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Métodos para el manejo de drogas biolégicas que contengan células vivientes
Descripcion
CAMPO

[0001] Esta invencion se refiere a métodos para la manipulacién de farmacos bioldgicos que contienen
suspensiones de células vivas formuladas en tampdn no nutritivo. Mas especificamente, la presente invencién se
refiere al envasado, envio y distribucion de suspensiones de células inmunitarias vivas en medios no nutritivos, por
lo que las células mantienen sus propiedades Unicas de identidad, funcién y viabilidad.

FONDO

[0002] La terapia celular es una terapia potencialmente curativa contra los tumores, virus y patdgenos bacterianos.
La terapia celular también se puede usar para tratar enfermedades autoinmunes (por ejemplo, artritis reumatoide,
esclerosis multiple y diabetes tipo ), trastornos neurolégicos (como Alzheimer, ELA y enfermedad de Parkinson), asi
como tratamiento antienvejecimiento, curacion de cicatrizacion y tratamiento de trastornos cardiovasculares. El
aprovechamiento del poder del sistema inmune para tratar o prevenir enfermedades es un objetivo principal de la
inmunoterapia. Se han desarrollado una variedad de métodos y composiciones de inmunoterapia con el fin de
potenciar o suprimir la respuesta inmune en pacientes. Métodos de terapia celular a menudo implican
manipulaciones ex vivo tales como la proliferacion, diferenciacion y/o activacion de las células. Las células que estan
mas que manipuladas minimamente son consideradas drogas biolégicas por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (USFDA, por sus siglas en inglés), asi como las agencias reguladoras en otras
jurisdicciones. Antes de que tales medicamentos bioldgicos puedan comercializarse para el tratamiento o la
prevencion de cualquier enfermedad, estos productos deben investigarse primero en ensayos clinicos en humanos
bajo una Solicitud de Nuevo Medicamento Investigativo (IND) o equivalente.

[0003] Para el uso comercial, los procesos utilizados para la fabricacion de farmacos biolégicos que contienen
células vivas deben estandarizarse de modo que las células resultantes se han pre-determinado de identidad,
criterios de liberacion funcionales y viabilidad. Los procesos para hacer que la proliferacion, diferenciacion y/o
activacion de las células destinadas para su uso como un medicamento biolégico generalmente se produce ex vivo
donde las células se mantienen en medios de cultivo ricos en nutrientes. Sin embargo, antes de administrar las
células a humanos, las células deben transferirse a un tampdn de infusién no nutriente. Debido a que estas
soluciones tampoén no contienen nutrientes, las células permanecen viables solo por cortos periodos de tiempo.
Ademas, incluso si las células permanecen viables después de ser colocadas en un tampdn de infusién no nutriente,
pierden rapidamente su identidad Unica y caracteristicas funcionales. Perder su identidad uUnica y caracteristicas
funcionales descalifica a las células para ser utilizadas como una droga bioldgica. Esta limitacion requiere que las
células destinadas al uso de farmacos bioldgicos se formulen en el punto de atencién o cerca de él. El requisito de
que las células se formulen en o cerca del punto de cuidado debido a la vida util limitada de los productos celulares
vivos en la formulacion limita severamente la viabilidad comercial de esta clase de producto.

[0004] Las células vivas son relativamente estables en medios de cultivo ricos en nutrientes. Los ejemplos de
medios de cultivo ricos en nutrientes incluyen, por ejemplo, X-Vivol 5 (BioWhittaker, Walkersville, MD), RPMI 1640,
DMEM, Ham's F12, McCoys 7A y Medium 199. El medio puede suplementarse con ingredientes adicionales que
incluyen suero, proteinas de suero, supresores del crecimiento y sustancias promotoras del crecimiento, tales como
anticuerpos monoclonales mitogénicos y agentes selectivos para seleccionar células genéticamente modificadas o
modificadas genéticamente. Sin embargo, la transferencia de las células a un tampén no nutritivo tal como se
requiere para la administracion a un paciente puede conducir a una rapida degradacion de la identidad celular, la
viabilidad celular y las caracteristicas funcionales de las células. Los ejemplos de tampones no nutrientes incluyen,
por ejemplo, soluciones isotonicas tales como solucidon salina normal, solucién salina tamponada con fosfato,
dextrosa al 5%, Plasma-Lyte (Baxter Scientific, Deerfield, ILO) y Normasol (Abbott Laboratories, Abbott Park, ILO).
Ademas, cuando las células se transfieren a un tampén no nutritivo, generalmente se cree que los reactivos que
proporcionan sefiales de activacion y/o diferenciacion, asi como otros componentes tales como moléculas
estimulantes o citocinas, deben eliminarse antes de transferirlos a un tampoén no nutritivo. (Véase la patente de
Estados Unidos 6.867.041 de Berenson et al.) Por lo tanto, las células en tampdn no nutritivo generalmente tienen
una vida util limitada y pueden, por ejemplo, comenzar a perder sus propiedades de identificacion y actividad en
cuestion de minutos y rara vez mantienen sus caracteristicas funcionales e identitarias para mas de unas pocas
horas.

[0005] En la actualidad, las composiciones inmunoterapéuticas que incluyen células vivas se producen
generalmente en una instalacion de cGMP cerca del punto de cuidado del paciente (véase la publicacion de patente
no. 2003/0175242 a Gruenberg). La formulacién de farmacos biolégicos con células vivas debe realizarse bajo
condiciones altamente controladas y estériles en instalaciones de cGMP. Las células vivas se manipulan en la
instalacion de cGMP y se formulan para infusion en un paciente. Una vez que las células se preparan para la
infusion, las células se transfieren rapidamente al sitio de atencién y se administran al paciente. EI mayor
inconveniente de este proceso es que las instalaciones de GMP deben estar presentes cerca de cada punto de

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 648 136 T3

atencion. Las instalaciones de cGMP requieren un capital monetario considerable para el personal y se ejecutan
bajo las reglas y regulaciones requeridas. La necesidad de establecer una multiplicidad de estos centros en o cerca
de cada punto de atencion tiene un costo prohibitivo y una gran limitacion para el potencial comercial de esta clase
de medicamentos. Esto lleva a una dificil eleccion de incurrir en grandes gastos mediante la construccion de un gran
numero de instalaciones de cGMP con el fin de aumentar el acceso a los pacientes o para proporcionar accesibilidad
limitada para los pacientes mediante la construccion de un numero limitado de instalaciones de cGMP para
minimizar los gastos de capital. Por lo tanto, existe una necesidad en el campo de la terapéutica de células vivas de
métodos que permitan que las células en un tampdn no nutritivo tengan una vida atil mas prolongada. Ademas, se
necesita un método que permitiria el envasado, envio y distribucion masiva de productos celulares formulados
suspendidos en tampon de infusién que no contiene nutrientes.

[0006] Se describen los problemas con el mantenimiento de la identidad y funcion de las células usadas en la
inmunoterapia adoptiva después de la formulacién, por ejemplo, en la Publicacion de Patente de Estados Unidos N°
2003/0175272 para Gruenberg. Esta publicacion ensefia que las células T deben reactivarse justo antes de la
administracion del paciente (no mas de 4 horas antes de la infusién) para mantener las caracteristicas funcionales
de la produccion de citoquinas. La funcion de las células puede mantenerse hasta 48 horas solo si la formulacion
incluye plasma autélogo. Sin embargo, la recoleccién de plasma de cada paciente previsto no es propicia para la
distribucion masiva y la comercializacion.

RESUMEN

[0007] En un primer aspecto, esta invencion incluye un método in vitro de manejar una composicion de farmaco
bioldgica con células vivas para su uso en inmunoterapia, en el que las células vivas activan las células T después
de haber sido activadas por restos de la superficie celular de reticulacion por anticuerpos monoclonales u otros
agentes aglutinantes, comprendiendo el método:

reactivar las células vivas;

formular las células vivas en un tampon no nutritivo;

mantener las células vivas en el tampén no nutritivo a una temperatura de almacenamiento por debajo de
aproximadamente 20°C durante mas de aproximadamente 6 horas,

donde las células vivas mantienen su identidad y al menos una caracteristica funcional que define las células
vivas antes de la formulaciéon en el tampdn no nutritivo, siendo las células vivas utiles para inmunoterapia
después de ser almacenadas durante mas de aproximadamente 6 horas en el tampén no nutritivo.

[0008] Las células vivas son Utiles para la inmunoterapia después de haber sido almacenadas durante mas de
aproximadamente 72 horas en el tampdn no nutritivo. Preferiblemente, la temperatura de almacenamiento esta en
un intervalo entre aproximadamente 4°C y aproximadamente 8°C y la concentracion de las células en el tampdn no
nutritivo es de aproximadamente 107 células/ml o mayor. Para activar las células T, es preferible usar anticuerpos
monoclonales inmovilizados reactivos a las moléculas de la superficie celular. Preferiblemente, las moléculas de la
superficie celular son una combinacion del primero de los siguientes: CD3, MHCI, MHCII, CD2 y, en segundo lugar,
una molécula coestimuladora. Preferiblemente, la molécula coestimuladora es CD28. Las células vivas se colocan
en un contenedor o jeringa flexible, en el que el envase o jeringa flexible se envasa en un dispositivo de temperatura
controlada que mantiene las células vivas a la temperatura de almacenamiento. EI método también incluye el envio y
la distribucién del paquete en el dispositivo de temperatura controlada al punto de atencion.

[0009] En otro aspecto, esta invencion incluye un método in vitro de proporcionar una composicion de células vivas
para su uso en la inmunoterapia a un punto de instalacion de cuidado, en el que las células vivas activan las células
T después de haber sido activadas por reticulacién de restos de la superficie celular por anticuerpos monoclonales u
otros agentes aglutinantes, comprendiendo el método:

reactivar las células vivas;

formular las células vivas en un tampon no nutritivo en una instalacion de procesamiento; y

transportar las células a un punto de atenciéon en un paquete equipado para mantener una temperatura de
almacenamiento por debajo de aproximadamente 20°C, donde las células vivas estan a la temperatura de
almacenamiento durante mas de aproximadamente 6 horas mientras se mantiene su identidad y al menos una
caracteristica funcional que definié las células vivas antes de la formulacién en el tampdén no nutritivo.

las células vivas estan a la temperatura de almacenamiento durante hasta aproximadamente 72 horas mientras
que mantienen su identidad y al menos una de las caracteristicas funcionales de las células vivas Utiles en la
inmunoterapia.

[0010] Un método para administrar la inmunoterapia a un paciente se describe en el presente documento. El método
comprende administrar una composicion que incluye células vivas formuladas en tampdn no nutritivo, en el que la
composicion se ha almacenado durante hasta aproximadamente 72 horas en el tampdn no nutritivo, en el que las
células vivas mantienen su identidad y al menos una de las caracteristicas funcionales de las células que definieron
las células vivas antes de la formulacion en el tampdn no nutritivo, las células vivas utiles en la inmunoterapia.
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[0011] Otro método de administrar la inmunoterapia a la patente se describe en el presente documento. El método
comprende administrar una composicion que incluye células vivas formuladas en tampdn no nutritivo, en el que la
composicion se almacend previamente en un estado congelado, por ejemplo en nitrégeno liquido, durante hasta 2
afios o0 mas y se ha descongelado y formulado y luego almacenado durante hasta aproximadamente 72 horas en el
tampon no nutritivo, en el que las células vivas mantienen su identidad y al menos una de las caracteristicas
funcionales de las células que definieron las células vivas antes de la formulacién en el tampdn no nutritivo, las
células vivas utiles en inmunoterapia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0012]

Fig. 1A es un grafico del cambio de temperatura en el contenedor durante el transporte en el que el contenedor
no estaba preacondicionado.

Fig. 1B es un grafico de la temperatura registrada dentro de la caja aislada del aerogel preacondicionado.

Fig. 1C es un grafico de la temperatura del aire durante el transporte.

Figs. 2A-2C muestran la expresion de CD40L para HTC273, HTC245 y HTC264, respectivamente, las células
antes y después del embalaje y envio.

Figs. 3A-3C muestran la viabilidad celular de las células HTC273, HTC245 y HTC264, respectivamente, antes y
después del envasado y envio.

Figs. 4A-4C muestran la secrecion de IFN-y de HTC273, HTC245, y HTC264, respectivamente, las células antes
y después de embalaje y de envio.

Figs. 5A-5C muestran la secrecion de IFN-y de HTC273, HTC245, y HTC264, respectivamente, las células antes
y después de embalaje y envio seguido de incubacion a 37°C durante 6 horas.

Las Figuras 6A-6C muestran la expresion de células CD40L de HTC273, HTC264 y HTC245, respectivamente, y
se formulan para la administracién de ID, IT y IV.

Figs. 7A-7C muestran la viabilidad celular para las células HTC273, HTC264 y HTC245, respectivamente, y se
formulan para la administraciéon de ID, IT e IV.

Figs. 8A-8C muestran la secrecion de IFN-y de HTC273, HTC264, y HTC245, respectivamente, células y se
formulan para la administracion ID, IT y IV.

Figs 9A-9C muestran la expresion de CD40L de HTC273, HTC264, y HTC245, respectivamente, las células
formuladas para administracion de ID, IT y IV y se almacenan para 24 A ND 48 horas.

Figs. 10A-10C muestran la secrecion de IFN-y de HTC273, HTC264, y HTC245, respectivamente, las células
formuladas para administracion de ID, IT y IV y se almacenan durante 24 y 48 horas.

Figs. 11A-11C muestran la viabilidad de HTC273, HTC264, y HTC245, respectivamente, las células formuladas
para administracion ID, IT y IV y almacenadas durante 24 y 48 horas.

Figs. 12A-12C muestran la expresion de CD40L, viabilidad de las células, y IFN por las células HTC264 después
de 24, 48 y 72 horas de almacenamiento.

Fig. 12D muestra la secrecion de IFN-y por las células HTC264 Después de 72 horas de almacenamiento y la
incubacioén a 37°C durante 24 horas.

Figs. 13A-13C muestran la expresion de CD40L, viabilidad de las células, y IFN por las células HTC245 después
de 24, 48 y 72 horas de almacenamiento.

Fig. 13D muestra la secrecion de IFN-y por las células H TC245 Después de 72 horas de almacenamiento y la
incubacioén a 37°C durante 24 horas.

Figs. 14A-14C muestran la expresion de CD40L, viabilidad de las células, y IFN por las células HTC273 después
de 24, 48 y 72 horas de almacenamiento.

Fig. 14D muestra la secrecion de IFN-y por las células HTC273 Después de 72 horas de almacenamiento y la
incubacién a 37°C durante 24 horas para 3 lotes diferentes de células.

Fig. 15A-15C muestra la expresion de CD40L para CAC y CFB después de 48 horas para HTC245, HTC264 y
HTC273, respectivamente.

Fig. 16A-16C muestra la viabilidad celular para CAC y CFB después de 48 horas para HTC245, HTC264 y
HTC273, respectivamente.

Fig. 17A-17C muestra la secrecion de IFN-y por CAC y CFB después de 48 horas HTC245, HTC273, y HTC264,
respectivamente.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES ILUSTRATIVAS

[0013] Esta invencion se refiere al envasado, almacenamiento y distribucion de células vivas productos
farmacéuticos bioldgicos formulados en n no tampon utritive que pueden exhibir caracteristicas celulares utiles para
la inmunoterapia incluso después de periodos prolongados de tiempo. Estos farmacos bioldgicos celulares vivos
pueden mantener la viabilidad, asi como la identidad predeterminada y las caracteristicas funcionales, incluso
después de aproximadamente 72 horas en el tampdn no nutritivo.

[0014] En algunos ejemplos de realizacion, las células inmunes de memoria Th1 utilizados como un producto de

farmaco bioldgico puede mantener la viabilidad, retener la identidad pre-determinada (CD4 +, CD45RO +, CD40L",
CD62L'") y recuperar criterios funcionales tales como la secrecion de IFN-gamma> 1000pg/10° células/4 h. Estas
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células de memoria Th1 inmunes pueden exhibir estas caracteristicas celulares durante al menos aproximadamente
72 horas cuando se formulan en un tampdn no nutritivo con microperlas recubiertas con CD3/C28 y se mantienen en
un estado refrigerado.

[0015] Los productos bioldgicos, que incluyen las células vivas se pueden envasar en condiciones de ambiente
controlado para mantener las condiciones de almacenamiento deseadas y enviadas a casi cualquier parte del
mundo a puntos de atencion mediante un servicio de mensajeria urgente (por ejemplo, Federal Express, United
Parcel Service (UPS) y mensajeria internacional similar). Preferiblemente, el paquete con las células vivas se
almacena y se transporta a temperaturas de refrigeracion. En el punto de atencion, las células formuladas pueden
extraerse del paquete y administrarse a un paciente. Las células formuladas permanecen estables después de
retirarlas del embalaje refrigerado durante hasta aproximadamente 6 horas. Preferiblemente, las células se retiran
primero del envase refrigerado en el punto de atencion y se dejan equilibrar a la temperatura ambiente de 1-2 horas
antes de la administracion del paciente. Las células transportadas son sorprendentemente estables y pueden usarse
para métodos similares a las células que no se almacenaron durante largos periodos de tiempo. Alternativamente,
las células se almacenan y transportan en un estado congelado a un punto de atencion. Las células pueden
almacenarse en un estado congelado en un punto de atencién y formularse en un sistema estéril cerrado
automatizado o semiautomatico y luego almacenarse in situ en un estado refrigerado durante hasta
aproximadamente 72 horas antes de la administracién a un paciente.

[0016] Las células vivas pueden ser cualquier célula que es mas que minimamente manipulada como ese término
es utilizado por la FDA para determinar que el producto celular es un farmaco bioldgico que requiere una evaluacion
en los seres humanos sélo en virtud de un nuevo farmaco en investigacion (IND) de aplicacion o equivalente y
fabricado bajo Buenas Practicas de Fabricacion (GMP) de acuerdo con 21 C.F.R. partes 211, 606 y 820 segun
corresponda.

[0017] Las células vivas pueden ser de un solo tipo o una mezcla, siempre que se han definido identidad y criterios
funcionales. Las células pueden ser naturales o modificadas genéticamente, derivadas de donantes autdlogos,
alogénicos y/o xenogénicos. Mientras que las células vivas son el ingrediente activo del farmaco bioldgico, se
pueden anadir otras sustancias a las células, tales como proteinas biolégicamente activas, péptidos, productos
quimicos, nucledtidos (ARN, ADN) y/o dispositivos. Las células pueden suspenderse libremente en la formulacion o
unirse a una superficie o dispositivo o encapsularse en un dispositivo o material. Las células deben estar destinadas
a tratar o prevenir la aparicion de una enfermedad o condicion. Las células se pueden infundir, inyectar o implantar
en cualquier ubicacion del cuerpo.

[0018] Por caracteristicas funcionales, se quiere incluir una variedad de funciones, funciones particularmente
inmunes y funciones de diferenciacion realizadas por las células y utiles en la inmunoterapia y la terapia con células
madre. Estas funciones inmunes pueden incluir, por ejemplo, la secrecion de moléculas, la expresion de restos de
superficie celular, el reconocimiento de moléculas, la capacidad de responder a moléculas y crecer y/o cambiar a un
tipo de célula particular o hacer que otras células del cuerpo crezcan, cambien, mueran o de alguna manera alteren
la funciéon normal o de la enfermedad asi como otras funciones inmunoldgicas y de diferenciacion celular conocidas
en la técnica. Las funciones inmunoldgicas pueden ser procesos o cascadas de procesos o produccion de moléculas
que estan involucradas en la respuesta innata y/o adaptativa del sistema inmune o la modulacién de la respuesta
inmune adaptativa o innata. Las funciones pueden estar relacionadas con funciones inmunolégicas mediadas por
células y/o con el sistema humoral, tanto funciones inmunoestimuladoras como inmunosupresoras. Las
caracteristicas funcionales pueden estar relacionadas con la memoria inmunolégica o relacionadas con la distincion
entre antigenos propios y no propios, o el reconocimiento de patégenos, tales como bacterias, virus u hongos, asi
como tumores u otras células o tejidos anormales o no deseados. Otras funciones pueden estar relacionadas con
moléculas de superficie que median funciones tales como el trafico hacia un érgano o tejido o ubicacion particular,
moléculas de superficie que bloquean, promueven o de otro modo modulan respuestas inmunes o permiten la
diferenciacién a un tipo de célula particular.

[0019] Esta divulgacion describe productos farmacéuticos biolégicos que incluyen células vivas formuladas en
tampon no nutritivo como el ingrediente activo. En algunas realizaciones, las células son células inmunes que
pueden usarse para inmunoterapia o terapia con células madre. Las composiciones son estables en tampén no
nutritivo durante al menos aproximadamente 6 horas a temperatura ambiente y durante al menos aproximadamente
24, preferiblemente al menos aproximadamente 48, y mas preferiblemente al menos aproximadamente 72 horas a
temperaturas de refrigeracion. Sorprendentemente, las células vivas en las composiciones pueden mantener su
identidad, viabilidad y caracteristicas funcionales que exhibieron en medios que contienen nutrientes incluso
después de la formulacién en un tampdén no nutriente. Las composiciones descritas en este documento se pueden
envasar y ventajosamente enviar y distribuir utilizando mensajeros comerciales en contenedores que mantienen las
condiciones de almacenamiento apropiadas desde una instalacién de procesamiento hasta un punto de cuidado.
Tales capacidades pueden dar como resultado ahorros sustanciales de mano de obra, tiempo y dinero en la
produccion y administracion de composiciones terapéuticas que contienen células vivas. Ademas, la accesibilidad de
las composiciones terapéuticas de las células vivas para los pacientes se ve enormemente mejorada ya que una
instalacion de procesamiento puede producir, envasar y distribuir las células a cualquier punto de atencién en el
mundo.
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[0020] Esta descripcion también describe métodos para mantener las suspensiones de células en vivo durante
periodos prolongados de tiempo en tampén no nutritivo. Los métodos incluyen transferir las células vivas a un
tampon no nutritivo y almacenarlas a una temperatura de almacenamiento mas fria. En algunas realizaciones, las
composiciones de células vivas se almacenan en condiciones de refrigeracion. Cuando se desee, las composiciones
se eliminan del almacenamiento y se colocan a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo. En algunas
realizaciones, las caracteristicas funcionales de las células vivas se recuperan sustancialmente después de que las
suspensiones de células vivas se hayan colocado a aproximadamente la temperatura ambiente durante un periodo
de tiempo. En otras realizaciones, las caracteristicas funcionales de las células vivas se recuperan sustancialmente
después de que las suspensiones de células vivas se hayan colocado en condiciones fisiolégicas durante un periodo
de tiempo.

[0021] Las composiciones terapéuticas descritas en el presente documento incluyen células vivas. Por células vivas,
se quiere decir que >70% de las células son viables como se determina por técnicas de ensayo adecuadas, tales
como la extrusion de tripano azul, MTT o la deteccién bioluminiscente de los niveles de ATP tal que las células son
capaces de manipulaciones ex vivo tales como la expansion, diferenciacién y/o activacion en condiciones
apropiadas. Las composiciones, sin embargo, pueden incluir algunas células inactivadas, células radiadas y/o
células no viables. Las células vivas pueden derivarse de varias fuentes que incluyen, por ejemplo, lineas celulares
inmortalizadas, cultivos celulares primarios, fluidos bioldgicos, tejidos, sangre del cordén umbilical, sangre periférica,
médula ésea, alicuotas congeladas de células y similares. Las células vivas procedentes de otras fuentes que son
capaces de manipulaciones ex vivo como se describe anteriormente también estan dentro del alcance de la
invencion.

[0022] Las células en la composicion terapéutica pueden ser células alogénicas. Las células derivadas, por ejemplo,
de sangre o médula de donantes alogénicos se pueden procesar de una manera deseada y luego formularse para
infusion en un paciente. La formulacion de infusién colocada en una jeringa o en un paquete de transferencia u otro
dispositivo adecuado para contener productos de uso humano puede empaquetarse y enviarse al sitio de atencion
para la administracién del paciente. Alternativamente, las células en la composicion terapéutica pueden ser células
autdlogas que han sido manipuladas, formuladas, empaquetadas y enviadas y deben reinfundirse en el mismo
paciente. Las células vivas también pueden derivarse de una fuente no humana y han sido manipuladas,
formuladas, empaquetadas y enviadas para administracion humana (xenogénica). Las mismas composiciones
terapéuticas descritas para la administracion humana también pueden usarse en entornos terapéuticos y de
prevenciéon de enfermedades no humanas.

[0023] En una realizacion en las células vivas en las composiciones son células inmunes, estas células inmunitarias
pueden incluir células derivadas de médula ésea o sangre del cordon umbilical, granulocitos, tales como neutrofilos,
baséfilos y eosindfilos. Las células inmunes también pueden ser monocitos, macroéfagos, células dendriticas, células
asesinas naturales, linfocitos incluyendo células B, células T y células NKT. Las células T pueden ser, por ejemplo,
células CD4 + (que incluyen células ThO, Th1, Th2, Th17 y Treg) y/o células CD8 + (Tc1y Tc2).

[0024] Un método de inmunoterapia para potenciar la respuesta inmune celular en sujetos es un tipo de terapia de
células llamado inmunoterapia adoptiva. Una terapia celular es un medicamento cuyo ingrediente activo es, en todo
0 en parte, una célula viva. La inmunoterapia adoptiva es una terapia celular que implica la eliminacién de las células
inmunes de un sujeto, el tratamiento ex vivo (es decir, activacion, purificacion y/o expansion de las células) y la
posterior infusion de las células resultantes de nuevo en el mismo sujeto (terapia autdloga) o en un sujeto diferente
(terapia alogénica).

[0025] El producto de farmaco bioldgico puede incluir células vivas que han sido manipuladas utilizando una
variedad de manipulaciones ex vivo para la inmunoterapia adoptiva. Las células vivas que han sido manipuladas ex
vivo puede incluir, por ejemplo, células LAK (Rosenberg EE.UU. Pat. N° 4.690.915), las células TIL (Rosenberg
EE.UU. Pat. N° 5.126.132), las células T citotdxicas (Cai, et al Patente de Estados Unidos. N° 6.255.073, Celis, y
col., Patente de Estados Unidos N° 5.846.827), células de ganglios linfaticos que drenan tumores expandidos
(Patente de Estados Unidos de Terman N° 6.251.385), diversas preparaciones de linfocitos (Bell, y col., Patente de
Estados Unidos N° 6.194.207; Ochoa, y col., Patente de los Estados Unidos N° 5.443.983, Riddell, y col., Patente de
los Estados Unidos N° 6.040.180; Babbitt, y col., Patente de los Estados Unidos N° 5.766.920, Bolton, Patente de los
Estados Unidos N° 6.204.058), CD8 + TIL (Figlin et al. (1997) Journal of Urology 158: 740), células T CD4 +
activadas con anticuerpo monoclonal anti-CD3 en presencia de IL-2 (Nishimura (1992) J. Immunol. 148: 285),
células T co-activadas con anti-CD3 y anti-CD28 en presencia de IL-2 (Garlie y otros (1999) Journal of
Immunotherapy 22: 336) células T especificas a antigeno CD8 + CTL producidas ex vivo y expandidas con
anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 (mAb) en presencia de IL-2 (Oelke et al. (2000) Clinical Cancer
Research 6: 1997), y la inyeccion de células tumorales autélogas irradiadas mezcladas con Bacille Calmette-Guerin
(BCG) para vacunar a los sujetos seguido siete dias después por recuperacion de células T de ganglio linfatico que
se activan con anti-CD3 mAb seguido de expansion en IL-2 (Chang y otros (1997) Journal of Clinical Oncology 15:
796).

[0026] En una realizacion ejemplar, la composicion terapéutica de la presente descripcion incluye al menos algunas
células T, preferiblemente células T alogénicas. Estas células T también se activan preferiblemente a través de la
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activacion de la superficie celular para formar células de memoria activadas Th1. Las células T pueden activarse de
varias maneras, incluyendo el uso de anticuerpos monoclonales inmovilizados especificos para moléculas de
superficie de células T. Las células T activadas adecuadas se describen, por ejemplo, en la Patente de los Estados
Unidos N° 7.435.592.

[0027] Las células tienen preferiblemente restos de la superficie celular que estan reticulados por anticuerpos
monoclonales u otros agentes de unién. Estos anticuerpos monoclonales y/o agentes de unién preferiblemente se
reticulan, por ejemplo, mediante inmovilizaciéon en una superficie sélida para activar las células T. Estas se
denominan aqui células activadas en cultivo (CAC). Estas CAC preparadas ex vivo se pueden congelar para su uso
futuro o se formulan para infusion.

[0028] En realizaciones preferidas, las CAC preparadas ex vivo se almacenan congeladas hasta que se necesite
para administracion al paciente. Antes de la administracion al paciente, las CAC se descongelan, se lavan y se
reactivan en medio nutriente por entrecruzamiento de los restos de unién a la superficie celular tales como CD3 y
CD28 como se describe, por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos N° 7.402.431. Las CAC, junto con el
agente de reticulacion, se pueden lavar y transferir a un tampén no nutritivo tal como un tampon de formulacion. Las
células reactivadas en el tampoén de formulacién se denominan aqui células en tampén de formulacion (CFB). La
CFB se puede administrar al paciente con fines terapéuticos. En general, estas células reactivadas, una vez
transferidas a un tampdn no nutritivo, tienen una vida util limitada. Las células vivas se pueden formular en una
densidad de al menos aproximadamente 10° células por ml, preferiblemente a aproximadamente 107 células por ml o
superior. En algunas realizaciones, las células vivas se pueden formular en una densidad a aproximadamente 108
células por ml o superior. La concentracion especifica de las células puede determinarse mediante el uso especifico
de las células y el protocolo de terapia.

[0029] La composicion terapéutica también puede incluir un nimero de otros componentes. Estos componentes
pueden incluir, por ejemplo, agentes que mantienen las células vivas en el estado de activacion deseado. En una
realizacion ejemplar, la composicién terapéutica puede incluir agentes que mantienen las células T en un estado
activado tal como Dynabeads ClinEx-Vivo™ descrito a continuacion en los Ejemplos.

[0030] La presente invencion incluye métodos de almacenamiento y manipulacion de las composiciones de células
vivas para aumentar la vida util. La vida util como se usa en el presente documento se define como la cantidad de
tiempo después de la formulacion en que el CFB mantiene la viabilidad, la identidad predefinida y las caracteristicas
funcionales. En general, las células se transfieren a un tampén no nutritivo que es apropiado para la infusién en un
paciente. Las células pueden estar en una variedad de tampones no nutritivos. El tampdn no nutritivo, segin se
menciona en este documento, es cualquier tipo de medio, tampdn u otro liquido que carece de los componentes
apropiados para soportar la proliferacion y/o expansiéon celular. Los tampones no nutritivos generalmente son
isotonicos, estériles a USP, libres de pirdbgenos y contienen los componentes apropiados y/o el sistema de
tamponamiento para mantener las células vivas intactas y estan autorizadas para el uso parenteral en humanos. En
una realizacion ejemplar, el tampdén no nutritivo es un tampon de formulaciéon que es Plasmalyte A (Baxter Scientific,
Deerfield, IL) con albumina de suero humano al 1%. (McKesson, San Francisco, California)

[0031] En formas de realizacién con las células activadas, células Th1 particularmente activadas, las sefiales de
activacion para las células se mantienen incluso cuando las células se transfieren al tampén no nutritivo. Por
ejemplo, en realizaciones en las que las células se activan por entrecruzamiento de los restos de unién a la
superficie celular, la reticulacién se mantiene preferiblemente en el tampén no nutritivo. EI mantenimiento de la
reticulacién durante el almacenamiento puede ser critico para restaurar las caracteristicas funcionales de la
composicion después de la eliminacién del almacenamiento. Las composiciones celulares en las que los
componentes activadores se eliminan en un tampén no nutritivo no se recuperan de la misma manera que las
células que han mantenido el estado activado.

[0032] Los métodos descritos en este documento también incluyen la manipulacién de las células vivas después de
que las células se transfieren a un tampoén no nutritivo. La composicién de células vivas puede transferirse a un
entorno con una temperatura mas baja para el almacenamiento con el fin de aumentar la vida util de las
composiciones. La temperatura mas fria a la que se transfieren las células en el tampdn no nutritivo se denomina
aqui temperatura de almacenamiento. Las células generalmente se transfieren a la temperatura de almacenamiento
lo mas rapido posible después de colocarlas en el tampdn no nutritivo. Las células se transfieren preferiblemente a la
temperatura de almacenamiento en menos de aproximadamente seis horas después de colocarlas en un tampoén no
nutritivo, mas preferiblemente en menos de aproximadamente cuatro horas después de colocarlas en un tampén no
nutritivo. En realizaciones incluso mas preferidas, las células se transfieren a la temperatura de almacenamiento en
menos de aproximadamente una hora después de colocarlas en el tampdn no nutritivo.

[0033] La temperatura de almacenamiento en la que las composiciones pueden sostenerse varia, pero es
generalmente por debajo de aproximadamente 20°C. Preferiblemente, las células se almacenan a temperaturas de
refrigeracion. Las temperaturas de refrigeracion pueden estar entre el rango de aproximadamente -2°C vy
aproximadamente 12°C. Mas preferiblemente, las células se almacenan a una temperatura entre mas de 0°C y
aproximadamente 10°C. Mas preferiblemente, las células se almacenan entre aproximadamente 4°C vy
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aproximadamente 8°C.

[0034] Las composiciones descritas en la presente memoria también pueden ser empaquetadas, enviadas y
distribuidas de una instalacién de fabricacién o elaboracién a un punto de sitio de cuidado. Una instalacion de
fabricacion o procesamiento puede ser una instalacion como un hospital, clinica o cualquier instalacion de
produccion capaz de manejar células vivas para medicamentos biolégicos de conformidad con las pautas
establecidas. Un centro de atencidon puede ser un hospital, una clinica o cualquier otro sitio en el que, por lo general,
se le administre atencion a un paciente. Las composiciones generalmente se envasan para el envio de una manera
que mantiene las composiciones dentro del intervalo de temperatura de almacenamiento indicado anteriormente.
Las células se pueden almacenar y enviar en una variedad de contenedores. Las células pueden almacenarse y
enviarse, por ejemplo, en un contenedor flexible, una jeringa y similares. Cuando se envia, el contenedor, como una
jeringa, se puede colocar en un paquete, como una caja aislada. El paquete o caja es, preferiblemente,
preacondicionado a la temperatura de almacenamiento deseada antes del contenedor con las células vivas que se
colocan en el paquete. Las composiciones, por ejemplo, pueden envasarse en cajas de hielo o empacadas con
aerogel. Los paquetes son preferiblemente cajas aisladas que pueden mantener las temperaturas de
almacenamiento deseadas, independientemente de la temperatura externa. Las cajas también se preacondicionan
preferiblemente, lo que significa que se han almacenado o ajustado a la temperatura deseada antes del contenedor
con las células vivas que se colocan dentro. En realizaciones preferidas, los paquetes se preacondicionan antes de
la colocacion del producto bioldgico y los paquetes se transportan en condiciones de refrigeracion o congelacion al
punto de cuidado. Se puede usar cualquier tipo de método de envio, pero en las formas de realizacion ejemplares el
envio se realiza mediante mensajeros comerciales.

[0035] La vida util de las composiciones descritas en el presente documento puede ser sorprendentemente
extendida cuando las composiciones se almacenan dentro de la gama de temperaturas de almacenamiento. La vida
util de las composiciones de células vivas puede extenderse durante mas de aproximadamente 6 horas.
Preferiblemente, la vida Gtil de las composiciones de células vivas puede extenderse durante mas de
aproximadamente 24 horas, y mas preferiblemente durante mas de aproximadamente 48 horas. En realizaciones
aun mas preferidas, la vida util de las composiciones puede extenderse hasta aproximadamente 72 horas. En la
realizacion mas preferida, la vida util puede prolongarse durante hasta aproximadamente 120 horas. Las vidas Utiles
de mas de aproximadamente 120 horas también estan dentro del alcance de esta invencion.

[0036] Las composiciones celulares en tampdn no nutritivo almacenadas de acuerdo con los métodos aqui descritos
pueden mantener su viabilidad, la identidad y la funcién durante el periodo de almacenamiento y después de la
salida del almacén. La viabilidad de las células se puede determinar por una variedad de métodos conocidos en la
técnica que incluyen técnicas de ensayo tales como extrusion de azul tripan, MTT, 7-Amino-Actinomicina D o
deteccion bioluminiscente de los niveles de ATP.

[0037] La identidad de las células se puede confirmar mediante una variedad de métodos. Las células pueden
ensayarse para una variedad de marcadores de células externas e internas que son indicativos del tipo de célula
particular en la composicién. Marcadores externos se clasifican por la designacion grupo de anticuerpos
monoclonales (grupo de diferenciacion (CD) designado de talleres 1 al 8 sobre antigenos de diferenciacion de
leucocitos humanos internacionales con numero total de (247) CDs. Los leucocitos expresan distintos surtidos de
moléculas en sus superficies celulares, muchos de los cuales reflejan las diferentes etapas de su diferenciacion
especifica del linaje o diferentes estados de activacion o inactivacion. Las moléculas de la superficie de las células
de leucocitos se detectan rutinariamente con anticuerpos monoclonales anti-leucocitos (mAb). Usando diferentes
combinaciones de mAbs, es posible trazar los inmunofenotipos de la superficie celular de diferentes subpoblaciones
de leucocitos, incluidas las subpoblaciones de linfocitos maduros funcionalmente distintos de las células B, las
células T cooperadoras (Th), las células T citotdxicas (Tc) y las células asesinas naturales (NK).

[0038] Incluso después de un almacenamiento en medios no nutritivos, las células vivas en la composicion
presentan las caracteristicas funcionales que estaban presentes antes de la formulacién en los medios no nutritivos.
Las caracteristicas funcionales pueden incluir una variedad de actividades que incluyen, por ejemplo, la expresion de
moléculas funcionales tales como CD40L, FasL, perforina y granzimaB, moléculas coestimuladoras 4-1BBL, CD28,
CTLA4 y citocina inducida por activacion relacionada con TNF (TRANCE), TWEAK, PD-1, familia B7, moléculas de
adhesion tales como las integrinas, las cadherinas y las selectinas y la secrecion de una variedad de citocinas y
quimioquinas y la expresion de receptores para estas citoquinas y quimioquinas. Las citoquinas y las quimioquinas
son proteinas segregadas redundantes con funciones de crecimiento, diferenciacion y activacion que regulan y
determinan la naturaleza de las respuestas inmunes y controlan el trafico de células inmunes y la disposicion celular
de los dérganos inmunes. Las citoquinas pueden incluir, por ejemplo, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, GMCSF, IFN-gamma y
similares.

[0039] En algunas realizaciones, las caracteristicas funcionales son retenidas después de la formulacién y durante el
almacenamiento y los niveles de las enzimas o los marcadores pueden someterse a ensayo poco después de la
salida de almacén y envio. Por ejemplo, la expresion de CD40L se puede ensayar después de que las
composiciones se eliminen del almacenamiento y se dejen incubar a TA durante aproximadamente 2 horas. La
expresion de CD40L puede ser similar a los niveles de expresion de CD40L en el momento de la formulacion y el
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almacenamiento. Véase, por ejemplo, Figs. 2A-2C. De forma similar, se puede determinar el nimero de células
viables en las composiciones después de la eliminacion del almacenamiento y la incubacién a temperatura ambiente
durante aproximadamente 2 horas. El nimero de células viables puede ser similar a los niveles de viabilidad celular
en el momento de la formulacién y el almacenamiento. Véase, por ejemplo, Figs. 3A-3C.

[0040] En otras realizaciones, las caracteristicas funcionales se pueden recuperar después de que las células se
exponen a condiciones fisioldgicas. Esto puede indicar que las composiciones celulares, tras la infusién en un
paciente, pueden funcionar segun lo previsto y secretar o expresar componentes caracteristicos de las células en el
momento de la formulacion. La secrecion de IFN-y, por ejemplo, puede ser deprimida cuando las células se formulan
y se colocan en almacenamiento. IFN-gamma puede ser denominado aqui IFN-y o IFN-g. El retorno de las células a
temperatura ambiente no restaura la secrecion de IFN-g, pero la incubacion de las células a 37°C durante 24 horas
aumenta la secrecion de IFN-y a niveles similares a los niveles en el momento de la formulacién. Véase, por
ejemplo, Figs. 12D, 13D y 14D. Ventajosamente, la disminucion de los niveles de IFN-y durante el almacenamiento
puede evitar el agotamiento de recursos celulares. Si los recursos celulares para la secrecion estan suficientemente
conservados durante el almacenamiento, a continuacion, las células pueden generalmente reiniciar la secrecion de
IFN-y en condiciones fisioldgicas adecuadas. Asi, la administraciéon de la composicion a un paciente puede entonces
todavia proporcionar al paciente IFN-y y otras citoquinas inflamatorias derivadas como resultado de la administracion
de la composicion terapéutica, a pesar de que la composicion ha sido almacenada durante un periodo prolongado
de tiempo antes a la administracion.

[0041] La extension de la vida util de las composiciones se puede demostrar en una variedad de maneras. Como se
usa en el presente documento, la extension de la vida util puede referirse a las células vivas en las composiciones
manteniendo su viabilidad, identidad y sus caracteristicas funcionales incluso después de los tiempos de
almacenamiento prolongados descritos anteriormente. Generalmente, después del almacenamiento durante al
menos 24 horas, las composiciones mantienen al menos aproximadamente el 50 por ciento de la actividad de una
caracteristica definitoria en el tampon no nutritivo con relaciéon a la actividad en el momento de la formulacion.
Preferiblemente, al menos aproximadamente el 75 por ciento y mas preferiblemente, al menos aproximadamente el
85 por ciento e incluso mas preferiblemente, al menos aproximadamente el 90 por ciento de la actividad se mantiene
después del almacenamiento con respecto a la actividad en el momento de la formulacion.

[0042] En realizaciones preferidas, después del almacenamiento durante al menos 48 horas las composiciones
mantienen al menos aproximadamente el 50 por ciento de la actividad de una caracteristica que define en tampon
no nutritivo con relacion a la actividad en el momento de la formulacién. Preferiblemente, al menos
aproximadamente el 75 por ciento y mas preferiblemente, al menos aproximadamente el 85 por ciento e incluso mas
preferiblemente, al menos aproximadamente el 90 por ciento de la actividad se mantiene después del
almacenamiento con respecto a la actividad en el momento de la formulacion.

[0043] En realizaciones mas preferidas, después del almacenamiento durante al menos 72 horas, las composiciones
mantienen al menos aproximadamente el 50 por ciento de la actividad de una caracteristica que define en tampon
no nutritivo con relacion a la actividad en el momento de la formulacién. Preferiblemente, al menos
aproximadamente el 75 por ciento y mas preferiblemente, al menos aproximadamente el 85 por ciento e incluso mas
preferiblemente, al menos aproximadamente el 90 por ciento de la actividad se mantiene después del
almacenamiento con respecto a la actividad en el momento de la formulacion.

[0044] Las composiciones celulares se pueden administrar a un paciente usando una variedad de métodos. Las
composiciones se pueden administrar intradérmicamente, intravenosamente, intratecalmente, intratumoralmente y
similares.

EJEMPLOS

[0045] Materiales: CD40L conjugado PE se adquiri6 de Beckman Coulter, Brea, CA. Se adquiri6 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) (1000x) de Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MIl. PlasmalLyte A se adquiri6 de Baxter
Scientific, Deerfield, IL. La albdmina sérica humana (HSA) se adquirid6 en McKesson, San Francisco, California. El
inhibidor de unién a FcR se adquiri6 en eBioscience, San Diego, CA. Dynabeads ClinExVivoTM se adquirié en
Invitrogen, Carlsbad, CA.

[0046] Preparacion de las células en tampoén de formulacion (CFB) - Células activadas en medios de cultivo
(CAC) se colocaron en medios de cRPMI para lavado. Se registré el tiempo para indicar el comienzo del protocolo
de formulaciéon. Las células en medio cRPMI se centrifugaron, el sobrenadante se elimind y las células se
resuspendieron en tampon cRPMI. La viabilidad celular se determiné usando ensayos de azul tripan. El numero total
de células y la concentracion de células vivas se usaron para determinar el porcentaje de células viables. Si la
muestra tenia una viabilidad celular superior al 80 por ciento, entonces se continuaba el procedimiento para la
reactivacion y formulacion de las células.

[0047] Las células de CAC se resuspendieron a una concentracion de 1 x 107 células/ml. La reactivacion se realizo a
una concentracion de células en vivo de 1 x 107 células/ml. La reactivacion fue hecha en una placa de 24 pocillos,
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placa de 6 pocillos o un matraz de 75 cm® en funcion del volumen. Dynabeads ClinExVivoTM CD3/CD28 se
afadieron para reactivar las células y se incuba a 36-38°C y 5% de CO- durante 4 horas. Después de la incubacion
durante aproximadamente 4 horas, las células se eliminaron y se transfirieron a un tubo de 50 ml. con tampén de
formulacién final (FFB). FFB es PlasmaLyte A con 1% de HSA. Las células reactivadas se centrifugaron, se retiro el
sobrenadante y se resuspendié en FFB. Estos se denominan células en tampén de formulacién (CFB).

[0048] CFB se resuspendieron en FFB a una concentracion de 107 células por ml. EI CFB se resuspendio para la
administracion ID, IT o IV. Se afiadié 1 ml de la suspension celular a una jeringa de 3 ml como una formulacion de
ID. La formulacién IT e IV fueron 3 ml y 5 ml, respectivamente. Las jeringas con las formulaciones apropiadas se
almacenaron en refrigeracion con una temperatura promedia de aproximadamente 4°C.

[0049] La recoleccion de muestras después de almacenamiento - Las células y el sobrenadante se recogieron
en diferentes puntos de tiempo. Los puntos de tiempo fueron los siguientes: O (inicial); 2 horas a temperatura
ambiente (TA); 48 horas a 4°C; y 48 horas a 4°C seguido de 2 horas de TA.

[0050] En cada punto de tiempo, se recogieron las suspensiones de células 100 ul y se centrifugaron las células a
400 g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante se transfirié a otro tubo para deteccion IFN-y mas tarde usando ELISA.
Las células se resuspendieron en 150 ul de tampdn de tincion para citometria de flujo. En algunos experimentos, las
células se resuspendieron en medio 100 ul cRPMI y se cultivaron en la incubadora a 37°C durante 24 h con 5% de
CO:.. El sobrenadante se recogié después de 24 h de incubacion y la IFN-y se detectd por ELISA.

[0051] Citometria de flujo (CD40L y 7-AAD) - suspension de células de 50 ul se transfirid desde arriba (150 ul) en 3
tubos eppendorf, etiquetados como no tefiidos, CD40L y 7-AAD, respectivamente. El tubo no tefiido se incubd en
hielo durante 20 min. Para el tubo CD40L, las células se preincubaron con inhibidor de unién a FcR de acuerdo con
las instrucciones del fabricante durante 20 minutos en hielo. A continuacion, se afiadieron 40 ul de tampdn de tincién
(PBS + 1% de FBS) y 10 pl de anticuerpo PE-CD40L a la suspension celular y se incubaron durante 20 min mas en
hielo en la oscuridad.

[0052] La viabilidad celular se ensayé mediante citometria de flujo de 7-AAD. 7-AAD se intercala en el ADN de las
células muertas o dafiadas, por lo que la determinacion de células 7-AAD positivas es un indicador de la viabilidad
celular. Para los tubos 7-AAD, los tubos se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos a 6°C. Después de eliminar el
sobrenadante, los sedimentos celulares se resuspendieron en 100 pl de solucién de 1x7-AAD. El tubo se incubé en
hielo durante 15 minutos en la oscuridad. Se afiadié 1 ml de tampon de tincion al tubo CD40L y luego los 3 tubos se
centrifugaron juntos. Después de descartar el sobrenadante, los sedimentos celulares se resuspendieron en 0,4 ml
de tampdn de tincion y se realizé FACS.

[0053] IFN-y ELISA - Las IFN-y secretadas en el sobrenadante se determin6 por kit ELISA sandwich IFN-y (R & D
Systems, Mpls MN.) De acuerdo con las instrucciones del fabricante.

[0054] Ejemplo 1 - Este experimento se hizo para determinar si las células en tampdn de formulacion (CFB) son
estables a bajas temperaturas después del transporte. Los lotes de suspensiones celulares se formularon en FFB y
se transportaron a través de un servicio de correo (Federal Express). La temperatura fue monitoreada por un
registrador de datos. El cambio de temperatura dentro de una caja que no estaba preacondicionada y una caja con
aislamiento de aire comprimido preacondicionada fue monitoreada. La temperatura exterior también fue
monitoreada. Tres diferentes lotes fueron formulados y transportados. Se tomaron muestras de sobrenadante de
células activadas en medios de cultivo (CAC), CFB inmediatamente después de la formulacion, CFB después de 2
horas a temperatura ambiente (TA), CFB después de 48 horas a 4°C y CFB después de 48 horas a 4°C y 2 horas a
TA. CAC se ensay0 para la expresion de CD40L y las células restantes se analizaron para determinar la expresion
de CD40L vy la viabilidad de las células.

[0055] La Fig. 1A y Fig. 1B muestra la temperatura que las células se sometieron a durante el transporte. Fig. 1A
muestra que la temperatura vari6 desde aproximadamente 5°C a aproximadamente 13,7°C dentro de
aproximadamente 48 horas cuando las muestras no se empaquetan en una caja de preacondicionado. Las muestras
eran estables indicando que una fluctuacion mas amplia de temperatura es aceptable. La Fig. 1B muestra que la
temperatura dentro de la caja preacondicionada y aislada permanece bastante estable. Se varié de 0,2°C a 2,2°C.
La Fig. 1C muestra la variacion de la temperatura exterior durante el periodo de envio.

[0056] La Fig. 2A-2C muestra que la expresion de CD40L no cambié mucho. La Fig. 3A-3C muestra que la viabilidad
celular después del proceso de envio es similar a la viabilidad de las células antes de su envio. Estos resultados
indican que el mantenimiento de las composiciones terapéuticas dentro de un amplio rango aproximadamente entre
2°C a aproximadamente 13°C dentro del paquete no era perjudicial.

[0057] Ejemplo 2 - Se realiz6 este estudio para determinar si la baja temperatura se puede extender a la expiracion
de CFB. Se realiz6 la estabilidad de diferentes formulaciones de CFB a TA. CFB se formularon para administracion
intradérmica (ID), intratumoral (IT) o intravenosa (IV) como se describe anteriormente. La estabilidad de estas
formulaciones se ensay6 para ver si la estabilidad a baja temperatura puede ser extendida.
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[0058] Los lotes HTC264, HTC245 y HTC273 se formularon para ID, IT y IV y se probaron para la expresion de
CD40L, la viabilidad celular y la secrecion de IFN-y durante 6 horas a TA después de la formulacion. La Fig. 6A-6C,
Fig. 7A-7C y Fig. 8A-8C muestran los resultados de estas pruebas. Los tres de estos parametros son estables
después de 6 horas a TA. La Fig. 9A-9C muestra que la expresion de CD40L es estable después del
almacenamiento durante 48 horas a 4°C. La Fig. 11A-11C indica que la viabilidad celular es estable después del
almacenamiento durante 48 horas a 4°C. La Fig. 10A-Fig.10C indica que la secrecion IFN-y se no se recupera asi
después de 48 horas a 4°C. Sin embargo, como se muestra a continuacion, esto se puede recuperar mediante la
transferencia a RPMI y la incubacién a 37°C durante 24 horas.

[0059] Tres lotes (HTC264, HTC245 y HTC273) se formularon como formulaciones ID, IV o IT. 4 jeringas totales de
cada formulacién se realizaron (1 para la TA, 1 durante 24 h 4°C, 1 durante 48 h 4°C, 1 durante 72 h 4°C) y se
incubaron a 4°C durante diferentes periodos de tiempo. Las muestras se recogieron después de la incubacion de
nuevo a TA durante 2 horas. Tabla 1 a continuacion muestra las horas especificas, muestras y pruebas que se
realizaron para cada lote de células. Los niveles IFN-y también se determinaron cuando las células se incubaron a
37°C durante 24 horas.

TABLA 1

Tiempo Muestras Prueba

-4h CAC CD40L

0 CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
2h CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
24h 4°C CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
24h 4°C-2h TA CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
48h 4°C CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
48h 4°C-2h TA CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
72h 4°C CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
72h 4°C-2h TA CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad

[0060] La Fig. 12A-12D, la Fig. 13A-13D y la Fig. 16A-14D muestran los resultados para los lotes HTC264, HTC245
y HTC273, respectivamente. Formulaciones intradérmicas de estos lotes se ensayaron como se indica. Los
resultados mostraron que el mantenimiento de la CFB a 4°C puede mantener la expresiéon de CD40L en la superficie
celular, incluso después de 72 h (Fig. 12A, Fig. 13A y Fig. 16A). La viabilidad de las células no se vio afectada tanto
por almacenamiento a baja temperatura (Fig. 12B, Fig. 13B y Fig. 16B). Los niveles de secrecion IFN-y (Fig. 12C,
Fig. 13C y Fig. 16C) estan deprimidos cuando se devuelven las células a TA por sélo 2 horas. Sin embargo, los
niveles IFN-y se recuperan (Fig. 12D, Fig. 13D y Fig. 14D) cuando las células se transfieren de nuevo a medio RPMI
y se incubaron a temperatura fisiolégica (37°C) durante 24 horas. Esto indica que las células son todavia capaces de
secretar IFNy después de mantener la temperatura baja durante 72 horas. Esto sugiere que si estas células se
administran terapéuticamente, los IFN-y se pueden producir en el paciente en niveles similares a las células que no
han sido sometidas a un almacenamiento prolongado.

[0061] Ejemplo 3 - Este experimento se realizd para comparar la estabilidad de las células CAC y las células CFB.
Tres lotes diferentes de células se formularon como jeringa ID. Una jeringa para CAC y una jeringa para CFB para
cada lote. EI CAC se descongel6 y se lavé con cRPMI. Después del recuento celular, el sedimento celular se
resuspendio en 10° células/ml con FFB y 1 ml de suspension de células se transfirid a una jeringa de 3 ml. Para
CFB, el sedimento celular se resuspendié en 10° células/ml con cRPMI y se mezcla con las perlas anti-CD3/anti-
CD28. La mezcla de células y de perlas se incubaron durante 4 horas a 37°C con 5% de CO; . Las células se
lavaron con FFB y se resuspendieron en 107 células/ml con FFB. La suspension celular se transfirié a una jeringa de
3 ml. En cada punto de tiempo, las muestras de 100 ul se obtuvieron de la jeringa para CD40L, IFN-y, pruebas de
viabilidad. Después de incubacion a 4°C durante 48 horas, algunas muestras se centrifugaron a 400 g durante 5 min.
para eliminar el FFB. Después de desechar el sobrenadante, el sedimento celular se resuspendié en 100 ul cRPMI y
se incubd a 37°C con 5% de CO; durante 2 horas. El sobrenadante se recogio para la deteccion de IFN-y. La Tabla
2 a continuacién enumera las muestras que se recogieron y las pruebas que se realizaron.

TABLA 2

Tiempo Muestras Prueba

0 CAC, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
2h, TA CAC, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
48 h, 4°C CAC, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
48h 4°C-2H TA CAC, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
0 CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
2h, TA CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
48 h, 4°C CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
48 h, 4°C-2H TA CFB, el sobrenadante CD40L, IFN-y, la viabilidad
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[0062] Los resultados indicaron que la incubacién de CAC para 4°C durante 48 horas disminuyd la expresion de
CD40L en la superficie celular. Véase significativamente Fig. 15A-15C. Sin embargo, la incubacion de CFB a 4°C
durante 48 horas podria mantener la expresion CD40L lo que sugiere que la reticulacion de CD3 y CD28 son
esenciales para la estabilidad de las células. CFB son capaces de mantener la viabilidad y secretar grandes
cantidades de IFN-y, incluso después de la incubacién durante 48 horas a 4°C. Véase Figs. 16A-C y Figs. 17A-C.

[0063] Ejemplo 4 - Este estudio se realizé para determinar la estabilidad de CFB formulado después del envasado y
envio desde una planta de produccion en Jerusalén, Israel a un punto de cuidado. Es fundamental confirmar que el
producto CFB siga cumpliendo identidad preestablecida y caracteristicas funcionales después de 72 horas en
transito, ya que al final del proceso de formulacion, las células se transfieren a un tampén de infusién no de
nutrientes, en el que las células pueden perder su viabilidad y la identidad unica y caracteristicas funcionales. Se
sabe que las bajas temperaturas pueden retrasar la expresion génica y la actividad de las células y que esta
expresion génica puede ser restaurada mediante la devolucién de las células de nuevo a temperatura fisioldgica. Por
esta razon, el envio se realiza utilizando recipientes previamente validados, refrigerados, de temperatura controlada.
[0064] Se ensayaron las células CFB para comprobar si su identidad predefinida y caracteristicas funcionales se
mantienen después de 72 horas en transito, mediante la comparacion de las caracteristicas de las células de transito
anterior (en linea de base - jeringas formuladas después de la activaciéon 4h = FF) a las obtenidas después del envio
a NY y de vuelta, como minimo 72 horas después de FF terminada.

[0065] Los parametros de punto final predefinidos fueron:

1. Prueba de viabilidad: La viabilidad CFB debe ser >70% de células vivas en todos los puntos de tiempo
probados.

2. Prueba de endotoxina rapida: los niveles de endotoxina de muestra recogida al inicio y después de 72 horas a
4°C debe ser <0,5Eu/ml.

3. Tincién de Gram: no se debe observar bacterias en las muestras recogidas en todos los puntos de tiempo
ensayados.

4. Tincion de superficie - CD40L AM (CFB-CAC) = 30:
5. Esterilidad USP: no hay crecimiento de la muestra formulada en todos los medios ensayados.
6. Secrecion IFNy probada por ELISA:
6.1 IFNy acumulado durante la activacion de 4 horas >1000pg IFNy por 1 X 108
6.2 IFNy acumulado durante 24 horas después de linea de base >6,000pg por 1 X 108 cel Is
6.3 IFNy acumulado durante 24 horas después de 72 horas a 2°C - 8°C >6,000pg por 1 X 108 células
Resultados:
[0066] 3 procesos de formulacion final separados se realizaron en dosis de lote HTC300.

[0067] El producto formulado, envasado en jeringas, fue enviado con Flying Cargo (FC) a NY, y de nuevo a
Jerusalén Israel.

[0068] Las jeringas en transito se mantuvieron a 2-8°C, a partir de la hora final de formulacién hasta 72 horas como

se demostrd por el registrador de temperatura dentro del paquete de envio. Todos los resultados se resumen en la
Tabla 3.
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TABLA 3
N° de | Tipo de | Viabilid | CD4 | IFNy Endotoxi | Tinci | Esterilid | Positivo
Formu | célula/Tiempo | ad oL (pg/10 na o6n de | ad INegativ
lacion celular | AM 6 (EU/ml) | Gram o
CFB- | célula
CAC | s)
HTC30 CAC 97,95% Positivo
3 . T7; Linea de base | 90,01% | 143, | 8.027 | <0,2 | Positi | Positivo
CFB 60 VO
72 Tras 24 horas a 45.74
37°C en cRPMI 1
tras 72h a4°C | 90,24% | 192, <0,277 Positi
02 VO
Tras 24 horas a 28.95
37°C en cRPMI 5
HTC30 CAC 99,40% Positivo
33 T7+ Linea de base 98,23% 117, 6.215 <0,219 Positi Positivo
74 CFB 64 VO
Tras 24 horas a 31.15
37°C en cRPMI 5
tras 72h a4°C | 95,65% | 166, <0,208 Positi
52 VO
Tras 24 horas a 13.28
37°C en cRPMI 4
HTC30 CAC 98,45% Positivo
37 T7+ Linea de base 97,61% 165, 8.960 <0,208 Positi Positivo
78 CFB 39 VO
Tras 24 horas a 42.52
37°C en cRPMI 0
tras 72ha4°C | 92,81% | 231, <0,2 Positi
50 VO
Tras 24 horas a 22.58
37°C en cRPMI 3

[0069] Como se puede apreciar en la Tabla 3, los tres lotes formulados pasaron todos los criterios de aceptacion
predefinidos, demostrando por lo tanto la estabilidad de CFB en condiciones de distribucion recomendadas.

[0070] Aunque la presente invencidon ha sido descrita con referencia a realizaciones preferidas, trabajadores
expertos en la técnica reconoceran que pueden hacerse cambios en forma y detalle sin apartarse del alcance de la
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invencion como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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Reivindicaciones

1. Un método in vitro de manejar una composicion de farmaco bioldgica con células vivas para su uso en
inmunoterapia, en el que las células vivas activan las células T que han sido activadas por restos de la superficie
celular de reticulacion por anticuerpos monoclonales u otros agentes de unién, comprendiendo el procedimiento:

la reactivacion de las células vivas;

la formulacién de las células vivas en un tampdn no nutritivo;

el mantenimiento de las células vivas en el tampon no nutritivo a una temperatura de almacenamiento por debajo
de aproximadamente 20°C durante mas de aproximadamente 6 horas,

en el que las células vivas mantienen su identidad y al menos una caracteristica funcional que define las células
vivas antes de la formulacién en el tampdn no nutritivo, las células vivas que son Utiles para la inmunoterapia
después de haber sido almacenada durante mas de aproximadamente 6 horas en el tampén no nutritivo.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que la temperatura de almacenamiento esta en un intervalo entre
aproximadamente 0°C y aproximadamente 10°C.

3. El método de la reivindicacién 1 en el que la concentracion de las células en el tampén no nutritivo es de
aproximadamente 108 células/ml o mayor y/o las células vivas se colocan en un recipiente o una jeringa flexibles, en
el que el recipiente flexible o jeringa se envasa en un dispositivo controlado por temperatura que mantiene las
células vivas a la temperatura de almacenamiento.

4. El método de la reivindicacién 1 en el que las células vivas son células Th1 activadas por anticuerpos
monoclonales inmovilizados que son reticulados o las células Th1 son activadas por anticuerpos monoclonales anti-
CD3 y anti-CD28 inmovilizados.

5. El método de la reivindicacion 1 en el que las células vivas expresan CD40L, FaslL, perforina y granzima B,
expresan moléculas coestimuladoras, expresan moléculas de adhesién, secretan citocinas, quimiocinas o
combinaciones de las mismas.

6. El método de la reivindicacién 1 en el que las células vivas en la composicién expresan CD40L después de
almacenamiento en una cantidad de al menos aproximadamente 80% con respecto a la expresion de CD40L en el
momento de la formulacion.

7. El método de la reivindicacion 5 donde la citoquina inflamatoria secretada es IFN-y y el nivel de secrecién esta en
una cantidad de al menos aproximadamente 80% en comparacion con los niveles en el momento de la formulacion.

8. El método de la reivindicacion 7 en el que la secrecion de IFN-y después de almacenamiento se recupera
después de incubacion a 37°C durante al menos 24 horas.

9. El método de la reivindicacion 1 en el que las células vivas en el tampdn no nutritivo son estables durante al
menos aproximadamente 72 horas.

10. Un método in vitro de proporcionar una composicion de células vivas para su uso en la inmunoterapia a un punto
de instalacion de cuidado, en el que las células vivas activan las células T que han sido activadas por reticulaciéon de
restos de la superficie celular por anticuerpos monoclonales u otros agentes de unién, comprendiendo el método :

la reactivacion de las células vivas;

la formulacion de las células vivas en un tampdn no nutritivo en una instalacion de procesamiento; y

el transporte de las células a un punto de instalacion de atencién en un paquete equipados para mantener una
temperatura de almacenamiento por debajo de aproximadamente 20°C, en el que las células vivas estan a la
temperatura de almacenamiento durante mas de aproximadamente 6 horas mientras que se mantiene su
identidad y al menos una caracteristica funcional que define las células vivas antes de la formulaciéon en el
tampdn no nutritivo.

11. El método de la reivindicacién 10 que comprende ademas la colocacién de las células formuladas en un
recipiente flexible o jeringa antes del transporte.

12. El método de la reivindicaciéon 10 en el que las células vivas son células Th1 activadas por anticuerpos
monoclonales inmovilizados, en los que los anticuerpos monoclonales estan reticulados.

13. El método de la reivindicaciéon 10 en el que las células vivas en la composicion expresan CD40L tras el
transporte y la eliminacion de la temperatura de almacenamiento en una cantidad de al menos aproximadamente
80% con respecto a la expresion de CD40L en el momento de la formulacion.

14. El método de la reivindicaciéon 10 en el que las células en la composicidn secretan IFN-y después del transporte
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y la eliminacion de la temperatura de almacenamiento en una cantidad de al menos aproximadamente 80% en
comparacioén con los niveles en el momento de la formulacion.

15. El método de la reivindicacion 14 en el que la secrecion de IFN-y después del transporte y almacenamiento se
recuperé después de la incubacion a 37°C durante al menos 24 horas.

16. El método de la reivindicacion 10 en el que las células vivas en el tampoén no nutritivo estan a la temperatura de
almacenamiento para al menos aproximadamente 72 horas.
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