/R
aumentan la cantidad de una respuesta inmunitaria especifica de antigeno. Estas respuestas especificas de
antigeno fueron tanto de linfocitos T colaboradores (linfocitos T CD4) como de linfocitos T citoliticos (linfocitos T
CD8). El documento WO 94/28391 describe que los ligandos para FLT3 pueden usarse para expansion de células
madre hematopoyéticas u otras células inmunitarias. Se describen diferentes formas de ligandos de FIt3.

El documento WO 2008/131926 describe que M-CSF puede usarse independiente de ligandos de FIt3 o GM-CSF
para inducir la generacion de células dendriticas. En particular, la produccion de CDp era independiente de FL y de
CDc independientes de GM-CSF.

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2626 595 T3

Ank et al., 2008, describen que muchos tipos de células diferentes producen IFN-lambda a ligandos de TLR o virus.
También analiza la expresion de receptores de IFN-lambda y usos de modelos de infeccion de virus in vivo. La
administracion local (intravaginal) de poli IC o CpG-ODN protegio a los ratones de la exposicion a HSV-2 intravaginal
mortal. Describe también que las CDc, CDp, linfocitos B, linfocitos T y macréfagos del bazo produjeron ARNm de
IFN-lambda en respuesta a HSV-2.

Sheppard et al., 2003, describen la existencia de los IFN-lambda y que estan relacionados con la familia de citocinas
IFN-l e IL-10. Muestra ARNm para IFN-lambda (IL-28A, IL-28B, IL-29), IFN-alfa e IFN-beta de CMSP humanas
después del tratamiento con poli IC o infeccién por EMCV. EI ARNm de los 3 IFN-lambdas e IFN-alfa e IFN-beta se
regularon por incremento tras la exposicion a tanto poli IC como virus.

O'Keeffe et al., 2002, describe el aumento de subconjuntos de CD en respuesta a diversos factores de crecimiento
que incluye mostrar el aumento de CDc CD8a en respuesta a ligando de flt3. Se analizo6 la produccién de I1L-12p40 e
IL-12p70 en respuesta a CpG y CDc CD8a+ y después de FL a ProGP (proteina de fusién de FL y G-CSF) las CDc
CDB8a™ fueron los principales productores de IL-12p70.

Sin embargo, ninguno de los documentos y solicitudes de patente anteriormente citados proporciona una pista sobre
células que son la fuente de IFN-lambda.

Es, por tanto, un objetivo de la presente invencién proporcionar el tipo de especifico de CDc, que es el principal
productor de IFN-A inducido por acidos nucleicos bc.

SUMARIO DE LA INVENCION
La presente invencion proporciona los siguientes puntos:

Un primer aspecto de la invencion proporciona un método in vitro de generacion u obtencion de una poblacion
de células dendriticas convencionales CD8+ o eCD8+ que producen IFN-A, en el que dichas CDce CD8+
expresan Clec9a y/o Necl2, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacion de células que comprende células dendriticas convencionales CD8+ y/o
eCD8+;

(b) poner en contacto dicha poblaciéon de células con un agente que aumenta el nivel de dichas células
dendriticas convencionales, en el que el agente es ligando de Flt3 o ligando de receptor de M-CSF;

c) poner en contacto dichas células dendriticas convencionales con un acido nucleico bicatenario (bc) o
analogo del mismo; y

(d) aislar células positivas para Clec9a y/o Necl2 que producen IFN-A de dichas células dendriticas
convencionales CD8+ y/o eCD8+.

Un segundo aspecto de la invencién proporciona el método del primer aspecto, en el que la poblacién de células se
incuba ademas con un potenciador de la produccién de IFN-A, en el que el potenciador es

a) un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de
TLR4, un ligando de TLRY, un ligando de TLR10 y/o un ligando de TLR11; y/o

b) un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un ligando
de CD40; y/o

c) una citocina, en el que la citocina es preferentemente IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

Un tercer aspecto de la invencién proporciona una composicién que comprende una poblacién de células dendriticas
convencionales CD8+ y/o eCD8+ humanas que producen IFN-A obtenibles por el método de uno cualquiera del
aspecto 1 0 2, en el que dichas células dendriticas convencionales expresan Clec9a y/o Necl2.

Un cuarto aspecto de la invencién proporciona una composicion del aspecto 3, en el que dicha composicién es una
composicion farmacéutica.

Un quinto aspecto de la invencién proporciona células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+ humanas que
producen IFN-A obtenibles por el método de uno cualquiera del aspecto 1 0 2 o la composiciéon de uno cualquiera del
aspecto 3 0 4 para su uso en un método de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad, en el que dicha
enfermedad es una enfermedad infecciosa, en particular una infeccién viral, preferentemente una infeccion viral
persistente, mas preferentemente una infeccion viral del higado y/o una infeccién por el virus del herpes, lo mas
preferentemente una infeccion por el virus de la hepatitis; o cancer.

Un sexto aspecto de la invencion proporciona una composicion que comprende un acido nucleico bicatenario (bc) o
analogo del mismo para su uso en un método de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad por la induccion de
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IFN-o en células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ y en el que dichas CDce CD8+ expresan
Clec9a y/o Necl2, en el que dicha enfermedad es una enfermedad infecciosa, en particular una infeccion viral,
preferentemente una infeccion viral persistente, mas preferentemente una infeccion viral del higado y/o una infeccion
por el virus del herpes, lo mas preferentemente una infeccién por el virus de la hepatitis; o cancer.

Un séptimo aspecto de la invencién proporciona una composiciéon para su uso en un método del aspecto 6 que
comprende ademas un agente que aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+
seleccionadas de ligando de FIt3 y/o un ligando de receptor de M-CSF, en el que dichas CDce CD8+ expresan
Clec9a y/o Necl2.

Un octavo aspecto de la invencion proporciona la composicion para su uso en el método del aspecto 6 o 7, en el que
dicho cancer es un carcinoma de células escamosas o un adenocarcinoma.

Un noveno aspecto de la invencién proporciona la composiciéon para su uso en el método de uno cualquiera de los
aspectos 6 a 8, que comprende ademas un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico
bc, en el que el agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc es

a) un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de
TLR4, un ligando de TLRY, un ligando de TLR10 y/o un ligando de TLR11; y/o

b) un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un
ligando de CD40; y/o

c) una citocina, en el que la citocina es preferentemente un ligando de FIt3, un ligando de receptor de M-
CSF, IL-3, GM-CSF, IL-4, o IFN-y.

Un décimo aspecto de la invencién proporciona la composicién para su uso en el método de uno cualquiera de los
aspectos 7 a 9, en el que dicho analogo de un acido nucleico bc es poli IC, poli AU, poli ICLC, poli dAdT.

DESCRIPCION DETALLADA Y DIVULGACION

Los siguientes puntos se desvelan en el presente documento:

[1] Una composiciéon que comprende un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para su uso en
la induccién de IFN-A, produccion en células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+, en la que
dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2. Preferentemente, dichas CDc convencionales son CDc
humanas.

[2] Uso de un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para la preparacion de una composicion
farmacéutica para la induccién de la produccion de IFN-A en células dendriticas convencionales CD8+ y/o
eCD8+, en el que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2. Preferentemente, dichas CDc
convencionales son CDc humanas.

[3] La composicion del punto [1] o el uso del punto [2] para su uso en un método de prevencién y/o
tratamiento de una enfermedad dependiente de IFN-A.

[4] La composicién del punto [1] o [3] o el uso del punto [2] o [3], en el que dicho acido nucleico bicatenario
(bc) o analogo del mismo se administra a células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ de un
sujeto ex vivo, dichas CDc se aislan preferentemente de dicho sujeto.

[5] La composicion o uso del punto [4], en el que un agente que aumenta el nivel de células dendriticas
convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ se administra a dichas CDc aisladas ex vivo antes de la
administracion de dicho acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo.

[6] La composiciéon o uso de uno cualquiera de los puntos 1 a 5, en la que dicho acido nucleico bc es
ARNbc o ADNbc.

[7] La composicion o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [6], en la que dicha induccién es
independiente de TLR dependientes de MyD88.

[8] La composicion o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [7], en la que dicha induccién es
independiente de (la molécula adaptadora) MyD88.

[9] La composicion o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [8], en el que dicha induccién es
independiente de (la molécula adaptadora para helicasas similares a Rig) Cardif.

[10] La composicion o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [9], en la que dicha induccién es
independiente de TRIF.
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[11] La composicién o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [10], en la que dicha induccion es
independiente de TLR-7 y/o TLR-9.

[12] La composicién o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [11], en la que dicha induccién esta
mediada por TLR-3.

[13] La composicién o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [12], en la que dicha induccién esta
mediada por IRF3 y/o IRF7.

[14] La composicién o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [13], en la que dicha induccién esta
mediada por IRF8.

[15] La composicién o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [14], en la que dicha induccién esta
mediada por IFN-IR.

[16] La composicidon o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [15], en la que dicha composicién
comprende ademas un agente que aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o
eCD8+.

[17] La composicién o uso del punto [16], en la que dicho agente que aumenta el nivel de células
dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+ es un ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF.

[18] La composicidon o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [17], en la que dicha composicién
comprende ademas un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc.

[19] La composicion o uso del punto [18], en el que el agente que potencia la produccion de IFN-A basada
en acido nucleico bc es un agente que es un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es
preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 o un
ligando de TLR11; o un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es
preferentemente un ligando de CD40 o una citocina, en el que la citocina es preferentemente un ligando de
FIt3, un ligando de receptor de M-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

[20] Una composicion que comprende un agente que aumenta el nivel de células dendriticas
convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+, en la que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2, en
combinacién con un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para su uso en un método de
prevencion y/o tratamiento de una enfermedad dependiente de IFN-A, que comprende

(@) administrar a un sujeto dicho agente que aumenta el nivel de células dendriticas
convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+; y

(b) administrar a un sujeto un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para inducir la
produccion de IFN-A en células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+.

[21] La composicion del punto [20], en el que dicho agente que aumenta el nivel de células dendriticas
convencionales CD8+ y/o eCD8+ es un ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF.

[22] La composicion o uso de uno cualquiera de los puntos [1] a [21], en la que dicha enfermedad
dependiente de IFN-A es una enfermedad infecciosa o cancer.

[23] La composicién o uso del punto [22], en la que dicha enfermedad dependiente de IFN-A es una
enfermedad de sangre, bazo, pulmén, amigdalas, ganglios linfaticos, colon o higado.

[24] La composicion o uso del punto [22] o [23], en el que dicha enfermedad infecciosa es una infeccién
viral.

[25] La composicion o uso del punto [24], en el que dicha infeccion viral es una infeccién por un virus que
comprende ARNbc o ADNbc.

[26] La composicion o uso del punto [24] o [25], en el que dicha infeccién viral es una infeccién viral
persistente, preferentemente una infeccion viral del higado o una infecciéon por el virus del herpes, mas
preferentemente una infeccion por el virus de la hepatitis.

[27] Un método in vitro de produccion de IFN-A y/o generacion u obtencion de una poblaciéon de células
dendriticas convencionales CD8+ o eCD8+ que producen IFN-A, en el que dichas CDce CD8+ expresan
Clec9a y/o Necl2, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblaciéon de células que comprende células dendriticas convencionales
CD8+ y/o eCD8+;



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2626 595 T3

(b) poner en contacto dichas células dendriticas convencionales con un agente que aumenta el
nivel de dichas células dendriticas convencionales, dicho agente es preferentemente un ligando de
FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF; y

(c) poner en contacto dichas células dendriticas convencionales con un acido nucleico bicatenario
(bc) o analogo del mismo.

[28] EI método del punto [27], en el que la poblacion de células se incuba ademas con un potenciador de la
produccién de IFN-A.

[29] El método del punto [28], en el que el potenciador es un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es
preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 o un
ligando de TLR11; o un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es
preferentemente un ligando de CD40 o una citocina, en el que la citocina es preferentemente IL-3, GM-
CSF, IL-4 o IFN-y.

[30] Una composicién farmacéutica que comprende una poblacién de células dendriticas convencionales
CD8+ y/o eCD8+ humanas que producen IFN-A obtenibles por el método de uno cualquiera de los puntos
27 a 29y, opcionalmente, un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[31] Un método in vitro de deteccion o cribado de células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+
humanas, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacion de células que comprende células dendriticas;
(b) seleccionar células dendriticas BDCA3+;

(c) poner en contacto dichas células BDCA3+ con un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del
mismo;

(d) detectar la produccion de IFN-A; y

(e) correlacionar la produccion de IFN-A con la presencia de células dendriticas convencionales
CD8+ y/o eCD8+.

[32] ElI método del punto [31] para cribar o detectar la presencia de células dendriticas convencionales
CD8+ y/o eCD8+ en una biopsia, preferentemente una biopsia de un érgano o sangre.

[33] Un método de induccién de la produccion de IFN-A en una poblacién de células dendriticas
convencionales (CDc) (humanas) que comprende poner en contacto ex vivo CDc con un acido nucleico
bicatenario (bc) o analogo del mismo.

[34] El método del punto [33], en el que CDc pretratadas con ligando de FIt3 y/o ligando de receptor de M-
CSF se ponen en contacto ex vivo con dicho acido nucleico bc.

[35] La composicion, uso o método de uno cualquiera de los puntos precedentes, en el que dicho analogo
de un acido nucleico bc es poli IC, poli AU, poli ICLC, poli dAaT

[36] Una composicion que comprende un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo que se dirige
a CD8+ y/o CDce CD8+ para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa o
cancer, preferentemente una infeccion viral.

[37] Una preparacion combinada que comprende un acido nucleico bc o analogo del mismo que se dirige a
CD8+ y/o CDce CD8+ y un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc.

[38] La preparacion combinada segun el punto [37], en la que el agente que potencia la produccion de IFN-A
basada en acido nucleico bc es un ligando de TLR, en la que el ligando de TLR es preferentemente un
ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 o un ligando de TLR11; o
un miembro de la familia de TNF, en la que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un ligando
de CD40 o una citocina, en la que la citocina es preferentemente un ligando de FIt3, un ligando de receptor
de M-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

[39] Un ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF para su uso en aumentar el nivel de CD8+ y/o
CDce CD8+ en un sujeto que padece una enfermedad infecciosa o cancer, preferentemente una infeccion
viral.

[40] La composiciéon segun el punto [36], o el ligando de FIt3 o ligando de receptor de M-CSF segun el
punto [39], en la que la infeccidn viral es una infeccion viral persistente, preferentemente una infeccion viral
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del higado o una infeccion por el virus del herpes, mas preferentemente una infeccion por el virus de la
hepatitis.

[41] Un método in vitro de produccion de IFN-A y/o generacion u obtencion de una poblacion de CD8+ o
CDce CD8+ que producen IFN-A, que comprende las etapas de: (a) proporcionar una poblacion de células
que comprende CD8+ y/o CDce CD8+; y (b) poner en contacto las CDc con un acido nucleico bc o analogo
del mismo.

[42] EI método segun el punto [41], en el que la poblacidon de células se incuba con un potenciador de la
produccién de IFN-A.

[43] El método segun el punto [42], en el que el potenciador es un ligando de TLR, en el que el ligando de
TLR es preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de
TLR10 o un ligando de TLR11; o un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de
TNF es preferentemente un ligando de CD40 o una citocina, en el que la citocina es preferentemente IL-3,
GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

[44] Una composicion farmacéutica que comprende una poblacién de CD8+ y/o CDce CD8+ que producen
IFN-A obtenibles por el método segun uno cualquiera de los puntos [41] a [43] y, opcionalmente, un vehiculo
o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[45] Un método in vitro de deteccion o cribado de CD8+ y/o CDce CD8+, que comprende las etapas de: (a)
proporcionar una poblacién de células; (b) poner en contacto las células con un acido nucleico bc o analogo
del mismo capaz de estimular o inducir la produccion de IFN-A en CD8+ y/o CDce CD8+; (c) detectar la
produccion de IFN-A; y (d) correlacionar la produccion de IFN-A con la presencia de CD8+ y/o CDce CD8+.

[46] EI método segun el punto [45] de cribado o deteccion de la presencia de CD8+ y/o CDce CD8+ en una
biopsia, preferentemente una biopsia de un érgano o sangre.

[47] Un método de induccion de la produccion de IFN-A en una poblacion de CDc que comprende poner en
contacto ex vivo una CDc con un acido nucleico bc o analogo del mismo.

[48] ElI método segun el punto [47], en el que las CDc pretratadas con ligando de FIt3 y/o ligando de
receptor de M-CSF se ponen en contacto ex vivo con dicho acido nucleico bc.

Debe observarse que, como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "una", "el" y "la" incluyen
referencias al plural, a menos que el contexto indique claramente de otro modo. Asi, por ejemplo, referencia a "un
agente" incluye uno o mas de tales reactivos diferentes y referencia a "el método" incluye referencia a etapas y
métodos equivalentes conocidos para aquellos expertos habituales en la materia que podrian modificarse o
sustituirse por los métodos descritos en el presente documento.

A menos que se indique lo contrario, el término "al menos" precediendo a una serie de elementos debe entenderse
para referirse a cada elemento en la serie. Aquellos expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de
determinar usando no mas de experimentacion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la
invencion descritas en el presente documento. Tales equivalentes pretenden estar englobados por la presente
invencion.

En toda esta memoria descriptiva y las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto lo requiera de otro
modo, se entendera que la palabra "comprenden”, y variaciones tales como "comprende" y "que comprende”,
implican la inclusién de un numero entero establecido o etapa o grupo de numeros enteros o etapas, pero no la
exclusion de cualquier otro nimero entero o etapa o grupo de numero entero o etapa. Cuando se usa en el presente
documento, el término "que comprende" puede estar sustituido con el término "que contiene" o algunas veces
cuando se usa en el presente documento con el término "que tiene".

Cuando se usa en el presente documento, "que consiste en" excluye cualquier elemento, etapa o componente no
especificado en el elemento de reivindicacion. Cuando se usa en el presente documento, "que consiste
esencialmente en" no excluye materiales o etapas que no afectan materialmente las caracteristicas basicas y
novedosas de la reivindicacion.

En cada caso en el presente documento, cualquiera de los términos "que comprende", "que consiste esencialmente
en" y "que consiste en" puede sustituirse con cualquiera de los otros dos términos.

Como se describe en el presente documento, "realizacion preferida" significa "realizacion preferida de la presente
invencion". Asimismo, como se describe en el presente documento, "diversas realizaciones" y "otra realizacion"
significan "diversas realizaciones de la presente invencién" y "otra realizacion de la presente invencion",
respectivamente.

Se citan varios documentos en todo el texto de esta memoria descriptiva.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La invencion se basa en el hallazgo de que el ARNbc induce la producciéon de IFN-A en CD convencionales CD8+
(CDc CD8+) y equivalentes de CDc CD8+ (CDce CD8+), mientras que se sabe en el estado de la técnica que las CD
plasmacitoides (CDp) son responsables de la produccién de IFN-A por un mecanismo diferente.

Los inventores de la presente solicitud encontraron sorprendentemente que los acidos nucleicos bc, como ARNbc o
ADNbc, ademas de analogos de acido nucleico bc sintéticos, tales como poli IC, inducen grandes cantidades de IFN-
A en CD convencionales CD8+ (CDc CD8+) y equivalentes de CDc CD8+ (CDce CD8+), pero no en CDp o en otros
subconjuntos de CDc. Poner en contacto CD8+ o CDce CD8+ con acido nucleico bc o un analogo del mismo
estimula la produccion de IFN-A.

Las CD plasmacitoides (CDp) producen grandes cantidades de IFN-A en condiciones que también inducen grandes
cantidades de IFN-alfa (IFN-a). Esta producciéon mediante CDp es completamente dependiente de la presencia de la
molécula adaptadora del receptor de tipo toll (TLR) MyD88. Usando varios ratones de genes inactivados, los
presentes inventores fueron capaces de demostrar que la produccion de IFN-A de CDc CD8+ en respuesta a un
analogo de acido nucleico bc sintético es independiente de TLR dependientes de MyD88, independiente de la
molécula adaptadora para TLR, MyD88, independiente de la molécula adaptadora para helicasas similares a Rig,
Cardif, independiente de TRIF que es un interferon-f3 inductor de adaptador que contiene dominio de TIR (TRIF) que
responde a la activacion de receptores de tipo toll (TLR), independiente de TLR-7 y/o independiente de TLR-9.

TLR-7 reconoce ARNmc, TLR-9 reconoce ADNbc, mientras que TLR-3 reconoce ARNbc. De forma interesante,
células dendriticas convencionales humanas (es decir, células BDCA3+) no expresan TLR-9, mientras que células
dendriticas plasmacitoides humanas expresan TLR-9. Sin embargo, aun asi las células dendriticas convencionales
humanas pueden reconocer ADNbc y ser asi inducidas para producir IFN-A, como se muestra en los ejemplos
adjuntos (véase el Ejemplo 11).

Ademas, usando ratones de genes inactivados adicionales, los presentes inventores encontraron que la produccion
de IFN-A esta mediada por TLR-3 (es decir, el receptor que reconoce ARNbc). Ademas, los presentes inventores
encontraron que la produccion de IFN-A esta mediada por IRF3 y/o IRF7, IRF8 y/o IFN-RI.

IRF3, IRF7 y IRF8 son miembros de la familia del factor de transcripcion regulador de interferén (IRF), mientras que
IFN-RI es el receptor de IFN tipo I.

Especificamente, en la presente invencion se identificaron CD8+ y CDce CD8+ de raton como los principales
productores de IFN-A en respuesta a acidos nucleicos bc (ARNbc o ADNbc), ademas de analogos de acido nucleico
bc sintéticos, tales como poli IC, in vitro e in vivo. La naturaleza del estimulo y el medio de citocinas determinaron si
las CDc CD8+ produjeron IFN-A o IL-12p70. La produccion de IFN-A, pero no IFN-a, a poli IC in vivo se suprimié en
ratones que carecieron de la mayoria de las CD debido a una ausencia del ligando de tirosina cinasa 3 relacionado
con Fms. Se mostré que el TLR3, pero no RLH, estaba implicado en la produccién de IFN-A inducida por poli IC in
vivo. También se mostré que IRF7, que se requiere para la producciéon de IFN de tipo | dependiente de MyD88,
estaba implicado en esta produccién de IFN-A. Las CD humanas BDCA3+, que se propuso que eran equivalentes de
CD CD8+ de raton, presentaron la mayor produccion de IFN-A1 e IFN-A2 tras la estimulacion de poli IC. Se han
identificado CDc CD8+ equivalentes en ratéon y ser humano como la principal fuente de IFN-A en respuesta a acidos
nucleicos bc (ARNbc o ADNbc), ademas de analogos de acido nucleico bc sintéticos, tales como poli IC.

Dentro de todas las especies estudiadas, células dendriticas son células raras presentes en sangre, piel, y todos los
organos linfoides. En el bazo, por ejemplo, representan aproximadamente el 1 % de los esplenocitos totales. Aun, es
evidente que estas células raras son cruciales para respuestas inmunitarias normales. Los ratones agotados en CD
muestran respuestas inmunitarias defectuosas a infecciones virales (Ciavarra et al., 2006), parasiticas (Jung et al.,
2002; Liu et al., 2006a) y bacterianas (Jung et al., 2002).

Se han llevado a cabo estudios mas amplios de subtipos de CD en el sistema de ratén. Es evidente que dentro de
cada organo linfoide y sangre de raton hay dos categorias distintas de CD: CD convencionales (CDc) y CD
plasmacitoides (CDp). Existe el mismo escenario en otras especies de mamifero, que incluyen seres humanos. Por
consiguiente, las CD8+ y CDce CD8+ de la presente invencién pueden separarse ademas por fenotipo, funcién y
origen. Dentro del bazo murino se han definido tres subconjuntos de CDc importantes (véase la Tabla 1). Basandose
en su expresion selectiva de las moléculas CD8-alfa (CD8a) y CD4 se llaman CDCD8+ (CD8*°, CD4"?), CD CD4+
(CD8"™9, CD4"**) y CD-DN de negativo doble (CD8"?, CD4"™).
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TABLA 1. Expresion diferencial de moléculas seleccionadas sobre la superficie celular de subconjuntos de CDc de

bazo.
CD4(-) CD8(-) CD4(+) CD8(-) CD4(-) CD8(+)

CD1d +/- +/- T+

CD5 + ++ /-
CD11b ++ ++ +/-
CD22 + ++ +-
CD24 + + +++
CD36 +/- +/- ++
CD49f + + Tt
CD72 + ¥ N
CD81 + +/- T+
CD103 - - I+
CD205 + + Tt
CD207 - - T
F4/80 ++ ++ +/-
Clec9a - - T
Necl2 - - T+
XCR1 - - I+
Sirp-a ++ ++ +/-

Las CD8+ y CDce CD8+ de la presente invencion pueden caracterizarse ademas por la expresion diferencial de
moléculas seleccionadas segun la Tabla 1 anterior. En particular, el experto, si fuera necesario, estara facilmente en
posicion de encontrar las moléculas homoélogas humanas sobre la superficie celular de subconjuntos de CDc de
bazo en caso de que la Tabla 1 solo proporcione la molécula de ratén y viceversa.

Ademas de la diferenciacion fenotipica se han identificado varias diferencias funcionales, por ejemplo las CD CD8+
son los principales presentadores cruzados, los principales productores de IL-12p70 y son capaces de responder a
ARNbc mediante TLR3. A diferencia, no pueden responder a ARNmc debido a la falta de los receptores de ARNmc
TLR7 y RIG-I.

Mientras que las CDp son conocidas por producir IFN-A en respuesta a CpG-ADN o a virus de Sendai (SeV), los
inventores de la presente solicitud han descubierto sorprendentemente que las CDc CD8+ son los Unicos
productores de IFN-A en respuesta a ARNbc.

Ademas del aislamiento de subconjuntos de CD del animal, pueden generarse subconjuntos de CD utilizando
ligando de FIt3 (o ligando de receptor de M-CSF) para conducir los precursores de médula 6sea de ratéon en CDc y
CDp (Brasel et al., 2000; Brawand et al., 2002; Gilliet et al., 2002; Hochrein et al., 2002; Fancke et al., 2008). Estos
sistemas generan altos numeros de CDc y CDp inmaduras y ha sido fundamental en definir las CDp de ratdon en
particular.

Subconjuntos de CD en cultivos de ligando de FIt3: se definen subconjuntos de CDp y CDc con la ayuda de
marcadores superficiales del siguiente modo:

CDp: CD11CP*, CD11b°¥, B220?"®, CD45RA®"®, CD24°#2, Sirp-a"°®
CDc equivalentes de CD CD8"™¢ (CD eCD8™9): CD11¢™, CD11b™", B220™9, CD45RA™?, CD24°*?, Sirp-a™*
CDc equivalentes de CD CD8+ (CD eCD8+): CD11¢™®, CD11b", B220"%%, CD45RA™¢, CD24%"™, Sirp-a"*?

10
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El hallazgo de que CD8+ y CDce CD8+ son los principales productores de IFN-A permite usar esta caracteristica
para identificar CD8+ y/o CDce CD8+ en diferentes poblaciones de células mixtas de diferentes 6rganos. En
aquellas poblaciones mixtas la produccion de IFN-A se corresponde con la presencia de CD8+ y/o CDce CD8+ y asi
permite detectar la presencia de CDce CD8+ mediante su citocina especifica que producen.

DEFINICIONES

En la presente invencion, el IFN-A puede ser IFN-A1, IFN-A2 o IFN-A-3, que también se denominan IL-29, IL-28A e IL-
28B, respectivamente.

En la presente invencion, el término "bc" se usa igualmente que los términos "de hebra doble" y "bicatenario”,
respectivamente. Asimismo, el término "mc" se usa igualmente que los términos "de hebra Gnica" y "monocatenario”.
Acido nucleico bc incluye tanto ARNbc como ADNDbc.

Poli IC es un ARNbc desapareado con una hebra que es un polimero de acido inosinico, la otra un polimero de acido
citidilico. Poli IC es un ARN de hebra doble sintético y, asi puede considerarse como un analogo sintético de ARNbc.
Poli IC es una herramienta comun para la investigacion cientifica sobre el sistema inmunitario. En una realizacion
preferida, el acido nucleico bc o analogo del mismo segun la presente invencion es poli IC. Sin embargo, analogos
sintéticos adicionales de acidos nucleicos bc son igualmente adecuados segun la presente invencién como, por
ejemplo, acido poliadenilico-poliuridilico (poli AU), que es un ARNbc sintético, sefializando exclusivamente mediante
TLR3 (Wang et al. 2002). Asimismo, igualmente adecuado es poli (ICLC), que es un poli IC complejado con
carboximetilcelulosa y poli L-lisina (Longhi et al., 2009), o poli (dA:dT), que es un ADNbc sintético de poli (dA-dT)*poli
(dA:dT) complejado con liposomas (Ishii et al., 2006). Los analogos sintéticos adicionales de acidos nucleicos bc
descritos en Wang et al. 2002, Longhi et al., 2009 y Ishii et al., 2006 se incorporan en el presente documento por
referencia como analogos sintéticos de acidos nucleicos bc, que son igualmente adecuados en la presente
invencion. También son adecuados oligonucledtidos bc artificiales (sentido y antisentido), que pueden
proporcionarse en combinacién con reactivos transfectantes.

Como se usa en el presente documento, la expresion "diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable" pretende
incluir sustancias que pueden co-administrarse con el compuesto activo del medicamento y permitir que el
compuesto activo realice su funcién indicada. Ejemplos de tales vehiculos incluyen disoluciones, disolventes, medios
de dispersion, agentes de retardo, emulsiones y similares. Los usos de tales medios para las sustancias
farmacéuticamente activas son muy conocidos en la técnica. Cualquier otro vehiculo convencional adecuado para su
uso en la presente invencién entra dentro del alcance de la presente invencion.

El término "cantidad eficaz" segun la presente invencion se refiere a la cantidad necesaria o suficiente para realizar
un efecto deseado, en particular uno médico y/o bioldgico.

En la presente invencion, el acido nucleico bc o analogo del mismo que esta estimulando o induciendo la produccion
de IFN-A en CD8+ y/o CDce CD8+ es preferentemente ADNbc o ARNbc, que incluyen analogos de los mismos. El
ADNbc adecuado puede comprender ADNbc natural tal como ADN gendmico que podria ser de origen procariota o
eucariota o viral, por ejemplo ADN mitocondrial, ADN de plasmido, ADN viral o ADN timico. Para facilitar la captacion
del ADN, pueden emplearse métodos de captacion potenciada tales como liposomas, electroporaciéon o
nanoparticulas.

En una realizacion, el acido nucleico bc o analogo del mismo segun la presente invencién se proporciona por un
virus de ADNbc, un virus de ARNbc o un virus de ARNmc. El ARNbc o ADNbc segun la presente invencion, que
incluye analogos del mismo, puede proporcionarse por un virus de ADNbc, un virus de ARNbc, un virus de ADNmc,
o un virus de ARNmc positivo. Asi, en una realizacion, el analogo de un acido nucleico bc segun la presente
invencion es un acido nucleico mc, que se procesa o puede procesarse en un acido nucleico bc. Analogos
adicionales de un acido nucleico bc son poli IC, poli AU, poli ICLC, poli dAdT. Se prevé que estos analogos se
apliquen en las composiciones, usos y métodos de la presente invencion.

En diversas realizaciones, el virus es un virus de ARNmc positivo, tal como un togavirus, un flavivirus, un astrovirus,
un picornavirus, un calicivirus, un virus del herpes, un nodavirus, un arterivirus o un coronavirus. En diversas
realizaciones, el virus es un virus de ARNbc, tal como reovirus o un birnavirus. En diversas realizaciones, el virus es
un retrovirus, tal como un HIV-1, HIV-2, o SIV. En diversas realizaciones, el virus es un virus de ADNbc, tal como un
asfarvirus, un iridovirus, un virus de la poliomielitis, un virus del papiloma, un papovavirus, un adenovirus, un virus
del herpes, un poxvirus, o un hepadnavirus. En una realizaciéon preferida, el virus es un poxvirus, tal como un
ortopoxvirus o un parapoxvirus. Preferentemente, el poxvirus es un virus de la viruela, un virus de la viruela de la
vaca, un virus de la viruela del camello, o un virus de la variolovacuna. Particularmente se prefiere un virus de MVA.
En diversas realizaciones, el virus es un virus del herpes, tal como un virus del herpes simple (HSV 1 o HSV 2), virus
de la varicela zdster, citomegalovirus humano, virus de Epstein-Barr y virus del herpes asociado al sarcoma de
Kaposi.

En diversas realizaciones, el acido nucleico bc o analogo del mismo que estimula la producciéon de IFN-A en CD8+
y/o CDce CD8+ se produce por un virus de ADNbc o un virus de ARNmc. En realizaciones preferidas, el virus es un
poxvirus, virus del herpes, togavirus, o un coronavirus.
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En diversas realizaciones, el acido nucleico bc o analogo del mismo segun la presente invencion es reconocido
mediante el receptor de tipo toll (TLR) 3 en CDc.

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CD SEGUN LA INVENCION

Cuando se usa en el presente documento, el término "células dendriticas convencionales" o "células dendriticas
convencionales CD8+", algunas veces también abreviadas como "CDc(s)", engloba células dendriticas
convencionales CD8+ de ratdn que se caracterizan por las caracteristicas descritas en el presente documento tales
como expresion de los marcadores superficiales (moléculas) (véase la Tabla 1).

Aunque CD8 no se expresa en CDc humanas, dicho término, sin embargo, también engloba células dendriticas
convencionales humanas (CDc humanas). Las CDc humanas se caracterizan algunas veces en el presente
documento como "equivalentes de CD CD8+ de raton" o "células dendriticas convencionales eCD8+", algunas veces
abreviadas "CDce CD8+". Las CDc humanas pueden caracterizarse por las caracteristicas que se describen en el
presente documento (véase, por ejemplo, la Tabla 1), en particular pueden caracterizarse por ser reconocidas por el
anticuerpo contra BDCAS3. En particular, ha sido desarrollado un conjunto de anticuerpos designados BDCA1-4 para
diferenciar entre subconjuntos de CDp y CDc (Dzionek et al., 2000). Basandose en el reconocimiento del anticuerpo
contra BDCAS3, se han propuesto las CDc positivas para BDCA3 humanas como el equivalente humano a CDc CD8+
de ratén. Comun a las CD CD8+ de ratén, las CDc positivas para BDCA3 expresan selectivamente altos niveles de
Clec9a y Necl2, pero bajas cantidades de CD11b (Shortman et al., 2009). Asi, las CDc BDCA3+ humanas también
pueden caracterizarse por la expresion de Clec9a y/o Necl2 como se describe en detalle mas adelante.

Como se ha descrito anteriormente, las células dendriticas eCD8+ segun la presente invencion representan un
subconjunto de CD convencionales, y las células dendriticas eCD8+ segun la presente invencion se llaman, por
consiguiente, CDce CD8+.

Las células dendriticas (CD) son una poblacion heterogénea de células que pueden dividirse en dos poblaciones
principales: (1) CD migratorias de tejido no linfoide y residentes de tejido linfoide y (2) CD plasmacitoides (CDp). El
término CD "clasicas" o "convencionales" (CDc) se ha usado recientemente para oponer las CD resistentes de
organo linfoide a las CDp. Las CD no de érgano linfoide, por otra parte, se llaman principalmente CD de tejido.
Mientras que las CD de tejido no linfoide también son diferentes de las CDp, y las CD de tejido no linfoide primarias
pueden encontrarse en ganglios linfaticos en la migracion, pero no con CDc, el término CDc se refiere a todas las no
CDp tanto si estan presentes en tejidos linfoides como no linfoides.

Dentro del contexto de la presente invencion, una célula dendritica eCD8+ se define como una célula dendritica
convencional no plasmacitoide que no depende de GM-CSF para su desarrollo. En una realizacion, las células
dendriticas segun la presente invencion se aislan como en el Ejemplo 2. En una realizacion, las células dendriticas
se aislan como en el Ejemplo 5.

Como se ha desvelado en el presente documento, pueden incubarse células precursoras con un agente que
potencia la formacion de CD8+ y/o CDc eCD8+ in vitro e in vivo. El agente que potencia las CD8+ y/o CDc eCD8+
puede ser un ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF. La adicion de un ligando de FIt3 puede aumentar
los nimeros de CD8+ o CDce CD8+ 30 veces o mas. La administracion de un ligando de FIt3 para aumentar CD8+ o
CDce CD8+ puede combinarse con la estimulacion de CD8+ o CDce CD8+ con un acido nucleico bc o analogo del
mismo para aumentar la produccién de IFN-A.

Ademas, pueden incubarse células precursoras con una citocina. Preferentemente, la citocina esta seleccionada del
grupo que consiste en IL-3, GM-CSF, IL-4 e IFN-y.

En una realizacion, se aislan células dendriticas segun la presente invencion usando anticuerpos contra CD8. En
una realizacion, se aislan células dendriticas usando anticuerpos contra BDCA3. En diversas realizaciones, se aislan
células dendriticas segun la presente invencién usando anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2. En diversas
realizaciones, se aislan células dendriticas usando anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2 y/o CD205. En diversas
realizaciones, se aislan células dendriticas usando anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2 y/o CD205 y/o CD11c. En
diversas realizaciones, se aislan células dendriticas usando anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2 y/o CD205 y/o
CD11c y/o CD24. En diversas realizaciones, se aislan células dendriticas usando anticuerpos contra Clec9A y/o
Necl2 y/o CD205 y/o CD11c y/o CD24 y/o CD11b. En diversas realizaciones, se aislan células dendriticas usando
anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2 y/o CD205 y/o CD11c y/o CD24 y/o CD11b y/o CD172a. En diversas
realizaciones, se aislan células dendriticas usando anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2 y/o CD205 y/o CD11c y/o
CD24 y/o CD11b y/o CD172a y/o MHC-Il. En diversas realizaciones, se aislan células dendriticas usando
anticuerpos contra Clec9A y/o Necl2 y/o CD205 y/o CD11c y/o CD24 y/o CD11b y/o CD172a y/o MHC-II y/o CD103.

El aislamiento de CDc segun la presente invencion puede basarse en antigenos de superficie expresados positivos
combinados con antigenos de superficie negativos o de baja expresion. Entre los marcadores superficiales
altamente expresados en células eCD8+ estan Clec9A, Necl2, CD8, CD103, CD24, CD205, CD36, CD97, CD162,
MHC-I, MHC-II, CD11c y BDCA3 (=CD141), mientras que antigenos de superficie negativos o de expresion mas baja
que pueden usarse para discriminar subconjuntos de CD también de otras células inmunitarias son el antigeno

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2626 595 T3

BDCA1 (=CD1c), BDCA2, BDCA4, CD3, CD11b, CD14, CD19, CD20, CD45R, CD45RA, CD172a, PDCA1, BST2 y
F4/80.

Las CDc CD8+ son claramente un subconjunto de CD funcionalmente distinto. Sin embargo, estos atributos
funcionales pueden no siempre corresponderse con la expresion de CD8. Asi, aparte de la molécula de CD8,
pueden usarse otras combinaciones de marcadores superficiales para caracterizar CDc CD8+ o sus equivalentes
funcionales que pueden carecer de expresién de CD8 (eCD8+). Entre las células altas de la clase Il de MHC CD11c"
pueden usarse diversas combinaciones de alta expresion de CD205, CD103, Necl2, Clec9a, CD24 acompafada de
expresion negativa o baja de CD11b y CD172a, como se ha mencionado en el presente documento anteriormente.
Asi, en diversas realizaciones, las células dendriticas CD8+ y eCD8+ segun la presente invencion se caracterizan
por antigenos de superficie expresados positivos combinados con antigenos de superficie negativos o de baja
expresion como se ha mencionado anteriormente. Ademas, en diversas realizaciones, las células dendriticas CD8+
y eCD8+ segun la presente invencién se caracterizan por los marcadores superficiales altamente expresados como
se ha mencionado anteriormente. En una realizacion preferida, las células dendriticas CD8+ y eCD8+ segun la
presente invencion tienen una alta expresion de Clec9A. En otra realizacion preferida, las células dendriticas CD8+ y
eCD8+ segun la presente invencion tienen una alta expresion de Necl2. En una realizacion preferida todavia
adicional, las células dendriticas convencionales CD8+ y eCD8+ segun la presente invencion tienen una alta
expresion de Clec9A y/o Necl2. En diversas realizaciones segun la presente invencion, las CD8+ y CDce CD8+
segun la presente invencion son células dendriticas BDCA3+ humanas.

En diversas realizaciones segun la presente invencion, las CD8+ y/o CDce CD8+ tienen una alta expresion de
Clec9A y Necl2. La alta expresion de Clec9a y Necl2 puede detectarse como se describe en Hochrein et al., 2008, y
Shortman et al., 2009.

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Un aspecto dentro de la divulgacion del contexto de la invencion describe una composicion que comprende un acido
nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para su uso en la induccién de la produccion de IFN-A en células
dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+, en la que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2.

Otro aspecto describe el uso de un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para la preparacion de una
composicion farmacéutica para la induccion de la produccion de IFN-A en células dendriticas convencionales (CDc)
CD8+ y/o eCD8+, en el que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2.

Los IFN-A poseen funciones antivirales, antitumores y diversas funciones inmunomoduladoras (Li et al., 2009). Por
consiguiente, las CDc segun la presente invencion que producen IFN-A tienen una posible funciéon antiviral,
antitumoral y/o inmunomoduladora. Cualquiera de estas funciones puede usarse para prevenir y/o tratar una
enfermedad dependiente de IFN-A, es decir, una enfermedad cuyo tratamiento con IFN-A es beneficioso para un
sujeto que padece una enfermedad tal. Una enfermedad dependiente de IFN-A puede ser una enfermedad infecciosa
0 cancer.

La enfermedad dependiente de IFN-A puede ser una enfermedad de la sangre, bazo, pulmén, amigdalas, ganglios
linfaticos, colon o higado. Como se describe en el presente documento, las CDc residen en particular en la sangre,
bazo, amigdalas, ganglios linfaticos y/o el higado. Por consiguiente, se cree que en estas localizaciones es
altamente beneficioso tener productores de IFN-A de manera que las CDc puedan ejercen su actividad antiviral y/o
inmunomoduladora con el fin de luchar contra los agentes causantes de una enfermedad infecciosa. La enfermedad
infecciosa puede ser una infeccién viral. La infeccién viral puede producirse por un virus que comprende ARNbc o
ADNbc, bien como su genoma o bien como producto intermedio de replicacion.

En algunas realizaciones preferidas, la infeccion viral es una descrita en el presente documento, mas
preferentemente es una infeccion viral persistente, incluso mas preferentemente es una infeccion viral del higado o
una infeccion por el virus del herpes, particularmente preferentemente es una infecciéon por el virus de la hepatitis.
Como se ha mencionado anteriormente, las CDc residen en el higado vy, asi, es ventajoso inducir la produccion de
IFN-A directamente en la localizacién donde la infeccion esta perdurando.

Similarmente, se asume que IFN-A ejerce una actividad inmunomoduladora, asi puede activar células inmunitarias
que reconocen y atacan/eliminan células cancerosas, tales como células de cancer de higado.

Dentro del contexto de la presente invencion se desvela el uso de una composicién que comprende un acido
nucleico bc o analogo del mismo que se dirige a CD8+ y/o CDce CD8+ en la fabricacion de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa, preferentemente una infeccién viral, o cancer.

También se describe una preparacion combinada que comprende un acido nucleico bc o analogo del mismo que se
dirige a CD8+ y/o CDce CD8+ y un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc.

El acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo puede administrarse a células dendriticas convencionales
(CDc) CD8+ y/o eCD8+ de un sujeto ex vivo. Se prefiere que dichas CDc se aislen, es decir, obtengan de un sujeto.
Dicho sujeto esta preferentemente en necesidad de prevencion o tratamiento de una enfermedad dependiente de
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IFN-A. Dichas CD se obtienen del sujeto por medios y métodos comunmente conocidos en la técnica. El término "ex
vivo", que es intercambiable con el término "in vitro", se refiere a actividades realizadas en un entorno controlado que
esta separado del cuerpo humano. Como se usa en el presente documento y en la materia, este término se usa
frecuentemente indistintamente con el término "in cultivo”.

La composicion, ademas de la preparacion combinada, puede caracterizarse por que el acido nucleico bc o analogo
del mismo comprendido por la composicion o preparacion combinada se dirige a CD8+ y/o CDce CD8+. Con el fin de
dirigirse a CD8+ o CDce CD8+, los estimulos para la produccion de IFN-A en aquellas células, es decir, acidos
nucleicos bc o analogos de los mismos, pueden acoplarse a o integrarse en vehiculos, junto con una o mas
moléculas de unién de marcador superficial para CD8+ y CDce CD8+. Las moléculas de uniéon de marcador
superficial para CD8+ y CDce CD8+ pueden ser anticuerpos para, por ejemplo, CD1d, CD8a, CD11c, CD24, CD36,
CD40, CD49f, CD103, CD135, CD141, CD162, CD205, CD207, Necl2, Clec9a, XCR1, TLR10, TLR11, TLR12 y/o
TLR13. Asi, la composicién, ademas de la preparacién combinada, puede comprender un acido nucleico bc o un
analogo del mismo acoplado a o integrado en vehiculos junto con una o mas de tales moléculas de unién de
marcador superficial para CD8+ y CDce CD8+.

Otras posibilidades incluyen ligandos naturales o artificiales para los marcadores superficiales expresados por CDc
CD8+ o CDce CD8+, por ejemplo, glicolipidos (para CD1d), MHC-I (para CD8), fibronectina (para CD11c), laminina
(para CD49f), CD62P (para CD24), lipoproteinas de baja densidad oxidadas (para CD36), ligando de CD40 (para
CD40), E-cadherina (para CD103), ligando de FIt3 (para CD135), trombina (para CD141), P-selectina (para CD162),
manosa, N-acetilglucosamina o moléculas que contienen fucosa (para DEC207), molécula asociada a linfocitos T
restringidos a la clase | (CRTAM) (para Necl2), células muertas (para Clec9a), ligando de XCR1 (para XCR1),
ligando de TLR10 (para TLR10), antigeno de toxoplasma o profilina (para TLR11), ligando de TLR12 (para TLR12)
y/o ligando de TLR13 (para TLR13). En particular, la composicion, ademas de la preparacion combinada, puede
comprender un acido nucleico bc o un analogo del mismo acoplado a o integrado en vehiculos junto con uno o mas
de tales ligandos naturales o artificiales para los marcadores superficiales expresados por CDc CD8+ o CDce CD8+.
Las moléculas de unién selectivas para CDc CD8+ anteriormente mencionadas pueden ser directamente o
indirectamente conectadas a los estimulos (acidos nucleicos bc o analogos de los mismos), por ejemplo por enlace
covalente, complejos de uniéon a molécula adaptadora (por ejemplo, complejos de biotina-avidina) que se unen a
microesferas, nanoparticulas, particulas similares a virus y/o liposomas.

Cuando se usa en el presente documento, acido nucleico bc o analogo del mismo que "se dirige a (o cualquier forma
gramatical del mismo) células CD8+ y/o células dendriticas convencionales eCD8+" incluye también que los acidos
nucleicos bc son reconocidos mediante ciertos TLR. En particular, el ARNbc es reconocido mediante TLR-3, el
ADNbc reconocido mediante TLR-9 y el ARNmc reconocido mediante TLR-7. En otras palabras, "dirigir"
preferentemente incluye que el reconocimiento de ARNbc por CDc esta mediado por TLR-3.

Por consiguiente, en caso de CDc humanas, el reconocimiento de acidos nucleicos bc, en particular ARNbc esta
mediado por TLR-3, es decir, acido nucleico bc, en particular el ARNbc se dirige a CDc mediante TLR-3.

En particular, las CDc humanas y de ratén no expresan TLR-7 y las CDc humanas no expresan TLR-9, tampoco. Sin
embargo, el ADNbc es reconocido por CDc humanas como se muestra en el Ejemplo 11. Por consiguiente, el
ADNbc puede ser dirigido a CDc humanas independientes de TLR, es decir, independientes de TLR dependientes
de MyD88, en particular independientes de TLR-7 y/o TLR-9 como se describe en el presente documento.

También pueden aplicarse acidos nucleicos bc conjuntamente con células muertas, que son selectivamente
reconocidas por CD8+ y CDce CD8+ mediante Clec9a y hasta ahora receptores de captacion desconocidos. Las
células muertas y moribundas después de la infeccion viral in vitro serian otra aplicacion dirigida de los acidos
nucleicos bc, que se generan por las células antes de la muerte, conjuntamente con una estimulacién de CDc CD8+
y eCD8+ selectiva. Asi, la infeccion viral de células in vitro proporciona células muertas o moribundas cargadas con
acido nucleico bc proporcionado por el virus infectante. Tales células muertas y/o moribundas son selectivamente
capturadas por CD8+ y/o CDce CD8+ y provocan la produccion de IFN-A en dichas CD8+ y/o CDce CD8+ por
estimulacion con el acido nucleico bc proporcionado por el virus infectante. Las células que van a usarse para la
infeccion viral in vitro pueden ser cualquier célula, en tanto que tales células no sean inmunogénicas para el sujeto,
al que se administran las células muertas y/o moribundas cargadas con acido nucleico bc de un virus.

La preparacion combinada como se desvela en el presente documento puede comprender un acido nucleico bc o
analogo del mismo que se dirige a CD8+ y/o CDce CD8+ y un agente que potencia la producciéon de IFN-A basada
en acido nucleico bc, en la que dicho agente de potenciamiento es un ligando de FIt3, un ligando de receptor de M-
CSF, un ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10, un ligando de TLR11, un
ligando de CD40, IL-3, GM-CSF, IL-40 IFN-y. Como los inventores de la presente solicitud encontraron que CD8+ y
CDce CD8+ producen cantidad potenciada de IFN-A a modo de combinacion de acidos nucleicos bc y otros
estimulos, en los que los ultimos no inducen ellos mismos la produccion de IFN-A (por ejemplo, ciertos ligandos de
TLR (véase Fig. 2A) o ligandos de CD40), el acido nucleico bc puede aplicarse junto con un estimulo potenciador
para aumentar la produccion de IFN-A. Asi, el enlace de, por ejemplo, un ligando de CD40 y acido nucleico bc, logra
ambos, dirigirse a CDc CD8+ y CDce CD8+, respectivamente, y produccion potenciada de IFN-A derivado de CD8+
y/o CDce CD8+. Por consiguiente, el método anteriormente descrito para la prevencion y/o el tratamiento de una
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enfermedad infecciosa o cancer que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo una composicion
que comprende un acido nucleico bc o analogo del mismo que se dirige a CD8+ y/o CDce CD8+ comprende ademas
la administracion de un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc. Dicho agente
potenciador puede ser un ligando de FIt3, un ligando de receptor de M-CSF, un ligando de TLR2, un ligando de
TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10, un ligando de TLR11, un ligando de CDA40, IL-3, GM-CSF, IL-4 o
IFN-y.

La composicién o la composicion aplicada en los métodos y el uso como se describen pueden comprender ademas
un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc. El agente que potencia la produccion
de IFN-A basada en acido nucleico bc puede ser un agente que es un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR
es preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 o un ligando
de TLR11; o un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un
ligando de CD40 o una citocina, en el que la citocina es preferentemente un ligando de FIt3, un ligando de receptor
de M-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

Dicho agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc por células dendriticas
convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ puede administrarse a CD8+ y/o CDce CD8+ ex vivo. Antes de la
administracion, dichas CDc se aislan de un sujeto.

La composiciéon o la composiciéon aplicada en los usos o0 métodos de la presente invencién puede comprender
ademas un agente que aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+. Dicho
agente puede ser un ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF. En otras palabras, se desvela un ligando de
FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF para su uso en aumentar el nivel de CD8+ y/o CDce CD8+ en un sujeto que
padece una enfermedad infecciosa o cancer.

Dicho agente que aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ puede
administrarse a CD8+ y/o CDce CD8+ ex vivo.

Antes de la administracion, dichas CDc se aislan de un sujeto.

Por ejemplo, se desvela un método o uso para aumentar el nivel de CD8+ y/o CDce CD8+ en un sujeto que padece
una enfermedad infecciosa o cancer que comprende administrar a un sujeto en necesidad del mismo un agente que
aumenta el nivel de células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+. Preferentemente, dicho agente es un
ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF.

El ligando de FIt3 o ligando de receptor de M-CSF puede administrarse al sujeto a una dosificacion suficiente para
aumentar el nivel de CD8+ y/o CDce CD8+ en dicho sujeto. El ligando de receptor de M-CSF puede ser M-CSF o IL-
34. El método de aumento del nivel de CD8+ y/o CDce CD8+ en un sujeto que padece una enfermedad infecciosa o
cancer puede comprender administracion de un acido nucleico bc o analogo del mismo al sujeto, ademas de un
ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF. Dicha administracion adicional de un acido nucleico bc o analogo
del mismo estimula la produccién de IFN-A en el sujeto que padece una enfermedad infecciosa o cancer.

Suponiendo que parece ser beneficioso aumentar el nivel de CD8+ y/o CDce CD8+ en un sujeto, ya que dichas CDc
no estan abundantemente presentes en un sujeto, se desvela una composicién que comprende un agente que
aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+, en la que dichas CDce CD8+
expresan Clec9a y/o Necl2, en combinacion con un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para su uso
en un método de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad dependiente de IFN-A, que comprende (a)
administrar a un sujeto dicho agente que aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o
eCD8+; y (b) administrar a un sujeto un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para inducir la
produccion de IFN-A en células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+.

Se prevé que las etapas (a) y (b) se realicen la una tras la otra. Sin embargo, puede haber un espacio entre la
realizacion de ambas etapas. Por ejemplo, puede esperarse el aumento del nimero de CDc antes de que dichas
CDc se pongan en contacto con un acido nucleico bc o analogo del mismo con el fin de inducir la produccién de IFN-
A.

El agente que aumenta el nivel (es decir, nimero) de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+
puede administrarse en una cantidad suficiente para aumentar el nivel de células dendriticas convencionales CD8+
y/o eCD8+ en un sujeto. Un aumento se mide por el nimero de CDc en comparacion con un sujeto al que no se
administra dicho agente.

Similarmente, un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo puede administrarse en una cantidad
suficiente para inducir la produccion de IFN-A en CD8+ y/o CDce CD8+.

Como se ha mencionado anteriormente, dicho agente que aumenta el nivel (es decir, numero) de células dendriticas
convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ es un ligando de FIt3 o un ligando de receptor de M-CSF o ambos de ellos.
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Dado lo anterior, se desvela un método de inducciéon de la produccién de IFN-A en una poblacién de CDc que
comprende poner en contacto ex vivo CDc con un acido nucleico bc o analogo del mismo. Como se ha mencionado
antes, se prefiere que dichas CDc se pongan en contacto, antes de ponerse en contacto con un acido nucleico bc o
analogo, con un agente que aumenta el nivel (nUmero) de CDc. En particular, para inducir dicha produccién de IFN-A
ex vivo, se obtienen CDc de un sujeto. En el método para inducir la produccion de IFN-A en una poblacion de CDc, el
sujeto del que se obtienen las CDc es preferentemente un sujeto en necesidad de un tratamiento con CDc inducidas
para producir grandes cantidades de IFN-A. Asi, el sujeto puede ser un sujeto en necesidad de una prevencioén y/o
tratamiento de una enfermedad dependiente de INF-A, preferentemente una enfermedad infecciosa, preferentemente
una infeccion viral, o cancer. Las CDc pueden obtenerse preferentemente de un sujeto que padece una infeccion
viral persistente, mas preferentemente una infeccioén viral del higado o una infeccion por el virus del herpes, todavia
mas preferentemente una infeccion por el virus de la hepatitis. Tras la incubacién ex vivo con un agente que
aumenta el nivel (ndmero) de CDc y/o un acido nucleico bc o analogo del mismo, las CDc se recogen y se
resuspenden en medios apropiados para terapia, es decir, para ser reintroducidas en el sujeto del que se derivaron.
Asi, en el método para inducir la produccién de IFN-A en una poblaciéon de CDc, las CDc son preferentemente CDc
autdlogas. La re-introduccion al sujeto en necesidad de las mismas puede llevarse a cabo por varios enfoques
comunmente conocidos, como, por ejemplo, inyeccién intravenosa. Ademas, la poblacion de CDc inducida para la
produccién de IFN-A puede ser re-introducida en una variedad de formulaciones farmacéuticas.

Como se ha mencionado, puede administrarse una poblacién de CDc inducida para producir IFN-A poniendo en
contacto ex vivo CDc con nucleico bc o un analogo del mismo a un sujeto en necesidad de las mismas. Por
consiguiente, se describe un método de induccién de una reaccién contra una enfermedad dependiente de IFN-A,
preferentemente una enfermedad infecciosa o cancer, in vivo que comprende poner en contacto ex vivo CDc con un
acido nucleico bc o analogo del mismo e introducirlas en un sujeto que padece una enfermedad infecciosa o cancer.
Preferentemente, dichas CDc se ponen en contacto antes con un agente que aumenta el nimero de CDc. En otras
palabras, se desvela un método para la prevencion y/o el tratamiento de un sujeto que padece una enfermedad
dependiente de IFN-A, preferentemente una enfermedad infecciosa o cancer, que comprende administrar a dicho
sujeto CDc que producen IFN-A generadas por a un método ex vivo para inducir la produccion de IFN-A en una
poblacién de CDc, comprendiendo dicho método poner en contacto ex vivo CDc con un acido nucleico bc o analogo
del mismo. Preferentemente, dichas CDc se ponen en contacto antes con un agente que aumenta el nimero de
CDc.

Adicionalmente se desvela un método para la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad infecciosa o cancer
que comprende: (a) proporcionar un sujeto que padece una enfermedad infecciosa o cancer; (b) obtener CDc de
dicho sujeto; (c) poner en contacto dichas CDc ex vivo con un acido nucleico bc o analogo del mismo para generar
una poblacion de CDc que produce IFN-A; y (d) re-introducir dicha poblacion de CDc que producen IFN-A en dicho
sujeto para inducir una reaccion terapéutica in vivo contra la enfermedad infecciosa o cancer.

Preferentemente, la etapa (c) va precedida de la etapa (b'): poner en contacto dichas CDc con un agente que
aumenta el nimero de CDc.

Preferentemente, la poblacion de CDc se lava antes de la re-introduccion en el sujeto. La poblacién de CDc que
producen IFN-A puede resuspenderse en medios adecuados para administracion al sujeto en necesidad de las
mismas. Las poblaciones de IFN-A que producen CDc pueden ser re-introducidas al sujeto por varios enfoques muy
conocidos como, por ejemplo, inyeccion intravenosa.

Como se ha mencionado anteriormente, generalmente se prefiere que en la divulgacion, que se refiere a y/o incluye
poner en contacto in vivo o ex vivo CDc con un acido nucleico bc o analogo del mismo para inducir la produccion de
IFN-A en una poblacion de CDc, preferentemente CDc que son pre-tratadas con un agente que aumenta el nivel
(numero) de CDc, dicho agente es preferentemente un ligando de Flt3 y/o ligando de receptor de M-CSF, se pongan
en contacto ex vivo o in vivo con un acido nucleico bc o analogo del mismo. Por ejemplo, esto significa que un
ligando de FIt3 y/o un ligando de receptor de M-CSF se administra a un sujeto antes de obtener las CDc de dicho
sujeto para inducir la produccion de IFN-A poniendo en contacto ex vivo las CDc obtenidas con un acido nucleico bc
0 analogo del mismo. Alternativamente, un ligando de FIt3 y/o un ligando de receptor de M-CSF se administran a
CDc obtenidas de un sujeto.

Por ejemplo, este pretratamiento con un ligando de FIt3 y/o un ligando de receptor de M-CSF proporciona aumentar
la formacion/nivel de CDc en dicho sujeto antes de la obtencion de tales CDc pretratadas de dicho sujeto para poner
en contacto ex vivo dichas CDc pretratadas con un acido nucleico bc o analogo del mismo.

En el contexto de obtener CDc de un sujeto para poner en contacto ex vivo CDc con un agente que aumenta el
numero de CDc y/o un acido nucleico bc o analogo del mismo para inducir la produccion de IFN-A en una poblacién
de CDc, métodos de obtencion/aislamiento de CDc de un sujeto son muy conocidos para el experto en la materia.
Como se ha desvelado en el presente documento, los términos "obtener CDc de un sujeto" y "aislar CDc de un
sujeto” tienen el mismo significado.

En la divulgacion, que se refiere a/incluye poner en contacto ex vivo CDc con un agente que aumenta el nimero de
CDc y/o con un acido nucleico bc o analogo del mismo para inducir la produccion de IFN-A en una poblacion de CDc,
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CDc obtenidas/aisladas de un sujeto pueden incubarse ademas con un ligando de TLR2, TLR4, TLR9, TLR10,
TLR11 o de CD40. Esta incubacion aumenta la expresion de IFN-A. En diversas realizaciones, el ligando es
Pam3Cys, LPS, CpG-ODN, profilina o un ligando de CD40. En diversas realizaciones, las CDc obtenidas/aisladas de
un sujeto pueden incubarse ademas con una citocina, en las que la citocina es preferentemente IL-3, GM-CSF, IL-4
o IFN-gamma (IFN-y).

En las aplicaciones terapéuticas segun la presente invencion, la enfermedad infecciosa es preferentemente una
infeccion viral. Mas preferentemente, en las aplicaciones terapéuticas segun la presente invencion la infeccion viral
es una infeccion viral persistente. Todavia mas preferentemente, la infeccién viral persistente es una infeccion viral
del higado o una infeccioén por el virus del herpes. En una realizaciéon especificamente preferida, dicha infeccion viral
del higado es una infeccion por el virus de la hepatitis. En la presente invencion, una infeccion por el virus de la
hepatitis incluye una infeccién por el virus de la hepatitis A, una infeccion por el virus de la hepatitis B, una infeccion
por el virus de la hepatitis C, una infeccion por el virus de la hepatitis D y una infeccion por el virus de la hepatitis E,
en la que el infeccion por el virus de la hepatitis es preferentemente una infeccion por el virus de la hepatitis C. En
otra realizacion preferida, en la presente invencion la infeccién viral persistente es una infeccion retroviral.

El sujeto segun la divulgacion incluye animales y ser humano. Segun la presente divulgacion, un "sujeto" debe
significar un animal human o vertebrado que incluye un perro, gato, caballo, vaca, cerdo, oveja, cabra, pollo, mono,
rata y raton. En las diversas realizaciones segun la presente invencion, el sujeto es preferentemente el ser humano y
las CDce CD8+ son CDc BDCA3+ humanas.

El sujeto que padece cancer puede ser un sujeto que padece una enfermedad tumoral. Preferentemente, la
enfermedad tumoral es un carcinoma, es decir, un cancer o tumor de las células epiteliales o tejido epitelial en un
sujeto. Preferentemente, el carcinoma es un carcinoma de células escamosas o un adenocarcinoma. Mas
preferentemente, el carcinoma es cancer de pulmoén de células escamosas.

En las composiciones, usos y métodos, ademas de en las aplicaciones terapéuticas descritas anteriormente, un
acido nucleico bc puede usarse solo 0 en combinacion con uno o varios de otros usos terapéuticos y métodos contra
el cancer o antitumorales, en los que tales usos terapéuticos y métodos estan seleccionados preferentemente de
quimioterapia antitumoral e inmunoterapia. Asi, un acido nucleico bc o analogo del mismo que se dirige a CD8+ y/o
CDce CD8+ segun la presente invencion, es decir, que es capaz de estimular o inducir la produccion de IFN-A en
CD8+ o CDce CD8+, puede administrarse antes de, junto con o después de la administracion de una quimioterapia o
inmunoterapia para aumentar la sensibilidad de las células malignas a la posterior quimioterapia o inmunoterapia.
También se desvela un método para la produccién de IFN-A en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto
un acido nucleico bc o analogo del mismo que se dirige a CD8+ y/o CDce CD8+.

Se desvela ademas una preparacion combinada que comprende un acido nucleico bc o analogo del mismo que se
dirige a CD8+ y/o CDce CD8+ y un agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc. El
agente que potencia la produccion de IFN-A basada en acido nucleico bc puede ser un ligando de FIt3, un ligando de
receptor de M-CSF, un ligando de TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10, un ligando
de TLR11, IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

En una realizacion preferida, el acido nucleico bc o analogo del mismo usado para aplicaciones terapéuticas es
ADNbc o ARNbc. Mas preferentemente, el acido nucleico bc o analogo del mismo segun la presente invencion se
proporciona por un virus de ADNbc, un virus de ARNbc, un virus de ARNmc o un virus de ARNmc positivo. Asi, en
una realizacion, el analogo de un acido nucleico bc es un acido nucleico mc, que se procesa o puede procesarse a
un acido nucleico bc.

METODOS DE PRODUCCION DE IFN-A Y/O GENERACION U OBTENCION DE UNA POBLACION DE CD8+ Y/O
CDce CD8+ QUE PRODUCEN IFN-A

La descripcidon proporciona un método de produccion de IFN-A y/o generacion u obtencidon de una poblacion de
CD8+ o CDce CD8+ que producen IFN-A, que comprende las etapas de: (a) proporcionar una poblaciéon de células
que comprende CD8+ y/o CDce CD8+; y (b) poner en contacto las CDc con un acido nucleico bc o analogo del
mismo. El poner en contacto las CDc con el acido nucleico bc o analogo del mismo estimula la produccion de IFN-A.
Dicha poblacién de células puede incubarse con un potenciador de la produccién de IFN-A. Mas preferentemente,
dicho potenciador es un ligando de TLR o un miembro de la familia de TNF. Todavia mas preferentemente, el
ligando de TLR es un ligando de TLR2, TLR4, TLR9, TLR10 o TLR11 y el miembro de la familia de TNF es un
ligando de CD40 o una citocina. Incluso mas preferentemente, la citocina es IFN-y. La combinacién de un acido
nucleico bc o analogo del mismo, por ejemplo poli IC, y un ADN de CpG inmunoestimulante, por ejemplo CpG-1668,
induce sinérgicamente cantidades incluso mayores de IFN-A por CDc CD8+.

En los métodos anteriormente descritos de produccion de IFN-A y/o generacién u obtencion de una poblacion de
CD8+ o CDce CD8+ que producen IFN-A, la poblacién de células puede incubarse ademas con una citocina. La
citocina puede seleccionarse del grupo que consiste en IL-3, GM-CSF, IL-4 e IFN-y.
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Dentro del contexto de la presente invencion se desvela un método in vitro de produccion de IFN-A y/o generacion u
obtencién de una poblacién de células dendriticas convencionales CD8+ o eCD8+ que producen IFN-A, en el que
dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacion de células que comprende células dendriticas convencionales CD8+ y/o
eCD8+;

(b) poner en contacto dichas células dendriticas convencionales con un agente que aumenta el nivel de
dichas células dendriticas convencionales, preferentemente ligando de FIt3 o ligando de receptor de M-
CSF;y

(c) poner en contacto dichas células dendriticas convencionales con un acido nucleico bicatenario (bc) o
analogo del mismo.

Dicho poner en contacto puede lograrse, por ejemplo, recogiendo dichas CDc en una bolsa recubierta con un agente
que aumenta el nivel de dichas células dendriticas convencionales y/o con un acido nucleico bicatenario (bc) o
analogo del mismo. Alternativamente, dicho poner en contacto puede lograrse cultivando dichas CDc.

Preferentemente, la poblacién de células se incuba ademas con un potenciador de la producciéon de IFN-A. Dicho
potenciador es preferentemente un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es preferentemente un ligando de
TLR2, un ligando de TLR4, un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 o un ligando de TLR11; o un miembro de la
familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un ligando de CD40 o una citocina, en
el que la citocina es preferentemente IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

Los métodos anteriormente descritos pueden comprender ademas una etapa de identificar y/o detectar IFN-A
producido por las CDc estimuladas por acido nucleico bc. Los métodos anteriormente descritos todavia pueden
comprender ademas una etapa de aislar y/o separar el IFN-A producido por las CDc estimuladas por acido nucleico
bc. Dentro del contexto de la divulgacion, los métodos anteriormente descritos pueden comprender ademas una
etapa de identificar y/o aislar y/o separar el CD8+ y/o CDce CD8+ que producen IFN-A.

El IFN-A producido por CD8+ y/o CDce CD8+ puede detectarse y cuantificarse por técnicas muy conocidas en la
técnica, tales como aquellas en los ejemplos. El IFN-A producido por las CDc segun la presente invencion también
puede recogerse, aislarse y purificarse por técnicas bioquimicas convencionales.

Asi, se desvela una poblacién de CDc que producen IFN-A obtenibles por un método de induccion de la produccion
de IFN-A en una poblacién de CDc, ademas de una composicién farmacéutica que comprende dicha poblacién de
CDc que producen IFN-A. Dichas CDc son preferentemente CDc humanas.

Preferentemente, dicha poblaciéon de CDc que producen IFN-A contiene mas del 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60
%, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 % 98 % o 99 % de CD8+ y/o CDce CD8+. En diversas
realizaciones preferidas, las CDc son preferentemente CDc BDCA3+ humanas. En una realizacién, la poblaciéon de
células que comprende CD8+ y/o CDce CD8+ comprende mas del 50 % de CDce CD8+. En ofra realizacion
preferida, la poblacion de células que comprende CD8+ y/o CDce CD8+ comprende mas del 75 % de CDce CD8+.
En ofra realizacion preferida, la poblacion de células que comprende CD8+ y/o CDce CD8+ comprende mas del 85
% de CDce CD8+.

En una realizacion, la poblacion de células que comprende CD8+ y/o CDce CD8+ comprende mas del 50 % de CDc
BDCA3+ humanas. En otra realizacion preferida, la poblacion de células que comprende CD8+ y/o CDce CD8+
comprende mas del 75 % de CDc BDCA3+ humanas. En otra realizacion preferida, la poblacion de células que
comprende CD8+ y/o CDce CD8+ comprende mas del 85 % de CDc BDCA3+ humanas.

Se describe una poblacion de CD8+ y/o CDce CD8+ que producen IFN-A o una linea celular de una CDc CD8+ y/o
eCD8+ que produce IFN-A obtenible por los métodos anteriormente descritos para generar u obtener una poblacién
de CD8+ o CDce CD8+ que producen IFN-A. Ademas, se desvela una composicién farmacéutica que comprende
una poblacion de CD8+ y/o CDce CD8+ que producen IFN-A obtenibles por los métodos anteriormente descritos
para generar u obtener una poblacion de CD8+ o CDce CD8+ que producen IFN-A. Dicha composiciéon farmacéutica
comprende opcionalmente ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

METODOS DE DETECCION O CRIBADO DE CD8+ Y CDce CD8+

La produccion de IFN-A en respuesta a un acido nucleico bc o un analogo del mismo, por ejemplo poli IC, puede
usarse para detectar, diagnosticar o cribar la presencia de CDce CD8+ incluso en mezclas complejas de diferentes
células y aunque la cantidad de CDce CD8+ sea muy baja (véase la Fig. 3A). Puede usarse IFN-A como marcador
para el hallazgo de subconjuntos de células CD8+ y/o eCD8+, que asi pueden ser dirigidas en ciertas situaciones,
por ejemplo cuando se desea aumentar la cantidad de CD8+ y/o CDce CD8+.

También se desvelan métodos de deteccion o cribado de la presencia de CD8+ y/o CDce CD8+. En particular, se
desvela un método in vitro de deteccion o cribado de CD8+ y/o CDce CD8+, que comprende las etapas de: (a)
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proporcionar una poblacion de células; (b) poner en contacto las células con un acido nucleico bc o analogo del
mismo capaz de estimular o inducir la produccién de IFN-A en CD8+ y/o CDce CD8+; (c) detectar la produccion de
IFN-A; y (d) correlacionar la produccién de IFN-A con la presencia de CD8+ y/o CDce CD8+. Dicho método puede ser
un método de deteccion o cribado de la presencia de CD8+ y/o CDce CD8+ en una biopsia, preferentemente una
biopsia de un 6rgano o sangre. Asi, puede comprobarse una biopsia de un érgano o sangre para la presencia de
aquellas células mediante su produccion de IFN-A Gnica en respuesta a un acido nucleico bc o un analogo del
mismo. Como la produccién de IFN-A es bastante constante después de la induccién, puede cuantificarse la cantidad
de CD8+ y/o CDce CD8+ especificas en, por ejemplo, el cuerpo de un sujeto o cultivo celular. Asi, pueden
detectarse/diagnosticarse y determinarse condiciones donde la cantidad de CD8+ y/o CDce CD8+ es elevada o
reducida. El método de deteccion o cribado de CD8+ y/o CDce CD8+ puede comprender ademas una etapa de
separar y/o aislar CD8+ y/o CDce CD8+ que producen IFN-A. Los métodos pueden comprender ademas medir la
produccion de IFN-A de dichas CDc que producen IFN-A separadas y/o aisladas.

El IFN-A producido por CD8+ y/o CDce CD8+ puede detectarse y cuantificarse por técnicas muy conocidas en la
técnica, tales como aquellas en los ejemplos. El IFN-A producido por las células dendriticas también puede
recogerse, aislarse y purificarse por técnicas bioquimicas convencionales.

En un aspecto adicional, se desvela un método in vitro de deteccion o cribado de células dendriticas convencionales
CD8+ y/o eCD8+ humanas, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacion de células que comprende células dendriticas humanas;

(b) seleccionar células dendriticas BDCA3+

(c) poner en contacto dichas células BDCA3+ con un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo;
(d) detectar la produccion de IFN-A; y

(e) correlacionar la produccion de IFN-A con la presencia de células dendriticas convencionales CD8+ y/o
eCD8+.

En el método in vitro como se desvela, la etapa (c) puede ir precedida de la etapa (b'): poner en contacto dichas
células BDCA3+ con un agente que aumenta el nimero de dichas células BDCA3+. Dicha etapa b' puede ayudar en
la amplificacién de la detecciéon de la produccion de IFN-A, ya que mas células BDCA3+ estaran presentes que
pueden asi producir mas IFN-A.

Dicho método puede ser para cribar o detectar la presencia de células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+
humanas en una biopsia, preferentemente una biopsia de un érgano o sangre.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa CDc CD8+ esplénicas que son los principales productores de IFN-A en respuesta a poli
IC. Se estimularon subconjuntos de CDc esplénicas altamente purificadas a 5 x 10 ®/ml en presencia de IL-3 y
GM-CSF con los estimulos como se indica en los ejemplos. Después de 18 horas, se analizaron los
sobrenadantes para IFN-A. Se muestran resultados representativos de 3 experimentos independientes. Los
datos representan media +/- DE de muestras duplicadas.

Las Figuras 2A-C representan que la produccion de IFN-A o IL-12p70 por CDc CD8+ depende de Ios estimulos
y las condiciones de citocinas. Se estimularon CDc CD8+ esplénicas clasificadas a 5 x 10%ml y los
sobrenadantes se analizaron después de 18 horas para IFN-A e IL-12p70. (A) Estimulacion en presencia de IL-
3 y GM-CSF con los estimulos como se indica. (B) Estimulacion con una combinacion de poli IC + CpG-1668
con las citocinas como se indica. (C) Estimulacion en presencia de IL-3 + IL-4 + IFN-y + GM-CSF con los
estimulos como se indica. Se muestran resultados representativos de al menos 2 experimentos
independientes. Los datos representan media +/- DE de muestras duplicadas.

Las Figuras 3A y B representan que FL participa en la producmon de IFN-A in vivo. (A) Se estimularon células
de higado no parenquimatosas totales aisladas a 2,5 x 10%/ml en presencia de IL-3 + IL-4 + IFN-y + GM-CSF
con los estimulos como se indica. Después de 18 h se analizaron los sobrenadantes para IFN-A e IL-12p70. Se
muestran resultados representativos de 3 experimentos. Los datos representan media +/- DE de muestras
duplicadas. (B) Se inyectaron i.v. ratones WT y FL-KO con 100 ug de poli IC. Después de 3-4 h se analizaron
los sueros para IFN-A e IFN-a. Los circulos indican los resultados de ratones individuales y las columnas
representan las medias de los mismos.

La Figura 4 representa que TLR3, IFN-AR e IFR7, pero no MyD88 o Cardif, participan en la produccion de IFN-
A a poli IC in vivo. Se inyectaron i.v. ratones con el genotipo indicado con 100 ug de poli IC. Después de 3-4 h
se analizaron los sueros para IFN-A e IFN-a. Los circulos indican los resultados de ratones individuales y las
columnas representan las medias de los mismos.
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La Figura 5 representa que CDc BDCA3+ humanas son productores importantes de IFN-A tras la estimulacion
con poli IC. Se estimularon CMSP, CMSP agotadas en BDCA1 y 3, o células seleccionadas para BDCA1 o
BDCAZ3, en presencia de IL-3, GM-CSF e IFN-y con (donante 1) 100 ug/ml de poli IC + 10 ug/ml de Pam3Cys +
10 pg/ml de LPS o con (donante 2 y 3) 100 ug/ml de poli IC durante 18-24 h. Los sobrenadantes se analizaron
para IFN-A1 e IFN-A2. Los experimentos se muestran para los donantes individuales y los datos representan
media +/- DE de muestras duplicadas.

La Figura 6 representa que CDc CD8+ esplénicas son los principales productores de IFN- )\ en respuesta a
virus de ADN. Se estimularon subconjuntos de CDc esplénicas altamente purificadas a 5 x 10%/ml en presencia
de IL-3 y GM-CSF con los estimulos como se indica. Después de 18 h se analizaron los sobrenadantes para
IFN-A. Se muestran resultados representativos de 3 experimentos independientes. Los datos representan
media +/- DE de muestras duplicadas.

La Figura 7 representa que las CDc CD8+ esplénicas son los principales productores de IFN-A en respuesta a
virus de ARNmc. Se estimularon subconjuntos de CDc esplénicas altamente purificadas a 5 x 10 ®/ml en
presencia de IL-3 y GM-CSF con los estimulos como se indica. Después de 18 h se analizaron los
sobrenadantes para IFN-A. Los datos representan media +/- DE de muestras duplicadas.

La Figura 8 representa que CDp esplénicas producen grandes cantidades de IFN-A para CpG-2216. Se
estimularon CDp esplénicas altamente purificadas a 5 x 10%ml en presencia de IL-3 y GM-CSF con los
estimulos como se indica. Después de 18 h se analizaron los sobrenadantes para IFN-A. Se muestran
resultados representativos de 3 experimentos independientes. Los datos representan media +/- DE de
muestras duplicadas.

Las Figuras 9A y B representan que CDce CD8+ derivadas de FLDC clasificadas son productores importantes
de IFN-A para poli IC. Se estimularon subconjuntos de FLDC clasificados a 2,5 x 10°/ml durante 18 h y se
analizaron los sobrenadantes para IFN-A e IL-12p70. (A) Estimuladas en presencia de IL-4 e IFN-y con los
estimulos como se indica. (B) Estimuladas en presencia de poli IC + CpG-1668 con las citocinas como se
indica. Se muestran resultados representativos de 2 experimentos independientes. Los datos representan
media +/- DE de muestras duplicadas.

Las Figuras 10A-D representan que TLR3 e IFN-AR, pero no MyD88 o Cardif, participan en la producmon de
IFN-A a poli IC por CDce CD8+ derivadas de FLDC. Se estimularon FLDC eCD8+ clasificadas a 5 x 10 ®/ml de
ratones como se indica durante 18 h y se analizaron los sobrenadantes para IFN-A. (A) Se estimularon CD
eCD8+ WT y MyD88-KO con poli IC en presencia de IL-4 e IFN-y. (B) Se estimularon CD eCD8+ WT y TLR3-
KO con poli IC en presencia de IL-3 + IL-4 + IFN-y + GM-CSF. (C) Se estimularon CD eCD8+ WT y Cardif-KO
con poli IC + CpG-1668 en presencia de IL-3 y GM-CSF. (D) Se estimularon CD eCD8+ WT e IFN-AR-KO con
poli IC + profilina en presencia de IL-3 y GM-CSF. Se muestran resultados representativos de al menos 2
experimentos independientes. Los datos representan media +/- DE de muestras duplicadas.

Las Figuras 11 Ay B representan que la produccion de IFN-A in vivo puede aumentarse con tratamiento de FL
0 M-CSF. Se trataron ratones FL-KO durante 7 dias consecutivos con 10 ug de FL recombinante (A) o M-CSF
(B) por dia. Al dia siguiente después del tratamiento con factor de crecimiento los ratones se inyectaron i.v. con
100 pg de poli IC. Después de 3-4 h los sueros se analizaron para IFN-A. Los circulos indican los resultados de
ratones individuales y las columnas representan las medias de los mismos.

La Figura 12 representa que poli AU induce la produccion de IFN-A pero no de IFN-a in vivo. Los ratones se
inyectaron (i.v.) con poli IC (100 pg) o poli AU (100 o 500 ug). Después de 3-4 h los sueros se analizaron para
IFN-A e IFN-a. Los circulos indican los resultados de ratones individuales y su ndmero total (n) se indica en el
grafico. Las columnas representan la media de todos los ratones usados. Se han realizado dos experimentos
independientes.

La Figura 13 representa que CDc CD8a + y CDc eCD8a expandidas con FL in vivo producen selectivamente

IFN-A a poli AU in vitro. Se estimularon esplénicas aisladas ex vivo expandidas con FL altamente purificadas a

5 x 10°/ml en presencia de IL-3 + GM-CSF + IL-4 + IFN-y con tanto poli IC (100 ug/ml) como poli AU (100
pg/ml). Después de 18 h se analizaron los sobrenadantes para IFN-A.

La Figura 14 representa que la coestimulacion de CD40 potencia la produccién de IFN-A inducida por poli IC in
vivo. Se inyectaron (i.v.) ratones con poli IC (100 ug), mAb anti-CD40 (100 pg) o la combinacién de poli + anti-
CD40 (100 ug de cada uno). Después de 3-4 h se analizaron los sueros para IFN-A e IFN-a. Los circulos
indican los resultados de ratones individuales y su numero total (n) se indica en el grafico. Las columnas
representan la media de todos los ratones usados. Se han realizado tres (IFN-A) o dos (IFN-a) experimentos
independientes.

La Figura 15 representa que la produccion de IFN-A para poli IC in vivo depende de IRF3 y IRF7. Se inyectaron
i.v. ratones con el genotipo indicado con 100 ug de poli IC. Después de 3-4 h se analizaron los sueros para
IFN-A e IFN-a. Los circulos indican el resultado de ratones individuales y su ndmero total (n) se indica en el
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grafico. Las columnas representan la media de todos los ratones por genotipo. Se han realizado tres
experimentos independientes.

La Figura 16 representa que la produccion de IFN-A para poli IC in vivo depende de células hematopoyéticas,
FL y IRF8. Se inyectaron i.v. ratones con el genotipo indicado con 100 pg de poli IC y después de 3-4 h los
sueros se analizaron para IFN-A (A) Ratones reconstituidos con BM como se indica; (B) WT, IL-15R-KO y
RAG1-KO; (C) WT y FL-KO; (D) WT y IRF8-KO. Los circulos indican el resultado de ratones individuales y su
numero total (n) se indica en el grafico. Las columnas representan la media de todos los ratones por genotipo.
Se han realizado (A) uno (quimeras de BM), (B) dos (WT y RAG-KO) o uno (IL-15R-KO), (C) tres (WT y FL-KO)
y (D) dos (WT y IRF8-KO) experimentos independientes.

La Figura 17 representa que la produccién de IFN-A para inyeccion de poli IC in vivo se separa con
esplenocitos CD45R-/CD11c+/CDBa+. 1,5 - 2 h después de la inyeccion i.v. de poli IC se recogieron los bazos
y se procesaron. Se analizaron los sobrenadantes libres de células para IFN-A después del cultivo in vitro
durante 18 h. (A) Se separaron 5x10° células/ml de células del bazo totales o células por centrifugacion de
den3|dad en células de densidad ligera o células de densidad pesada. (B) Células del bazo totales a
25x10%células/ml de ratones WT o CD11c-DTR—tg tratados 2 dias antes con toxina diftérica (DT). (C) Células
del bazo totales antes de la separacion o después de la separacion con perlas magnéticas en Ias poblaciones
indicadas. El nimero inicial de células de esplenocitos anadidas sobre la columna fue 20 x 10°. Sin recuento
adicional, cada fraccion se distribuy6 en 2 pocillos con 200 pl de medio/pocillo. Las barras representan la media
+ DE de 2 experimentos independientes (A + C) o 1 experimento (B) usando 2 ratones por experimento.

La Figura 18 representa que la produccion de IFN-A o IL-12p70 por CD8a + CDc depende de los estlmulos y
las condiciones de citocinas. Se estimularon CDc CD8a+ esplénicas clasificadas a 5 x 10%ml y los
sobrenadantes se analizaron después de 18 h para IFN-A e IL-12p70. (A) Estimulacién en presencia de IL-3 y
GM-CSF con los estimulos como se indica. (B) Estimulos y citocinas como se indica. Las barras representan la
media + DE de 2 experimentos independientes usando un conjunto de al menos 8 ratones por experimento.

La Figura 19 representa que las CDc CD8a+ y CDc eCD8a generadas por FL in vivo e in vitro son productores
importantes de IFN-A e IL-12p70. Se estimularon (A) esplénicas aisladas ex vivo expandldas con FL altamente
purificadas o (B) generadas in vitro a partir de BM con subconjuntos de CDc de FL a 5 x 10%ml en presencia de
IL-3+GM-CSF+IL-4+IFN-y con los estimulos como se indica. Después de 18 h se analizaron los sobrenadantes
para IFN-A e IL-12p70. Las barras representan la media = DE de 2 experimentos independientes cada uno
usando un conjunto de al menos 2 ratones por experimento.

La Figura 20 representa que las CDc CD8a+, CDc eCD8a y CDp generadas por FL in vivo e in vitro son
productores importantes de IFN-A para HSV-1 y parapoxvirus. Se estimularon (A) esplénicas aisladas ex vivo
expandidas con FL altamente purificadas o (B) generadas in vitro a partir de BM con subconjuntos de CD de FL
a5x10%mlen presencia de IL-3 + GM-CSF + IL-4 + IFN-y con los estimulos como se indica. Después de 18 h
se analizaron los sobrenadantes para IFN-A. Las barras representan la media £+ DE de 2 experimentos
independientes cada uno usando un conjunto de al menos 2 ratones por experimento.

La Figura 21 representa que la produccidon de IFN-A para inyeccion de HSV-1 in vivo se separa con
esplenocitos CD45R+ y CD45R-/CD8a+. Se separaron células del bazo 1,5 h después de la inyeccion in vivo
con DISC HSV-1 con anti-CD45R y perlas magnéticas en fracciones positivas y negativas. La fraccion CD45R-
negativa se separé ademas en células positivas o negativas para CD8a. Las células separadas se cultivaron in
vitro durante las siguientes 18 h y se analizaron los sobrenadantes libres de células para IFN-A. oo Las barras
representan la media = DE de 2 experimentos independientes usando un ratén por experimento.

EJEMPLOS

La presente invencion se ilustra ademas por los siguientes ejemplos, que de ninguna forma deben considerarse
como adicionalmente limitantes.

1. Ratones

Los ratones MyD88-KO fueron de S. Akira (Adachi et al., 1998), los ratones Cardif-KO fueron de J. Tschopp (Meylan
et al., 2005), los ratones TLR3-KO fueron de The Jackson Laboratory (Alexopoulou et al., 2001), los ratones IRF7-
KO de Tadatsugu Taniguchi (Honda et al., 2005) y los ratones IFN-AR-KO fueron originalmente de Michel Aguet
(Muller et al., 1994). Los ratones C57BL/6 WT se compraron de Harlan Winkelmann.

2. Células y clasificacion por citometria de flujo

Se aislaron subconjuntos de CD de bazos de ratén reunidos como se ha descrito (Vremec et al., 2007). Brevemente,
se cortaron los bazos, se digirieron con colagenasa (Worthington Biochemical) y DNasa (Roche) a temperatura
ambiente, y se trataron con EDTA. Se enriquecieron células de baja densidad por centrifugacion de densidad;
células de linaje no CD se recubrieron con mAb (anti-CD3, KT3-1.1; anti-Thy-1, T24/31.7; anti-Gr-1, 1A8; anti-CD19,
ID3; anti-eritrocitos, TER119 y anti-células NK, DX5) y se agotaron usando perlas magnéticas anti-lg de rata
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(Qiagen). Las células muertas se excluyeron por tincién con yoduro de propidio. Se clasificaron poblaciones de CDc
basandose en la expresion de CD11c, CD45RA, CD4, CD8a y CD172a y las CDp se purificaron basandose en la
expresion de CD11c, CD45RA y CD172a (todos de BD Biosciences). La clasificacion de células se realizé en un
instrumento FACS Aria (BD Biosciences).

Se prepararon células dendriticas derivadas de cultivo de médula ésea de FL (FLDC) como se ha descrito (Hochrein
et al., 2004). Se clasificaron subconjuntos de CDp y eCD8+ y CDc eCD8" basandose en la expresion de CD11c,
CD45R, CD11b, CD24, y CD172a o CD103 (todos de BD Biosciences).

3. Exposicién in vivo a poli IC

Se inyectaron i.v. ratones en la vena lateral de la cola con 100 pg de poli IC (Axxora) y se recogi6é suero 3-4 h
después de la exposicion. Los sueros se pre-diluyeron 1/5, se analizé IFN-a por ELISA como se ha descrito
(Hochrein et al., 2004). Se determind IFN-A por un ELISA de IFN-A3 (IL-28B) (R&D Systems). Este ELISA reacciona
ampliamente de forma cruzada con IFN-A2 (IL-28A) y no diferencia entre estos dos IFN-A de raton.

4. Estimulacioén in vitro y deteccion de citocinas

Se estimularon in vitro células con agonistas de TLR individuales o combinaciones de los mismos que contenian 10
pg/ml de Pam3Cys (InvivoGen), 100 pug/ml de poli IC (Axxora), 10 ug/ml de LPS (E. coli; Sigma-Aldrich o Axxora), 10
pg/ml de R848 (Axxora), CpG-1668 o CpG-2216 1 uM (TIB-Molbiol), 1 ug/ml de profilina de toxoplasma (Axxora). Se
afadieron las citocinas recombinantes IL-3 de ratén, IL-4 de ratén, IFN-y de rata (PeproTech) y GM-CSF de raton
(Tebu-Bio) (10 ng/ml de cada una) como se indica. La adicion de IL-3 y GM-CSF se baso en observaciones previas
de que GM-CSF promovié la produccion de IL-12p70 y que la combinacion de IL-3 y GM-CSF aumento la produccion
de IFN-a inducida por virus en CDp y CDc (Hochrein et al., 2000; Hochrein et al., 2004). Como fuente de un
parapoxvirus se comprd Zylexis, que se usa para fines veterinarios, de una farmacia. Se usé HSV-1, en forma
deficiente en la replicacion conocido como disc HSV-1 (HSV-1d), como se describe (Hochrein et al., 2004). Se
analizé IFN-A en sobrenadantes por ELISA e IL-12p70 se determiné por el ensayo de perlas FlowCytomix (Bender
Medsystems) segun el protocolo del fabricante.

5. Aislamiento y estimulacion de CD humanas

Se prepararon CMSP a partir de sangre periférica de donantes de sangre no atdpicos por centrifugacion en
gradiente de densidad y se purificaron CD BDCA3+ de CMSP usando el kit de aislamiento de células dendriticas
BDCA3/CD141" (Miltenyi Biotech) en un separador AutoMACS™. Posteriormente, se purificaron CD BDCA1+ de las
CMSP agotadas en BDCA3 usando el kit de aislamiento de células dendriticas BDCA1/CD1c+ (Miltenyi Biotech).
Experimentos preliminares con CMSP y fracciones enriquecidas en CD de CMSP han indicado que la adicién de las
citocinas humanas recombinantes IL-3, GM-CSF e IFN-y (todas de PeproTech) (10 ng/ml de cada una) potencio la
produccion de IFN-A1 e IFN-A2 y, por consiguiente, esta combinacion de citocinas se afiadid a todas las
estimulaciones mostradas. Después de la estimulacion durante 18-24 h se analizaron los sobrenadantes para IFN-A1
e IFN-A2 por ELISA segun recomendaciones del fabricante (Tebu-bio).

6. Las CDc CD8+ son los principales productores de IFN-A en respuesta a poli IC

Poli IC, bien conocido por su capacidad para inducir grandes cantidades de IFN-I, también se ha descrito como un
potente inductor de IFN-A (Kotenko et al., 2003; Sheppard et al., 2003). Se identificaron CDp como los principales
productores de IFN-A en respuesta a varios virus o a estimulacién por CpG-ODN, pero la fuente celular de IFN-A
inducido por poli IC sigue siendo imprecisa (Coccia et al., 2004; Ank et al., 2008).

La estimulacion de células del bazo fraccionadas con un panel de ligandos de TLR reveld que las principales
fracciones de linfocitos que consisten en linfocitos T y B fueron incapaces de producir IFN-A, mientras que toda la
produccion de IFN-A se confind a preparaciones enriquecidas de CD. Entre subconjuntos de CD esplénicas
altamente purificadas, las CDp, como se ha informado previamente, fueron la principal fuente de IFN-A en respuesta
a ODN CpG-2216 de tipo A (Fig. 8). Sin embargo en respuesta a estimulacion por poli IC, las CDc CD8+ fueron los
principales productores, siendo CDp y CDc CD8- en gran medida incapaces de participar en la produccién de IFN-A
(Fig. 1y Fig. 8). También se examinaron subconjuntos de FLDC generados in vitro. En cuanto a los subconjuntos de
CDp y CDc aislados ex vivo, las eCD8+, pero no las CDc eCD8- o las CDp, produjeron IFN-A a poli IC (Fig. 9 A). Asi,
las CDc CD8+ y sus equivalentes in vitro son los principales productores de IFN-A en respuesta a estimulacion por
poli IC.

7. La produccion de IFN-A e IL-12p70 por CDc CD8+ depende del tipo de estimulo y las condiciones de
citocinas

Las CDc CD8+ son muy conocidas por su excepcional capacidad para la produccion de IL-12p70. Como se encontrd
que las CDc CD8+ también eran capaces de producir grandes cantidades de IFN-A, se compararon las condiciones
que gobernarian IFN-A con aquellas que gobernarian la produccion de IL-12p70. Usando un panel de estimulos de
TLR, se encontrdé que los ligandos de TLR conocidos por su alta induccion de IL-12p70, tales como CpG-ODN o
profilina de toxoplasma (Hochrein et al., 2000; Yarovinsky et al., 2005), indujeron grandes cantidades de IL-12p70,
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como era de esperar, pero sorprendentemente bajo estas condiciones las CDc CD8+ no produjeron ninguna IFN-A.
A diferencia, poli IC indujo la produccién de IFN-A, pero no de IL-12p70, por CDc CD8+ (Fig 2A). Combinaciones de
poli IC junto con Pam3Cys, LPS, CpG-ODN o profilina, ligandos para TLR2, TLR4, TLR9, TLR10 o TLR11,
respectivamente, aumentaron sinérgicamente la produccién de IFN-A (Fig. 2A). En linea con una falta de TLR7 y asi
insensibilidad de CDc CD8+ a estimulacién de TLR7, R848 fue incapaz de soportar la produccién de IFN-A inducida
por poli IC (Fig 2A). Estos datos demuestran un aumento sinérgico de IFN-A inducido por poli IC con estimulos
dependientes del gen 88 de respuesta primaria de diferenciacion mieloide (MyD88) y confirman los efectos
sinérgicos descritos sobre la produccion de IL-12p70 por CDc CD8+ (Fig. 2A) (Napolitani et al., 2005).

Se ha mostrado previamente que el medio de citocinas durante la estimulaciéon es altamente influyente para la
produccion de IL-12p70 en CD murinas y humanas, siendo la IL-4 un principal potenciador para la produccion
bioactiva de IL-12 (Hochrein et al., 2000; Kalinski et al., 2000). Usando un estimulo combinatorio (poli IC + CpG-
1668), que indujo tanto IFN-A como IL-12p70, se encontré que IFN-A potencio la produccion de IFN-A con pocos
efectos sobre la produccion de IL-12p70, mientras que IL-4 aumentd IL-12p70, pero no la produccion de IFN-A (Fig.
2B). El combinar IL-12p70 e IFN-A que potencia las citocinas (IL-3 + GM-CSF + IL-4 + IFN-y) con estimulos
individuales (poli IC o profilina) demostré que se preservé la produccion mutuamente exclusiva dependiente de
estimulo de IFN-A o IL-12p70 por CDc CD8+ (Fig. 2C). Sin embargo, combinaciones de estimulos (poli IC + CpG-
1668 o poli IC + profilina) mas citocinas permitié la produccion de grandes cantidades de IFN-A e IL-12p70 al mismo
tiempo (Fig. 2, By C).

En comparacion con los subconjuntos de CD esplénicas aisladas ex vivo, CDp, CDce CD8+ y CDc eCD8-
clasificadas por FACS de FLDC demostr6 una especificidad por subconjunto muy similar, ademas de dependencia
de estimulo y citocinas para la produccion de IFN-A (Fig. 9). Asi, como se describe para otros parametros
funcionales tales como la produccién de IL-12p70 o presentacion cruzada, la produccién de IFN-A de CDce CD8+ de
cultivos de FL demuestra un alto grado de similitud funcional con CDc CD8+ aisladas ex vivo.

8. FL participa en la produccién de IFN-A a poli IC in vivo

FL es un factor de crecimiento implicado en el desarrollo de CD en el estado estacionario y ratones deficientes para
FL (FL-KO) tienen cantidades drasticamente reducidas de CD que incluyen CDp y CDc CD8+ (McKenna et al.,
2000). Para definir la funcion de las CD como una fuente de IFN-A en érganos distintos del bazo, se aislaron células
del higado de ratones no mutantes y FL-KO y se estimularon bajo condiciones de citocinas para la expresion de
tanto la induccion de IFN-A como de IL-12p70 con tanto unicamente poli IC como profilina o una combinacién de
ambos. Como se encontré con CD8+ o CDce CD8+ clasificadas (Fig. 2 y Fig. 8B), las células del higado de ratones
WT produjeron IFN-A a poli IC e IL-12p70 a profilina, mientras que la combinacién de ambos estimulos soporto la
produccion de IFN-A e IL-12p70 simultaneamente (Fig. 3A). A diferencia, las células del higado de ratones FL-KO
presentaron una produccion ampliamente suprimida de IFN-A, ademas de IL-12p70, a esta estimulacion (Fig. 3A).
Como se cree que las células no hematopoyéticas y la mayoria de las poblaciones no de CD son normales en
ratones FL-KO, esto sugiere que las CD fueron la principal fuente del IFN-A producido. CD8+ o CDce CD8+, pero no
CDp u otros subconjuntos de CDc, expresan selectivamente TLR11 y asi son selectivamente capaces de responder
a profilina y producir IL-12p70 (Fig. 2 y Fig. 9A) (Yarovinsky et al., 2005). La supresion concomitante de IFN-A e IL-
12p70 en células del higado de FL-KO ftras la estimulacion selectiva por CD8+ y CDce CD8+ sugiere fuertemente
que este subconjunto de CDc es la fuente del IFN-A producido y apunta a una funcion notoria para CDce CD8+ como
una fuente importante de IFN-A en el higado in vivo. Asi, la produccion de IFN-A bajo aquellas condiciones
estimulantes selectivas podria servir de indicador para CDc CD8+, incluso en una mezcla compleja de diferentes
tipos de células.

Para extender estas observaciones a una exposicion directa in vivo, se compard la respuesta de ratones WT y FL-
KO a inyeccion de poli IC. Niveles en suero de IFN-A en respuesta a poli IC fueron faciimente detectables en ratones
WT como fueron los niveles de IFN-a. A diferencia, en ratones FL-KO, los niveles de IFN-A estuvieron casi
suprimidos, mientras que IFN-a permanecié facilmente detectable (Fig. 3B). La administracién de FL recombinante
en ratones FL-KO no solo restaurd, sino que incluso aumenté su capacidad de produccion de IFN-A por encima del
nivel de WT (Fig. 11A). La administracion de M-CSF en ratones FL-KO también fue capaz de aumentar la produccion
de IFN-A a poli IC, demostrando que M-CSF es capaz de aumentar el nimero de productores de IFN-A a poli IC (Fig.
11 B). Junto con aquellas lineas, los ratones WT tratados con FL que mostraron elevados nimeros de CD, que
incluyen CDc CD8+, tuvieron una respuesta de IFN-A sistémica enormemente elevada a la exposicion a poli IC. La
dependencia de FL sugiere fuertemente que la produccion de IFN-A a poli IC in vivo esta en gran medida mediada
por CD. Ademas, estos datos indican que CD8+ y subconjuntos de CDc eCD8+ son sensibles.

9. TLR3, IFN-AR e IRF7 participan en la produccion de IFN-A a poli IC in vivo

Se detecta poli IC por el sistema inmunitario en vias redundantes y se han descrito funciones para RLH, ademas de
TLR3 (Alexopoulou et al., 2001; Gitlin et al., 2006). Para determinar los receptores de reconocimiento de patrones
implicados en la produccién de IFN-A inducida por poli IC in vivo, se inyecto poli IC en ratones deficientes para
diversos receptores de reconocimiento de patrones o sus molécula adaptadoras, especificamente TLR3, MyD88 o
Cardif e IFN-A, ademas se midié IFN-a en los sueros correspondientes (Fig. 4). Se indujeron grandes cantidades de
IFN-A e IFN-a en ratones WT y MyD88-KO, demostrando que no estuvieron implicados TLR dependientes de MyD88
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y sugiriendo que las CDp, que dependen en gran medida de MyD88 para la produccion de IFN, no contribuyeron
probablemente a la producciéon de ambas citocinas bajo aquellas condiciones. Sin embargo, la deficiencia de TLR3
produjo produccion de IFN-A suprimida sin efecto sobre la produccion de IFN-a. La participacién de TLR3 in vivo
soporta que CD8+ y CDce CD8+ son la fuente de IFN-A debido a que este subconjunto es particularmente conocidos
por su alta expresion de TLR3 y por reconocer poli IC en un modo dependiente de TLR3 (Edwards et al., 2003;
Schulz et al., 2005). A diferencia, la deficiencia de Cardif no reveld efectos sobre la produccion de IFN-A pero, de
acuerdo con informes previos, supresion completa de IFN-a de suero (Fig. 4; Gitlin et al., 2006). Asi, mientras que
poli IC indujo grandes niveles sistémicos de tanto IFN-A como IFN-a en ratones WT, la participacion de TLR3 o
Cardif parece ser mutuamente exclusiva. Podria detectarse una participacion similar de TLR3, pero no Cardif o
MyD88, para la produccion de IFN-A con CDce CD8+ generadas in vitro a partir de los ratones KO correspondientes
(Fig. 10 A-C). Estos hallazgos, junto con la participacion observada de FL, sugieren fuertemente que la produccion
de IFN-A a poli IC in vivo depende en gran medida de CD de los subconjuntos CD8+ y eCD8+. Se ha descrito que la
produccion de IFN-I éptima in vivo requiere la expresion de un receptor de IFN-I funcional (IFN-AR). También se ha
propuesto una funcién para IFN-AR para la producciéon de IFN-A en respuesta a tanto el virus de Sendai como el
virus del herpes simple (Ank et al., 2008). Aqui se encontrd, en linea con los datos de Ank y colaboradores, que la
produccion sistémica de IFN-A e IFN-a en respuesta a poli IC fue en gran medida dependiente de la presencia de
IFN-AR (Ank et al., 2008). Se detectdé una dependencia similar de IFN-AR usando eCD8+ generadas in vitro de tanto
ratones WT como IFN-AR-KO (Fig. 10D).

Para arrojar mas luz sobre la regulacion de la produccion de IFN-A a poli IC in vivo, se analiz6 la respuesta de
ratones deficientes en factor regulador 7 de IFN (IRF7). La produccion de IFN-a estuvo casi suprimida en ratones
IRF7-KO (Fig. 4). Una funcién esencial para IRF7 se ha demostrado previamente para la produccion de IFN-a
dependiente de MyD88 por CDp y se ha propuesto una participacion de IRF7 en la produccion de IFN-I dependiente
de TRIF por CD (Honda et al., 2005; Tamura et al., 2008). Se encontré que la produccion de IFN-A en el suero se
reducia ampliamente en ausencia de IRF7, que indica una funcién prominente para IRF7 para la produccién de IFN-
A por CDce CD8+ (Fig. 4). Los hallazgos in vivo de una funcién prominente para IRF7 para la produccion de IFN-A en
respuesta a poli IC estan en linea con los estudios basados en promotor previos que proponen una funcién de IRF7
en la induccioén de IFN-a e IFN-A (Osterlund et al., 2007).

10. Las CD BDCA3+ humanas son productores importantes de IFN-A tras la estimulacién con poli IC

En ratones, la separacion en varios subconjuntos de CDc esta bien establecida y se correlaciona con fenotipo y
funcion especifico de subconjunto, tal como la capacidad de CDc CD8+ para producir grandes cantidades de IL-
12p70 o de antigenos presentes de forma cruzada. Aun cuando la evidencia de una discriminacion de subconjuntos
de CDc similar en el ser humano ha aumentado en los Ultimos afios, esto se basa principalmente en similitudes
fenotipicas con solo algunas analogias funcionales. Se encontr6 que la produccion de IFN-A en respuesta a poli IC
en ratones es una caracteristica especifica del subconjunto de CDc CD8+. Fue deseable establecer si esta
caracteristica se correlaciond con cualquier subconjunto de CD humanas. Basandose en similitudes fenotipicas,
tales como la expresion de Clec9a y Necl2, se han propuesto CD humanas BDCA3 positivas como posibles CDc
CD8+ humanas. En CMSP vy fracciones de CMSP enriquecidas en CD, se encontr6 que poli IC indujo IFN-A1 (IL-29)
e IFN-A2 (IL-28A). La separacion de subconjuntos de CDc usando los marcadores BDCA1 o BDCA3 reveld que las
células BDCAS positivas para todos los donantes probados fueron los principales productores de IFN-A1, ademas de
IFN-A2 (Fig. 5). Asi, en términos de la produccion de IFN-A tras la estimulacion con poli IC, las CDc BDCA3 humanas
se parecen funcionalmente a las CDce CD8+ murinas.

11. CDce CD8+ son productores importantes de IFN-A en respuesta a virus de ADN

Herpesviridae es una familia de virus de ADN bicatenario también llamada el virus del herpes que produce
infecciones recurrentes persistentes y en el ser humano incluyen patégenos importantes tales como el virus del
herpes simple (HSV) 1 y 2; virus de la varicela z6ster (VZV), citomegalovirus humano (HCMV), virus del herpes
asociado a sarcoma de Kaposi (KSHV) y virus de Epstein-Barr (EBV). Previamente, se encontré6 que HSV-1 es
reconocido por CDp mediante TLR9 mediante una via dependiente de MyD88, pero esto se observa por CDc
independiente de MyD88 mediante una via de reconocimiento desconocida hasta la fecha (Hochrein et al., 2004).
IFN-A fue capaz de proteger contra infeccion de la mucosa con HSV vy la proteccion dependiente de TLR fue en gran
medida dependiente de IFN-A (Ank et al., 2008).

La familia de poxviridae, también llamada poxvirus, representa virus de ADN bicatenario que pueden separarse en
varias subfamilias tales como ortopoxvirus, parapoxvirus y otros. Entre los poxvirus, son patdgenos importantes para
el ser humano y animales, tales como el virus de la viruela, el agente causante de la viruela, virus de la viruela de la
vaca, viruela del camello y virus de la variolovacuna. Los parapoxvirus son patégenos importantes para el ganado
vacuno y otros animales. Los ortopoxvirus y parapoxvirus son reconocidos por CD mediante vias dependientes e
independientes de TLR9 (Samuelsson et al., 2008; Siegemund et al., 2009). Algunos poxvirus codifican una proteina
de union a IFN-A y los poxvirus que codifican IFN-A recombinantes fueron altamente atenuados, sugiriendo una
funcion para IFN-A en la proteccion contra infecciones por poxvirus (Bartlett et al., 2005; Bartlett et al., 2004).
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Para determinar si las CDc eCD8+ también son productores de IFN-A en respuesta a virus de ADN, se probd la
respuesta de subconjuntos de CDc a HSV-1 y un parapoxvirus, que representan las familias del virus del herpes y
poxvirus.

Se encontré que entre las CDc aisladas ex vivo de bazo, las CDc CD8+ son los principales productores de IFN-A en
respuesta a tanto HSV-1 como parapoxvirus (Fig. 6). Usando subconjuntos de CDc generados in vitro, se encontro
otra vez que las CDce CD8+ eran los principales productores de IFN-A para HSV-1 y parapoxvirus. Las CDce CD8+
generadas a partir de los ratones mutantes que carecieron tanto de Cardif, MyD88 como TLR3 revelaron que
ninguna de las RLH ni los TLR fueron importantes para la generacion de IFN-A por CDce CD8+ en respuesta a HSV-
1 o parapoxvirus.

Como parece que los IFN-A inducen actividad antiviral contra el virus del herpes y poxvirus, y basandose en el
novedoso conocimiento de eCD8+ como una fuente importante de IFN-A, esto puede conducir a nuevos enfoques
terapéuticos tales como inducciéon de grandes numeros de CDce CD8+ con factores de crecimiento, por ejemplo,
ligandos de FL o M-CSF-R (M-CSF, IL-34). Los propios virus pueden reconocerse por los potenciados niumeros de
CDce CD8+ que pueden inducir IFN-A antiviral, limitando asi el crecimiento de los virus patégenos. Alternativamente,
pueden usarse estimulos externos tales como miméticos para ADN o ARN, por ejemplo poli IC, para inducir la
produccién de IFN-A por CDce CD8+ in vivo.

12. CDce CD8+ son productores importantes de IFN-A en respuesta a virus de ARN

Como se encontré que el ARN bicatenario (bc), por ejemplo, poli IC esta induciendo IFN-A por CDce CD8+, se
determiné a continuacion si los virus de ARN inducirian IFN-A también. Se sabe que el ARNbc no solo esta presente
tras la infeccién con virus de ARNbc, sino que se producen productos intermedios de ARNbc tras la infecciéon con
virus de ARN monocatenario (mc), especialmente de virus de ARNmc positivos. Las familias de ARNmc positivas,
tales como picornavirus, flaviviridae, coronaviridae, togaviridae, incluyen patégenos humanos y animales tales como
el virus del Nilo occidental, virus del dengue, virus de la hepatitis C, SARS, virus de la rubeola y otros. Para probar
diferentes virus de ARNmc positivos que representan dos familias de virus de ARNmc diferentes, se usaron virus del
bosque de Semliki (SFV) y virus de la hepatitis de raton (MHV), que representan togaviridae y coronaviridae,
respectivamente.

Entre las CDc aisladas ex vivo, la respuesta de IFN-A a SFV y MHV se restringié al subconjunto de CDc CD8+ sin
produccion de IFN-A por los subconjuntos de CDc CD8- (Fig. 7A). Se encontraron resultados similares para CDce
CD8+ generadas in vivo. Con CDce CD8+, se encontré que la produccion de IFN-A a SFV y MHV era todavia
robusta en ausencia de MyD88, pero que la produccion de IFN-A a aquellos virus se perdia en ausencia de TLR3.
Asi, las CDce CD8+ usan TLR3 para producir IFN-A en respuesta a virus de ARNmc, supuestamente mediante
productos intermedios de ARNbc.

Una funciéon importante para IFN-A en la susceptibilidad y cura contra el virus de la hepatitis C (HCV) se ha implicado
recientemente por analisis genémico (Ge et al, 2009; Suppiah et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Thomas et al., 2009).

Se encontré que las CDce CD8+ producen IFN-A en respuesta a virus de ARNmc positivos (Fig. 7). Ademas, se
encontré que pueden identificarse CDce CD8+ en el higado (Fig. 3 A). Y, lo que es mas importante, las CDce CD8+
no dependen de MyD88 o RLH para la producciéon de IFN-A. Se sabe que HCV inhibe la sefializacion de RLH y asi
inhibe la produccion de IFN-a de células del cuerpo que incluyen CDc CD8- que se basan en RLH para el
reconocimiento de HCV (Meylan et al., 2005). Como se encontré que las CDce CD8+ no usan RLH, sino TLR3, para
la deteccion de poli IC y virus de ARNmc positivos, esto puede producir CDce CD8+ todavia capaces de producir la
citocina antiviral IFN-A a HCV, mientras que se inhiben otras células que se basan en RLH. El aumentar la cantidad
de CDce CD8+ puede aumentar drasticamente la cantidad de IFN-A producida en respuesta a virus que incluyen
virus de ARNmc y puede ser ademas potenciada por la aplicacion de estimulos externos tales como poli IC o virus
de ADN deficientes en la replicacion (por ejemplo, HSV-1d). La administracion de CDce CD8+ o el potenciamiento in
vivo mediante factores de crecimiento pueden, con o sin combinaciones con terapias estandar tales como terapia de
IFN-I, aumentar la respuesta antiviral a virus persistentes tales como HCV o virus del herpes.

La produccion de IFN-A tras poli IC es una funcion distintiva novedosa de CDce CD8+, conservada entre especies
evolutivamente distantes. Es probable que la produccién de IFN-A contribuya al excelente efecto adyuvante de la
administracion de poli IC. Ademas, es probable que CDc CD8+ y sus equivalentes, muy conocidos por su
presentacion cruzada y capacidades de IL-12p70, sean contribuyentes a las respuestas antivirales mediadas por
TLR3 mediante su alta produccion de IFN-A. Estos nuevos hallazgos pueden transferirse a novedosos enfoques
terapéuticos que pueden impactar fuertemente para tratar infecciones persistentes tales como infecciones del virus
de la hepatitis C.

13. Induccién por poli AU de IFN-A

El ARN bicatenario (ARNbc) es reconocido mediante TLR3 o mediante helicasas tipo Rig (RLH). Sin embargo, las
longitudes, la composiciéon o modificaciones del ARN pueden influir en la deteccion mediante los diferentes
receptores de ARN. Se ha observado que en respuesta a acido poliinosinico:policitidilico (poli IC) la produccién
temprana de IFN-A depende completamente de la presencia de TLR3 y de ciertos subconjuntos de CD (CDc CD8a+
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y eCD8a), mientras que la produccion sistémica de IFN-a era independiente de TLR3 e independiente de CDc
CD8a+, pero era completamente dependiente de las RLH (como se observa con ratones Cardif-KO que carecen de
una molécula adaptadora esencial para RLH). El acido poliadenilico:poliuridilico (poli AU) de ARNbc es otra forma de
ARNDbc y los presentes inventores probaron si poli AU puede usarse para inducir IFN-A in vivo. De forma interesante,
la inyeccion de poli AU indujo IFN-A en los sueros de ratones, pero IFN-A sistémico no era detectable. Asi, usando
cierta forma de estimulos es posible inducir IFN-A sistémico sin la induccion de IFN-A sistémico (véase la Figura 12).

Para ver si la produccién de IFN-A a poli AU observada se correspondié con las mismas células como en respuesta a
poli IC, los presentes inventores potenciaron la cantidad de CD en ratones con tratamiento de FL y clasificaron
CD8a+ CDc, eCD8a CDc y CD11b+/CD172a+ CDc. Aquellas células se estimularon con poli IC o poli AU. De hecho,
solo CDc CD8a+ y CDc eCD8a, pero no las otras CDc (CDc CD11b+/CD172a+), fueron capaces de producir IFN-A a
poli IC y a poli AU similarmente. Los resultados se muestran en la Figura 13.

14. Induccién de IFN-A con poli IC y estimulacién de CD40

Pueden estimularse células dendriticas (CD) con patrén molecular asociado a patégeno (PAMP) tales como ligandos
de TLR y responder con maduracion y produccion de citocinas. Ademas, existen estimulos endégenos de PAMPS y
uno de los mejores mecanismos activadores descritos es la interaccion de CD40 con su ligando, el ligando de CD40.
Las CD expresan CD40 y los linfocitos T activados expresan ligando de CD40 y la interaccion de linfocitos T y CD
activa CD. Una de las consecuencias de esta activacion es la produccion de citocinas que incluyen IL-12p70. Como
los presentes inventores encontraron que la combinacion de inductores de IL-12, tales como profilina o CpG-ODN,
junto con poli IC indujeron in vitro un aumento sinérgico de la produccion de IFN-A, los presentes inventores
probaron si la combinacion de poli IC y la estimulacion de CD40 afectaria la produccion de IFN-A in vivo. Como
estimulo para CD40 se us6 un anticuerpo monoclonal (mAb) para CD40, que se sabe que es estimulante in vivo. Los
resultados se muestran en la Figura 14.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de generacién u obtencion de una poblacion de células dendriticas convencionales CD8+ o
eCD8+ que producen IFN-A, en el que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una poblacién de células que comprende células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+;

(b) poner en contacto dicha poblacion de células con un agente que aumenta el nivel de dichas células
dendriticas convencionales, en el que el agente es ligando de Flt3 o ligando de receptor de M-CSF;

c) poner en contacto dichas células dendriticas convencionales con un acido nucleico bicatenario (bc) o
analogo del mismo; y

(d) aislar células positivas para Clec9a y/o Necl2 que producen IFN-A de dichas células dendriticas
convencionales CD8+ y/o eCD8+.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la poblaciéon de células se incuba ademas con un potenciador de la
produccién de IFN-A, en el que el potenciador es

- un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de TLR4,
un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 y/o un ligando de TLR11; y/o

- un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un ligando de
CD40; y/o

- una citocina, en el que la citocina es preferentemente IL-3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

3. Una composicion que comprende una poblacién de células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+ humanas
que producen IFN-A obtenibles por el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dichas
células dendriticas convencionales expresan Clec9a y/o Necl2.

4. La composicion de la reivindicacién 3, en el que dicha composiciéon es una composicién farmacéutica.

5. Células dendriticas convencionales CD8+ y/o eCD8+ humanas que producen IFN-A obtenibles por el método de
una cualquiera de la reivindicacion 1 o 2 o la composicién de una cualquiera de la reivindicacion 3 o 4 para su uso en
un método de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad, en el que dicha enfermedad es una enfermedad
infecciosa, en particular una infeccién viral, preferentemente una infeccién viral persistente, mas preferentemente
una infeccion viral del higado y/o una infeccion por el virus del herpes, lo mas preferentemente una infeccion por el
virus de la hepatitis; o cancer.

6. Una composicién que comprende un acido nucleico bicatenario (bc) o analogo del mismo para su uso en un
método de prevencion y/o tratamiento de una enfermedad por la induccion de IFN-A en células dendriticas
convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ y en la que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2, en la que dicha
enfermedad es una enfermedad infecciosa, en particular una infeccién viral, preferentemente una infeccion viral
persistente, mas preferentemente una infeccion viral del higado y/o una infeccion por el virus del herpes, lo mas
preferentemente una infeccion por el virus de la hepatitis; o cancer.

7. Una composicion para su uso en un método de la reivindicacion 6 que comprende ademas un agente que
aumenta el nivel de células dendriticas convencionales (CDc) CD8+ y/o eCD8+ seleccionadas de ligando de FIt3 y/o
un ligando de receptor de M-CSF, en la que dichas CDce CD8+ expresan Clec9a y/o Necl2.

8. La composicién para su uso en el método de la reivindicacién 6 o 7, en la que dicho cancer es un carcinoma de
células escamosas o un adenocarcinoma.

9. La composiciéon para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, que comprende
ademas un agente que potencia la produccion de IFN-A basado en acido nucleico bc, en la que el agente que
potencia la produccién de IFN-A basado en acido nucleico bc es

- un ligando de TLR, en el que el ligando de TLR es preferentemente un ligando de TLR2, un ligando de TLR4,
un ligando de TLR9, un ligando de TLR10 y/o un ligando de TLR11; y/o

- un miembro de la familia de TNF, en el que el miembro de la familia de TNF es preferentemente un ligando de
CD40; y/o

- una citocina, en la que la citocina es preferentemente un ligando de FIt3, un ligando de receptor de M-CSF, IL-
3, GM-CSF, IL-4 o IFN-y.

10. La composicion para su uso en el método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la que dicho
analogo de un acido nucleico bc es poli IC, poli AU, poli ICLC, poli dAdT.

29



ES 2626 595 T3

[ cDbccp4+ EICDe DN

B CDc CD8'

Lt

Figura 1

euljjoid
9Lzz-9do
8991-9dO
88y

Sdl

0| Ajod

1 sADgwed

1 WSS ou
[

30



ES 2626 595 T3

Figura 2 A

2500 A

2000 -

jw/Bd y-N4|

eulyold +9) 1jod
8991-9d0+9| !lod
8v84+0l llod
Sd1+0I llod
shkogwed+9) 1jod
euljiyoid
91¢z-9d9
8991-0d)

] 88

Sd1
Jlljod

1 shAocwed

wi}sa ou

31



ES 2626 595 T3

Figura2 B

' I I 1 ] 1 LI T I i LI ] L | L 1 T

Q O O O O O O O O 0O O O O © O O O O O

Q O O O O O O O O QO O O O O O O O O

nw O Vv O u O u O w N O Vv O U O v O W

¥ T O O N N - <t T O O N N~ -
|w/bd -Nd| lw/bd o2dzL-TI

uoIoIpe UIS

32



ES 2626 595 T3

Figura2 C

L

3500 -

3000 A

14000 A~

12000 A

£ 10000 -

8000 -
6000 -
4000 o

/6d 02dz1-1

2000 A

eulyoud +9] lod

euljyoud

2l ljod

33



ES 2626 595 T3

Figura 3 A

WT [ FL-KO

:z—h euljiyoud +9) 1j0d

L

2l ljod

i | I 1) ] 1 | | ¥ 1 ¥ 1 |
o ) ) o (@) O O O O O O o o
) ) ) o o O © O O © © o

0 o ) o 7] N O v O v O o

N N - - M M N N -~

|w/Bd (-

N4l

jw/6d ozdz1-11

34



ES 2626 595 T3

Figura 3 B
5000 1
4500 A o
4000 - o
__ 3500 - o
§ 3000 A
o
Q. 2500 1
; 2000 A 0
L 1500 - 0
1000 A °
500 -
o - 8
wT FL-KO
3000 1
2500 - -/
E 2000 - 8
o,
= 1500
3 Q
o)
L 5000 A 8
e
0]
500 4
0 . 1
WT FL-KO

35




ES 2626 595 T3

Figura 4

4000 -
35001 o
3000 -
r (o]
?E» 2500 4 0
2 004 |© °
< o ]
s o (0]
Z s0q |8 g o
1000 - o
500 A
fca A
0 b T T ‘_GJ Y Y T o ¥
wt  MyD88-KO TLR3-KO Cardif-KO IFN-RKO  IRF7-KO
2500 -
o 0
2000 A
E o]
S 1500 o 4 _g_
(o)
3
P4
L 1000 - 8 fo) O
(o]
500 o
0 4 T N ——

wt MyD88-KO TLR3-KO  Cardif-KO {FN-IR-KO  IRF7-KO

36



ES 2626 595 T3

Figura 5

IFN-12 (IL-28A)

100000
90000 A
80000 A
70000 4
60000 4
50000 -
40000 A1
30000 -
20000 -
10000 1

0

pg/10© células

donante 1 donante 2 donante 3

QdcmMsP [MCMSPagotenCD BBDCA1 ®BDCA3

IFN-31 (IL-29)

300000 4
250000 -

200000

150000 +o

100000 A

pg/108 células

50000 -

donante 1 donante 2 donante 3

gdcmsP [ CMSPagotenCD BBDCA1 ®BDCA3

37



ES 2626 595 T3

Figura 6

CDc CD8* @ CDc CD4* BECDc DN

7000 A

6000 -

5000

4000

3000

IFN-A pg/ml

2000

1000

0 Y

no estim
HSV-1d
parapox

38



ES 2626 595 T3

Figura 7

CDc CD8* [0 CDc CD4* ECDc DN

600 1
500 A
400 -

300 -

IFN-A pg/ml

200 A

100 A
o S

no estim
MHV

39



ES 2626 595 T3

Figura 8

CDp de bazo

N
N
o
o
(an]
J

N
o
o
o
o
1

—
($2)
o
o
o
i

—
o
o
o
o
1

40



CDp

ES 2 626 595 T3
cDc ecD8™s [ CDc eCD8™

u.............................._ 8991-9dD+9| lod

.................

wisa ou

1200 A

|w/Bd -

Figura9 A

2500 A
2000 A
1500 -
1000 A

500 A

|w/Bd g2dz1-I

41



Figura9B

1200
1000

800

IFN-A pg/ml

IL-12p70 pg/mi

ES 2626 595 T3

CDc eCD8* [ cDc eCD8™ B CDp

sin citocinas §

42

IL-4+IFN-y



ES 2626 595 T3

Figura 10 A-B

350 -

MyD88-KO

700 A

|w/Bd -N4|

43



Figura 10 C-D

C

ES 2626 595 T3

IFN-1 pg/ml

2500

2000

1600

1000

500

Cardif-KO

IFN- pg/ml

3000

2500

2000

1500

1000

500

IFN-AR KO

44




ES 2626 595 T3

Figura11 A

45000 -
40000 - 0
35000 1

& 30000
~

Q95000 -
<
=z ]
<= 20000
15000
0
10000 -

5000 -

0 g ‘

sin tratamiento después de FL

45



ES 2626 595 T3

Figura11 B

3500 1

3000 0

2500 1

[ d
<
[
<
i

1500 -

IFN-A pg/ml

1000 -

500 -

et

sin tratamiento después de M-CSF

46



Figura 12

IFN-A pg/mi

IFN-a U/mi

8000 1

7000

6000 A

5000

4000 A

3000

2000 1

1000

3000

2500

2000

1500

1000

500

ES 2626 595 T3

n=

i

poli IC

n=6

(oo ¢ »]

n=6

poli IC

47

poli AU



ES 2626 595 T3

Figura 13

@ CDc CD8w* MECDc eCD8« ECDc CD1Mb/CD172a
1000 -

900 A
800 A
700 1
600 o
500 -
400 A
300
200 1
100 A

0 -

IFN-A pg/ml

sin estmﬁ

48



Figura 1

IFN-A pg/ml

IFN-o U/ml

ES 2626 595 T3

4
=0,0013
8000 1 P=" )
n=
7000 A
6000 A
5000 A n= _g._
4000 4 8 e
3000 A 9
8 o
2000 A O
O n=
1000 A E
0 - '
poli IC anti-CD40 poliIC +anti-CD40
no significativo
1600 ~ | 1
n=
1400 n=6 o
(o}
1200 + o
1000 + (o)
800 ©
. (o]
600 8 o)
8
400
200 n=6
0 - :
poli IC anti-CD40 poli IC +anti-CD40

49



Figura 15

IFN-A pg/ml

IFN-o U/ml

ES 2626 595 T3

p<0,0001

4000

3500 1 §

3000 A

2500 A (o]
2000 +
1500 A

1000 -
n=9
500

I

n=15

n=8

&

| —8

WT IRF3-KO

i O
IRF7-KO

p<0,0001

IRF3+7-KO

117
o

4000 1

=2

3500 1

3000 -

2500 1

2000 o

O @O o0 O

n=
o]

1500

o

1000 A
(o}

I

n=15

n=8

O

500 - r.g_l

wWT IRF3-KO

50

g

IRF7-KO

~7

IRF3+47-KO



ES 2626 595 T3

Figura 16

2500 1 =3
o

2000 n=3

1500 4

olo3
w

1000

IFN-A pg/mi

500 o
n=3 n=3

] A © T 4 1

wT WT TLR3-KO TRIF-KO
TLR3-KO TRIF-KO WT wWT

receptor:
médula ésea:

33

4500 n=i n=3 ns

3500 A o (-]

3000 O

IFN-A pg/m
58 & 8 &
8888
[}
00 [o]

g

o

WwT IL-15R-KO RAG-KO

4500 A

-
000

3500 4

3000
2500

IFN-A pg/ml
g
o

§
)

n=7

wT FL-KO

w
0
8
&

3

I}

2]

~N
g
0 00| o

IFN-2 pg/mi

WT IRF8-KO

51



Figura 17

IFN-A pg/ml

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

células de bazo
totales

ES 2626 595 T3

células de
densidad ligera

C

IFN-A pg/mi
e 88§ B

o

1FN-. pgimi 1FN-& pgimil
g

1FN-5. pgfmd
g

células de
densidad pesada

‘no separadas
CD45R

no detectadas

pos

neg
CcD11c

neg

52

IEN-A pg/ml

IEN-A pg/mi

IFN-3. pg/mi
8 & 3 8

38 8 8

IFN-2, pg/mi

IFN-A pg/ml

58883888

i

g

i .

8

°

1800 9
1600
1400 1
1200 A
1000 4
800 A
600 A
400 A
200 1

no detectadas

neg

neg

neg

WT
+0T

CD3

no detectadas
pos
CDt11b

NK1.1

no detectadas

pos

CO11¢c-DTR-tg
+DT



ES 2626 595 T3

Figura 18

z=1 eu|yoid + D| Ijod

] 9991-990+0) llod
§d1+0] llod

1 skggwed+ 0| llod

i
# NG

9

eulyoid
8094-940 E
8vey
Sd1

=] b o1 fiod .
skogwed
wnse ou N

SisisiicfiEgEi°

[w/Bd ¥-N4) jw/Bd 029z -

< m

g

1000

8§
Jw/Bd -N4| jw/Bd ozdzi -1

3500 4
2500

poli IC +

CpG-1668
CpG-1668

poli IC

53



ES 2626 595 T3

Figura 19

alia

E)CDe CD8«* M CDc eCD8« B3 CDc CD11b/CD172a

A

§ &

§ § 8

b3

jwybd ¢-NdI

§

"§§EEEEEEEE”

jwybd 0zdzL-

eulyoid + OJ 1jod

8991-9904+91 A10d

eulyoid

8991-9d0

Ol ljod

wise ou

alta

eulyoid + DJ 1jod

] 8991-090+01 Ao

E CDc CD1Mb/ICD172a

euljyoid

8991-6d)

Ol ljod

wise ou

Bl CDc¢ eCD8x

1w/6d -N4| jw/Bd g/dz1-1

54



ES 2626 595 T3

Figura 20

A
25000 - CDc¢ CD8u«* B8 CDc eCD8«
B cDc CD11b/CD172a 0O CDp
__ 20000 - B
E
& 15000
<
& 10000
5000 -
0 -
= s 5
£ o
© 2
o s
B
B CDc eCD8« ‘
t
BICDc CD11b/ICD1722
20000 1 20
18000 - P
__ 16000 A
£ 14000 -
2 12000 -
<< 10000 4
E 8000 A
~ 6000 A
4000 A
2000 rl
0 A 1,
£ 3 2 2
S 2 2 ¢
c Q. ©
£ 3
[ =
a S

55



ES 2626 595 T3

Figura 21

800 4
700 4
600 -
500 -
400 -1
300 -

IFN-A pg/mi

200 A

100 A
0 J no detectadas

CD45R pos CD45R neg CDA4SR neg
/CD8a pos /CD8a neg

56



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

