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DESCRIPCION
Células presentadoras de antigeno artificiales novedosas y usos de las mismas
Declaracion referente a la investigacion o el desarrollo con respaldo federal

Esta investigacion estuvo respaldada en parte por fondos estatales de EE.UU. (subvenciones de los Institutos
Nacionales de Salud R21 Al060477, R0O1 CA105216 y RO1 Al 057838 vy, por tanto, el gobierno de EE.UU. puede
tener ciertos derechos en la invencion.

Antecedentes de la invencion

La transferencia adoptiva es un término acufiado por Medawar (1954, Proc. Royal Soc. 143:58-80) para estudiar el
rechazo de aloinjertos. El término inmunoterapia adoptiva indica la transferencia de células inmunocompetentes para
el tratamiento de cancer o enfermedades infecciosas (June, C.H., ed., 2001, En: Cancer Chemotherapy and
Biotherapy: Principles and Practice, Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore; Vonderheide et al., 2003, Immun.
Research 27:1-15). La terapia adoptiva puede considerarse una estrategia dirigida a reemplazar, reparar o potenciar
la funcion bioldgica de un tejido o sistema dafiado por medio de células autélogas o alogénicas. La primera infusion
satisfactoria de células T CD4 policlonales, infectadas por VIH, expandidas ex vivo, que permitié un alto grado de
injerto tras la infusidn, se realizé usando perlas magnéticas recubiertas con perlas anti-CD3 y anti-CD28 (perlas
recubiertas con CD3/28) para expandir ex vivo las células T de individuos infectados por VIH. Se les administraron a
ocho pacientes 51 infusiones de células CD4 coestimuladas segun este protocolo con acontecimientos adversos
minimos (Levine et al., 2002, Nature Med. 8:47-53).

La infeccion por VIH induce una expansion pronunciada de células T CD8 especificas de VIH. Estas células T CD8
liberan factores solubles (Walker et al., 1986, Science 234:1563-1566; Zhang et al., 2002, Science 298:995-1000;
Cocchi et al., 1995, Science 270:1811-1815) que limitan la replicacion de VIH asi como lisan directamente células
infectadas por VIH (Walker et al., 1987, Nature 328:345-348; Koup et al., 1994, J. Virol. 68:4650-4655). La reduccion
de células T CD8 antes de la exposiciéon a VIS conduce a replicacion viral descontrolada y una muerte rapida, lo que
indica que la actividad de las células T CD8 es necesaria para hacer que el VIH sea una enfermedad crénica
(Schmitz et al. 1999, Science 283:857-860; Jin et al., 1999, J. Exp. Med. 189:991-998). Sin embargo, las células T
CD8 no pueden controlar en ultima instancia la infeccién por VIH. Se ha mostrado que las células T especificas de
VIH tienen una expresion de perforina altamente reducida (Zhang et al., 2003, Blood 101:226-235; Appay, et al.,
2000, J. Exp. Med. 192:63-75), regulacion por disminucion de dos receptores de sefializacion clave, CD3¢ y CD28
(Trimble et al., 2000, Blood 96:1021-1029), un patrén de maduracion sesgado (Appay et al., 2002, Nature Med. 8,
379-385) y una alta sensibilidad a apoptosis inducida por Fas (Mueller et al., 2001, Immunity, 15:871-882). Por tanto,
se cree que una activacion 6ptima de células T CD8 especificas de VIH restaurara funciones efectoras.

Las perlas recubiertas (CD3/28) anti-CD3 y anti-CD28 fueron la primera generacion de APC artificiales (aAPC) que
permitieron la expansion de células T CD4 infectadas por VIH (Levine et al., 1996, Science 272:1939-1943). Ademas
de suministrar las sefales necesarias para la activacion y el crecimiento de células T, la estimulacion con perlas con
CD3/28 vuelve las células T resistentes a la infeccion por R5 regulando por disminucién CCR5 y regulando por
incremento la expresiéon de sus ligandos, las B-quimiocinas RANTES, proteina inflamatoria de macréfagos-1 alfa
(MIP-1a) y MIP-1B (Riley et al., 1997, J. Immunol. 158:5545-5553 Carroll et al., 1997, Science 276:273-276). Varios
ensayos de fase | y Il han demostrado que la infusién de células T CD4 autdlogas expandidas usando perlas
recubiertas con CD3/28 en individuos infectados por R5 es tanto segura como factible (Carroll et al., 1997, Science
276:273-276; Levine et al., 2002, Nature Med. 8:47-53; Walker et al., 2000, Blood 96:467-474; Ranga et al., 1998,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 95:1201-1206). De manera mas importante, se observaron aumentos sostenidos del
recuento de linfocitos total, la razén de células T CD4 con respecto a CD8, la fraccion de células T secretoras de
citocinas y la capacidad para responder a antigenos de recuerdo, sugiriendo que inmunoterapia adoptiva de células
T puede restaurar al menos una funcion inmunitaria limitada de nuevo en individuos infectados por VIH (Levine et al.,
2002, Nature Med. 8:47-53). A pesar del éxito de estos ensayos iniciales, se observaron varias limitaciones,
incluyendo la dificultad de (1) expandir células T CD8, (2) ahadir sefiales coestimuladoras adicionales que pueden
requerirse para expandir determinados subconjuntos de células T, (3) retirar las perlas antes de la infusion y (4)
generar células T especificas de antigeno con un alto potencial de injerto.

Otros han usado perlas recubiertas con CD3/28 de expansién de células T para introducir células T modificadas
génicamente en pacientes infectados por VIH. En estos estudios (Walker et al., 2000, Blood 96:467-474; Mitsuyasu
et al., 2000, Blood 96:785-793; Deeks et al., 2002, Mol. Ther. 5:788-797), se introdujo una molécula quimérica que
consistia en el dominio extracelular de CD4 y el dominio intracelular de la cadena zeta de CD3 (se introdujo CD4( en
células T CD4 mediante transduccion retroviral). Se detectaron las células T modificadas con CD4¢ mediante PCR
de ADN en la sangre periférica de todos los pacientes tras la infusion, y se mantuvieron niveles medios del 1-3% de
las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) totales en todos los puntos de tiempo tras la infusion. En un
seguimiento ampliado, se detecté CD4( en la sangre de 17 de 18 pacientes un afo tras la infusion. Estos niveles de
injerto sostenido son varios 6rdenes de magnitud mayores que lo que se observé previamente para infusiones de
células T humanas T, quizas porque las técnicas previas de cultivo celular pueden haber inducido susceptibilidad a
la apoptosis 0 senescencia replicativa (Rosenberg et al., 1990, N. Engl. J. Med. 323:570-578; Yee et al., 2002, Proc.
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Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99:16168-16173; Brodie et al., 1999, Nature Med. 5:34-41; Riddell et al., 1996, Nature Med.
2:216-223; Riddell et al., 2000, Cancer Journal 6:S250-S258). Estos resultados clinicos indican que células T
coestimuladas propagadas con aAPC basadas en perlas son seguras y tienen la capacidad para un injerto
prolongado. Sin embargo, debido al nimero limitado de sujetos de estudio y la duraciéon de tiempo requerida para
lograr un criterio de valoracion clinico en un ensayo terapéutico de VIH, no pudo medirse la significacion estadistica
del beneficio clinico de la transferencia de células T CD4 autdlogas a individuos infectados por VIH.

Aunque son potencialmente eficaces para limitar la inmunodeficiencia, es probable que las células T CD4
policlonales so6lo tengan un efecto moderado sobre la respuesta especifica a VIH. Se ha estudiado la inmunoterapia
de infeccion viral en seres humanos usando transferencia adoptiva de células T CD8 especificas de antigeno en el
entorno de infeccién por CMV, VEB y VIH. Se ha evaluado este enfoque usando clones de células T con
especificidad antigénica restringida por HLA para CMV (Riddell et al., 1992, Science 257:238-241; Walter et al.,
1995, N. Engl. J. Med. 333:1038-1044). Se expandieron ex vivo células T CD8* especificas de CMV aisladas de
donantes de médula 6sea de MHC idéntico y se administraron a 14 receptores de trasplante de médula 6sea
alogénico. Se observo la recuperacion de la actividad CTL especifica de CMV en cada caso y CTL sometidos a
transferencia adoptiva persistieron in vivo durante hasta 12 semanas. En un estudio similar, se administraron células
T CD8* y CD4* especificas de VEB derivadas de donantes, marcadas genéticamente con el gen de resistencia a
neomicina, a 6 receptores de aloinjertos de médula dsea alogénicos con reduccion de células T (Rooney et al., 1995,
Lancet 345:9-13; Heslop et al., 1996, Nature Med. 2:551-555). Las células T CD4* y CD8* marcadas génicamente
que responden a la exposicidn in vivo o ex vivo a VEB persistieron a bajas frecuencias in vivo durante hasta 18
meses después de la infusion. La infusién de células T CD8 con una Unica especificidad para VIH (Nef) (Koenig et
al., 1995, Nature Med. 1:330-336) en un paciente demostré seleccion de CTL de variantes virales lo que indica que
la infusion de células T especificas de VIH frente a multiples dianas puede ser necesaria para controlar la replicacion
de VIH. En todos estos estudios, la incapacidad de la amplia mayoria de estas células T para injertarse ha limitado el
estudio de los efectos a largo plazo de la inmunoterapia de células T CD8 especificas de antigeno. Un reto
importante en el campo es expandir células T CD8 que se injertaran y tendran potentes funciones efectoras a largo
plazo para luchar de forma mas eficaz contra las infecciones crénicas. Sin embargo, a pesar de la necesidad a largo
plazo de numeros suficientes de células T terapéuticas, no hay métodos disponibles para expandir estas células.

Las células T especificas de VIH pueden contener pero no erradicar el VIH. Algunos estudios que han retirado
células T CD8 antes de, o durante, la infeccion por VIH han demostrado una replicacion viral descontrolada y una
progresion mucho mas rapida a SIDA, lo que indica que las células T CD8 son importantes en el control de VIH
(Schmitz et al. 1999, Science 283:857-860; Jin ef al., 1999, J. Exp. Med. 189:991-998). Sin embargo, las células T
especificas de VIH carecen, en general, de expresion de perforina (Gandhi et al., 2002, Annu. Rev. Med. 53:149-
172) y otras funciones efectoras requeridas para eliminar el VIH del huésped. Algunos estudios de pacientes sin
progresion a largo plazo indicaron que es mas probable que proliferen células T especificas de VIH de estos
individuos y contengan perforina, demostrando que las células T CD8 con funciones efectoras potenciadas pueden
retardar la progresion a SIDA (Migueles et al., 2002, Nature Immunol. 3:1061-1068). Otros investigadores han
demostrado que dos receptores de sefializacion clave, CD3( y CD28 estan regulados por disminucién en células T
especificas de VIH (Trimble et al., 2000, Blood 96:1021-1029; Trimble et al., 1998, Blood 91:585-594; Trimble et al.,
2000, J. Virol. 74:7320-7330), y que las células T especificas de VIH son mas sensibles a la apoptosis inducida por
Fas (Mueller et al., 2001, Immunity, 15:871-882). Appay et al. (2002, Nature Med. 8:379-385) examinaron las
diferencias entre células T CD8 especificas de VIH, VEB y CMV basandose en la expresién de CD27 y CD28.
Células T con diferenciacion temprana expresaron tanto CD27 como CD28 y presentaban escasas funciones
efectoras pero excelentes capacidades proliferativas. Las células T intermedias fueron positivas para CD27 pero
negativas para CD28, y estas células tenian funciones proliferativas y efectoras limitadas. Las células T mas
diferenciadas carecen tanto de CD27 como de CD28, y estas células tenian escasa capacidad proliferativa pero
funciones efectoras potenciadas. Se observd que la mayor parte de las células T especificas de VIH tenian el
fenotipo intermedio. Por tanto, el que las células estén “atrapadas” en este fenotipo intermedio de célula T que
carece tanto de capacidad proliferativa como de funciones efectoras puede ser el factor contribuyente a la ineficacia
de las células T especificas de VIH (Appay et al., 2002, Nature Med. 8, 379-385). Ademas, la funcion de las células
T CD8 depende enormemente de la funcion de las células T CD4 (Zajac et al., 1998, J. Exp. Med. 188:2205-2213;
Shedlock et al., 2003, Science 300:337-339; Sun et al., 2003, Science 300:339-342) y puesto que el VIH selecciona
como diana células T CD4, los defectos de células T CD8 observados en la infecciéon por VIH podrian ser el
resultado de una falta de ayuda por las células T.

Los documentos US 2003/224520 A1 y WO 03/057171 A1 se refieren a métodos para activar y expandir células,
preferiblemente a un método de activacion y estimulacion de células usando una plataforma de sefializacion de
longitud multiple, obtenida por ingenieria genética. Las composiciones de las células activadas y expandidas
mediante los métodos se describen adicionalmente. Las células T estimuladas y/o expandidas pueden usarse para
fines terapéuticos. El documento US 2003/147869 A1 se refiere a un sistema y a métodos para promover la
expansion de linfocitos T citotoxicos especificos de antigeno y policlonales en respuesta a células presentadoras de
antigeno artificiales. Thomas A. K. et al.: “A cell-based artificial antigen-presenting cell coated with anti-CD3 and
CD28 antibodies enable rapid expansion and long-term growth of CD4 T lymphocytes”, Clinical Immunology,
Academic Press, EE.UU. vol. 105, n.° 3, 3 de diciembre de 2002, paginas 259-272 da a conocer la capacidad de dos
células mieloides modificadas genéticamente, K562 y U937 para servir como células presentadoras de antigenos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 668 538 T3

artificiales. Maus M. V. et al.: “Ex vivo expansion of policlonal and antigen-specific cytotoxic T lymphocytes by
artificial APCs expressing ligands for the T cell receptor, CD28 and 4-1 BB”, Nature Biotechnology, Nature Publishing
Group, Nueva York, NY, EE.UU., vol. 20, n.° 2, febrero de 2002, paginas 143-184 da a conocer el cebado ex vivo y
la expansion de linfocitos T citotéxicos humanos y su potencial para su uso en aplicaciones inmunoterapicas para
enfermedades cancerosas e infecciosas.

Por tanto, existe una necesidad sentida desde hace mucho tiempo de proporcionar modos para estimular células T
para combatir diversas enfermedades agudas y crénicas y para promulgar ndmeros suficientes de células T
terapéuticas para inmunoterapia adoptiva. La presente invencion satisface esta y otras necesidades.

Breve sumario de la invencion

La presente invencion incluye un método in vitro de activacion o estimulacién de células T, comprendiendo el
método poner en contacto dichas células T con una célula K562 transducida usando un vector lentiviral que expresa
CD64 y 4-1BBL, en el que dicha célula K562 esta cargada con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, y
en el que la uniéon de dicho anticuerpo anti-CD3 y dicho anticuerpo anti-CD-218 con dichas células T activa o
estimula dichas células T. La presente invencién se refiere ademas a una célula K562 transducida usando un vector
lentiviral que expresa CD64 y 4-1BBL, en la que dicha célula K562 esta cargada con un anticuerpo anti-CD3 y un
anticuerpo anti-CD28, para su uso en la activacion o estimulaciéon de células T.

Breve descripcion de los dibujos

Con el fin de ilustrar la invencién, se representan en los dibujos determinadas realizaciones de la invencion. Sin
embargo, la invencién no se limita a las disposiciones e instrumentalidades precisas de las realizaciones
representadas en los dibujos.

La figura 1 es un diagrama que ilustra un modelo para la construccién de un sistema de cultivo de células T basado
en células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) usando una linea celular eritromieloide humana K562
parental. La figura 1 representa una aAPC K32/4-1BBL modificada por ingenieria que interacciona con una célula T
CD8+.

La figura 2, que comprende las figuras 2A a 2C, representa la expansion de células T de memoria centrales
especificas de virus influenza (gripe) clasificado por tetrameros usando aAPC K32/4-1BBL/CD3/28. La figura 2A
representa una serie de imagenes que demuestran la clasificacion de células T CD8 de un donante HLA-A2 que se
habia expuesto al virus de la gripe. La figura 2B es un grafico que demuestra que estas células pudieron mantenerse
en cultivo durante 70 dias. Se representa el numero total de células que se habrian acumulado si no se hubieran
desechado células como una representacion grafica semilogaritmica del nimero de células total frente a los dias en
cultivo. La figura 2C demuestra un ensayo de liberacion de cromo usando células T2 positivas para HLA-A2
deficientes en TAP cargadas o bien con el péptido de la gripe o bien dejandolas sin pulsar en las razones de efector
con respecto a diana indicadas.

La figura 3, que comprende las figuras 3A a 3E, ilustra la creacion de una aAPC que puede usarse para expandir
células T especificas de la gripe. La figura 3 representa una serie de cinco (5) imagenes que demuestran el analisis
mediante FACS para cada uno de los marcadores CD32 (figura 3A), KA2 (figura 3B), 4-1BBL (figura 3D) y FIUGFP
(proteina fluorescente verde, figura 3E) por las aAPC y que representan también un control de isotipo.

La figura 4 es un diagrama que ilustra un modelo experimental que demuestra métodos de expansién de células T
CD8 especificas de VIH con una amplia especificidad.

La figura 5 es un grafico que demuestra que las aAPC basadas en K562 (por ejemplo, K32/CD3/28, K32/86/CD3)
median en el crecimiento a largo plazo de células T CD4 y lo hacen de manera mas eficaz que las aAPC basadas en
U937 (U32/CD3/28) o aAPC basadas en perlas (perlas recubiertas con CD3/28).

La figura 6, que comprende las figuras 6A a 6D, es un grafico que demuestra la induccion de la expresion de genes
coestimuladores y de citocinas en las aAPC basadas en K562 pero no en las aAPC basadas en U937. La figura 6A
es un grafico que representa que el nivel de induccion de interleucina 15 (IL-15) por células K32/CD3/28, K32/CD3,
K32, U32/CD3/28, U32/CD3, U32 y T CD4 en reposo. La figura 6B representa la induccién de PD-L1 en las células,
que demuestra que las aAPC K32/CD3/28 expresan niveles sustancialmente mayores de PD-L1. La figura 6C es un
grafico que representa la induccion de PD-L2 por diversas aAPC tal como se describié anteriormente. La figura 6D
es un grafico que representa la induccion de B7-H3 por diversas aAPC.

La figura 7 es un diagrama que representa la tasa de crecimiento de aAPC transducidas con lentivirus (LV)
cultivadas en medios Aim V (Invitrogen, Carlsbad, CA) complementados con suero de Ac humano al 3% (Valley
Biomedical, Winchester, VA). Se produjeron diversas aAPC basadas en K562 mediante la transduccion de K562
parentales (k562cc; rombos oscuros) usando los siguientes constructos de vectores LV: KT32 (1 gen; cuadrados
oscuros); KT32/4-1BBL/CD86 (3 genes; triangulos claros); KT32/4-1BBL/CD86/A2/Flu-GFP (5 genes; “X’). Se
representa el numero total de células que se habrian acumulado si no se hubieran desechado células como una
representacion grafica semilogaritmica del nimero de células total frente a los dias en cultivo.
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La figura 8, que comprende las figuras 8A a 8E, es un grafico que representa la coexpresion estable de al menos
ocho (8) genes en una Unica aAPC K562 (8-THREAT). Se transdujeron los siguientes genes en una célula K562 y se
expresaron de manera estable, tal como se detectd usando citometria de flujo: Flu-GFP (figura 8A); CD80 (figura
8B); CD86 (figura 8C); 4-1BBL (figura 8D); y HLA ABC (figura 8E).

La figura 9 es un grafico que demuestra la expansion a largo plazo de células T CD8 policlonales usando aAPC
transducidas con LV.

La figura 10, que comprende las figuras 10A-10E, es una serie de graficos que demuestran que aAPC K32/4-1BBL
expandieron linfocitos citotoxicos (CTL) especificos de hTERT. Las figuras 10A a 10C son graficos que representan
el porcentaje creciente de CTL CD8 tet+ durante la expansion por aAPC K32/4-1BBL. Se indica el momento de la
clasificacion por MoFlo correspondiente a cada figura 10A-10C en el grafico que muestra duplicaciones de poblacion
(figura 10D). La figura 10D es un grafico que representa la expansion de CTL especificos de hTERT por las aAPC,
mientras que se obtuvieron los CTL de una paciente con cancer de mama vacunada con hTERT. La figura 10E es
un grafico que demuestra que los CTL especificos de hTERT expandidos usando las aAPC lisan especificamente
células de carcinoma que expresan HLA-A2 y telomerasa+ (OV-7) pero no células de carcinoma que son
telomerasa+ pero que son HLA-A2-(SK-OV-3).

La figura 11, que comprende la figura 11A a la figura 11D, representa datos que comparan la transfeccion de aAPC
usando un plasmido con expresién de moléculas transducidas en una aAPC por lo demas idéntica usando un LV. La
figura 11A es un diagrama que representa un LV a modo de ejemplo usado en el presente documento, que
representa las modificaciones particulares dadas a conocer en otra parte en el presente documento. Las figuras 11B
y 11C representan la eficacia de transduccion de células K562 de un unico inéculo de virus que expresa GFP
(monocistronico) o mCD8 IRES GFP (bicistrénico). Se midié la expresion en superficie de mCD8 y GFP 5 dias
después de la transduccion.

La figura 12, que comprende las figuras 12A a 12F, representa un experimento representativo, en el que se observo
que 8.000 células T especificas de antigeno produjeron 2X108 células después de un mes de cultivo. En resumen,
se tifieron células T purificadas obtenidas de un donante HLA A*0201, con AcM anti-CD8 y un tetramero de MHC
A*0201 complejado a un epitopo restringido por A*0201 de la proteina de la matriz de influenza (tetramero de MP de
virus de la gripe). Se clasificé la poblacion positiva para el tetramero (aproximadamente 8000 células) y se estimulo
con aAPC KTA2/CD32/4-1BBL/FLU GFP irradiadas que se cargaron con anticuerpo anti-CD28. Volvieron a
estimularse las células con aAPC KTA2/CD32/4-1BBL/FLU GFP (figuras 12A-D) aproximadamente cada 10-12 dias.
Se afadio interleucina 2 (IL-2) al cultivo en cada alimentacion de células (cada 2-3 dias). Las figuras 12E y 12F son
graficos que demuestran la pureza de las células reactivas con el tetramero de la gripe antes y después de 26 dias
de expansion. Es decir, se observé una expansiéon de aproximadamente 250 veces de la poblacién positiva para el
tetrdmero en estas condiciones de cultivo.

La figura 13 es un grafico de barras que representa el nivel de expresidon de citocinas usando una aAPC K562
transducida con CD32 IRES IL-7 (KT32-IL7) y K562 transducida con CD32 IRES IL-15 (KT32-IL15) en las que se
clasificaron las células para una alta expresion de CD32.

La figura 14 es una representacion grafica que demuestra la expresion estable de CD64 en la superficie de una
célula K562 transducida con un vector lentiviral que expresa CD64.

La figura 15 es un grafico que ilustra el aumento de la capacidad de union a anticuerpo de células K562
transfectadas con un vector lentiviral que expresa CD64 (células K64).

La figura 16 es una serie de graficos que ilustran que células K64 cargadas con anticuerpo y lavadas multiples veces
son superiores en la estimulaciéon de células T en comparacion con K562 células que expresan CD32 (células K32),
aunque tanto las células K64 como las células K32 pueden estimular células T.

La figura 17, que comprende las figuras 17A a 17D, es una serie de imagenes que ilustran que se requiere mucha
menos cantidad de anticuerpo para cargar de manera 6ptima células K64 en comparacion con células K32. Las
figuras 17A y 17B representan células CD4, las figuras 17C y 17D representan células CD8.

La figura 18 es un grafico que ilustra el aumento de la expansion de células Treg estimuladas con células K32
cargadas con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en comparacién con células Treg estimuladas con perlas
recubiertas anti-CD3 y anti-CD28.

La figura 19 es un grafico que representa la capacidad de células Treg para suprimir una reaccion linfocitaria mixta
(MLR) alogénica.

La figura 20 es un gréafico que demuestra que las células Treg CD4* CD25" estimuladas usando células K32 que
expresan OX40L vuelven las células Treg no supresoras.

La figura 21, que comprende las figuras 21A a 21C, es una serie de imagenes que ilustran la expansion de células
CD8 especificas de antigeno usando K32 cargadas con anticuerpo anti-CD3 y que expresan IL-15, 4-1BBL y CD80.



10

15

20

25

30

35

ES 2 668 538 T3

Descripcion detallada de la invencién

La solicitud se refiere al sorprendente descubrimiento de que pueden usarse vectores de lentivirus para producir
eficazmente aAPC que expresan de manera estable numerosos ligandos estimuladores y coestimuladores de
células T, y anticuerpos de los mismos, asi como antigenos, citocinas, entre otras moléculas. La solicitud también se
refiere a las aAPC novedosas producidas y a métodos para su uso para expandir una célula T deseada, activar y/o
expandir subconjuntos de células T especificos, identificar moléculas estimuladoras, moléculas coestimuladoras, y
combinaciones de las mismas, que pueden promover la expansion de subconjuntos de células T especificos, asi
como numerosos usos terapéuticos relacionados con la expansion y estimulacion de células T usando las aAPC
novedosas.

Tal como se demuestra por los datos dados a conocer en el presente documento, tras la activacion de células T, se
secretan factores tales como IFNy que a su vez inducen la expresion de citocinas tales como IL-15 y ligandos
coestimuladores tales como B7-H3 en células K562 (Thomas et al., 2002, Clin. Immunol. 105:259-272). El
intercambio o “interferencia” entre la aAPC y una célula T es una razén por la que aAPC basadas en células son
sistemas de expansion de células T mas eficaces que aAPC basadas en perlas. Se disefian por ingenieria genética
células K562 de modo que estas células son un sistema de reemplazo de células dendriticas (DC) “comercialmente
disponibles” continuamente renovables. El uso de aAPC obviaria el tiempo y el gasto requeridos para generar DC
autéloga como fuente de APC para el cultivo celular. Pueden ser necesarias sefiales coestimuladoras adicionales
para rescatar funciones efectoras de las células T CD8 especificas de VIH y tal como se demuestra por los datos en
el presente documento, pueden modificarse células aAPC para expresar tales sefiales seguin se desee. De nuevo,
esto es una ventaja respecto a sistemas basados en perlas que no abarcan afiadir sefiales coestimuladoras
adicionales que pueden requerirse para expandir determinados subconjuntos de células T.

Previamente, se crearon aAPC basadas en células mediante electroporacion de células K562 con plasmidos de
expresion 4-1BBL y CD32. Usando una combinacion de seleccion de farmacos, clasificacion de células y dilucion
limitante, se aislaron clones de alta expresién (Maus et al., 2002, Nature Biotechnol. 20:143-148). Aunque eficaz,
este enfoque requiere mucho tiempo y esta limitado por la necesidad de usar marcadores de seleccion de farmacos.
La dependencia de la seleccion de farmacos restringe el nimero de constructos que pueden introducirse en células
K562 y plantea problemas de cumplimiento con las BPF cuando se contempla el uso clinico.

Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, cada uno de los siguientes términos tiene el significado asociado con el
mismo en esta seccion.

Los articulos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o a mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Tal como se usa en el presente documento, “aliviar” una enfermedad significa reducir la gravedad de uno o mas
sintomas de la enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, los “aminoacidos” se representan mediante el nombre completo de los
mismos, por el cédigo de tres letras correspondiente a los mismos, o por el cédigo de una letra correspondiente a los
mismos, tal como se indica en la siguiente tabla:

Nombre completo Cddigo de tres letras Codigo de una letra

Acido aspartico Asp D
Acido glutamico Glu E
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Histidina His H
Tirosina Tyr Y
Cisteina Cys C
Asparagina Asn N
Glutamina GIn Q
Serina Ser S
Treonina Thr T
Glicina Gly G
Alanina Ala A
Valina Val \Y
Leucina Leu L
Isoleucina lle |
Metionina Met M
Prolina Pro P
Fenilalanina Phe F
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Triptéfano Trp w

“Antisentido” se refiere particularmente a la secuencia de acido nucleico de la cadena no codificante de una
molécula de ADN bicatenario que codifica para una proteina, o a una secuencia que es sustancialmente homologa a
la cadena no codificante. Tal como se define en el presente documento, una secuencia antisentido es
complementaria a la secuencia de una molécula de ADN bicatenario que codifica para una proteina. No es necesario
que la secuencia antisentido sea complementaria Unicamente a la parte codificante de la cadena codificante de la
molécula de ADN. La secuencia antisentido puede ser complementaria a secuencias reguladoras especificadas en la
cadena codificante de una molécula de ADN que codifica para una proteina, cuyas secuencias reguladoras controlan
la expresion de las secuencias codificantes.

Por el término “aplicador,” tal como se usa el término en el presente documento, quiere decirse cualquier dispositivo
que incluye, pero no se limita a, una jeringa hipodérmica, una pipeta, y similares, para administrar los compuestos y
composiciones de la invencion.

Una “enfermedad” es un estado de salud de un animal en el que el animal no puede mantener la homeostasis, y en
el que si la enfermedad no se mejora, entonces la salud del animal continlia deteriorandose. En cambio, un
“trastorno” en un animal es un estado de salud en que el animal puede mantener la homeostasis, pero en el que el
estado de salud del animal es menos favorable de lo que seria en ausencia del trastorno. Si no se trata, un trastorno
no provoca necesariamente una disminucion adicional en el estado de salud del animal.

Por el término “cantidad eficaz’, tal como se usa en el presente documento, quiere decirse una cantidad que cuando
se administra a un mamifero, provoca un nivel detectable de respuesta de células T en comparacion con la
respuesta de células T detectada en ausencia del compuesto. Puede evaluarse faciimente la respuesta de células T
mediante una multitud de métodos reconocidos en la técnica.

El experto en la técnica entenderia que la cantidad del compuesto o composicion administrada en el presente
documento varia y puede determinarse facilmente basandose en varios factores tales como la enfermedad o
afeccion que se trata, la edad y el estado de salud y fisico del mamifero que se trata, la gravedad de la enfermedad,
el compuesto particular que se administra, y similares.

“Material instructivo,” tal como se usa ese término en el presente documento, incluye una publicacion, un registro, un
diagrama, o cualquier otro medio de expresion que puede usarse para comunicar la utilidad de la composicion y/o
compuesto de la invencion en el kit para lograr aliviar o tratar las diversas enfermedades o trastornos enumerados
en el presente documento. Opcional, o alternativamente, el material instructivo puede describir uno o0 mas métodos
de aliviar las enfermedades o trastornos en una célula o un tejido o un mamifero, incluyendo tal como se da a
conocer en otra parte en el presente documento.

El material instructivo del kit puede, por ejemplo, fijarse a un recipiente que contiene el compuesto y/o composicién
de la invencién o enviarse junto con un recipiente que contiene el compuesto y/o composicién. Alternativamente, el
material instructivo puede enviarse por separado del recipiente con la intencion de que el destinario use el material
instructivo y el compuesto de manera cooperativa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador farmacéuticamente aceptable” quiere decir una
composicion quimica con la que puede combinarse el principio activo y que, tras la combinacion, puede usarse para
administrar el principio activo a un sujeto.

Tal como se usa en el presente documento, el término éster o sal “fisiolégicamente aceptable” quiere decir un éster
o forma de sal del principio activo que es compatible con cualquier otro componente de la composicién farmacéutica,
que no es perjudicial para el sujeto al que se le va a administrar la composicion.

Por “complementario a una parte o a todo el acido nucleico que codifica para” una proteina de la invencion, quiere
decirse una secuencia de acido nucleico que no codifica para, por ejemplo, una proteina de ligando coestimuladora.
Mas bien, la secuencia que se expresa en las células es idéntica a la cadena no codificante del acido nucleico que
codifica para la proteina y por tanto, no codifica para la proteina.

Los términos “complementario” y “antisentido” tal como se usan en el presente documento, no son completamente
sindnimos. “Antisentido” se refiere particularmente a la secuencia de acido nucleico de la cadena no codificante de
una molécula de ADN bicaternaio que codifica para una proteina, 0 a una secuencia que es sustancialmente
homéloga a la cadena no codificante.

“Complementario” tal como se usa en el presente documento se refiere al amplio concepto de complementariedad
de secuencia de subunidades entre dos acidos nucleicos, por ejemplo, dos moléculas de ADN. Cuando se ocupa
una posicion de nucleodtido en ambas moléculas por nucleétidos capaces normalmente de realizar apareamiento de
bases entre si, entonces los acidos nucleicos se consideran complementarios entre si en esta posiciéon. Por tanto,
dos acidos nucleicos son complementarios entres si cuando se ocupa un numero sustancial (al menos el 50%) de
las posiciones correspondientes en cada una de las moléculas por nucledtidos que normalmente realizan
apareamiento de bases entre si (por ejemplo, pares de nucledtidos A:T y G:C). Tal como se define en el presente



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 668 538 T3

documento, una secuencia antisentido es complementaria a la secuencia de una molécula de ADN bicaternaio que
codifica para una proteina. No es necesario que la secuencia antisentido sea complementaria Unicamente a la parte
codificante de la cadena codificante de la molécula de ADN. La secuencia antisentido puede ser complementaria a
secuencias reguladoras especificadas en la cadena codificante de una molécula de ADN que codifica para una
proteina, cuyas secuencias reguladoras controlan la expresién de las secuencias codificantes.

Una “region codificante” de un gen consiste en los residuos de nucleétidos de la cadena codificante del gen y los
nucleétidos de la cadena no codificante del gen que son homoélogos con o complementarios a, respectivamente, la
region codificante de una molécula de ARNm que se produce mediante transcripcion del gen.

Una “region codificante” de una molécula de ARNm también consiste en los residuos de nucleétidos de la molécula
de ARNm que coinciden con una region anticodén de una molécula de ARN de transferencia durante la traduccién
de la molécula de ARNm o que codifican para un coddn de terminacion. La region codificante puede, por tanto,
incluir residuos de nucleétido correspondientes a residuos de aminoacido que no estan presentes en la proteina
madura codificada por la molécula de ARNm (por ejemplo, residuos de aminoacido en una secuencia sefal de
exportacion de proteinas).

“Que codifica para” se refiere a la propiedad inherente de secuencias especificas de nucledtidos en un
polinucleétido, tal como un gen, un ADNc, o un ARNm, para servir como plantillas para la sintesis de otros polimeros
y macromoléculas en procesos biolégicos que tienen o bien una secuencia de nucleétidos definida (es decir, ARNTr,
ARNt y ARNm) o bien una secuencia de aminoacidos definida y las propiedades biolégicas resultantes. Por tanto, un
gen codifica para una proteina si la transcripcion y traduccion del ARNm correspondiente a ese gen produce la
proteina en una célula u otro sistema biologico. Tanto la cadena codificante, cuya secuencia de nucleétidos es
idéntica a la secuencia de ARNm y se proporciona habitualmente en listas de secuencias, como la cadena no
codificante, usada como plantilla para la transcripcion de un gen o ADNc, puede denominarse que codifica para la
proteina u otro producto de ese gen o ADNc.

A menos que se especifique lo contrario, una “secuencia de nucleétidos que codifica para una secuencia de
aminoacidos” incluye todas las secuencias de nucleétidos que son versiones degeneradas entre si y que codifican
para la misma secuencia de aminoacidos. Las secuencias de nucledtidos que codifican para proteinas y ARN
pueden incluir intrones.

“Vector de expresion” se refiere a un vector que comprende un polinucleétido recombinante que comprende
secuencias de control de la expresion unidas operativamente a una secuencia de nucledtidos que va a expresarse.
Un vector de expresion comprende suficientes elementos que actian en cis para la expresion; la célula huésped
puede proporcionar otros elementos para la expresién o en un sistema de expresién in vitro. Los vectores de
expresion incluyen todos los conocidos en la técnica, tales como césmidos, plasmidos (por ejemplo, desnudos o
contenidos en liposomas) y virus (por ejemplo, retrovirus, lentivirus, adenovirus y virus adeno-asociados) que
incorporan el polinucleétido recombinante.

Una primera region de un oligonucledtido “flanquea” una segunda regién del oligonucleétido si las dos regiones son
adyacentes entre si o si las dos regiones estan separadas por no mas de aproximadamente 1000 residuos de
nucleotido, y preferiblemente no mas de aproximadamente 100 residuos de nucledtido.

Tal como se usa en el presente documento, el término “fragmento” tal como se aplica a un acido nucleico, puede ser
normalmente de al menos aproximadamente 18 nucledtidos de longitud, preferiblemente, de al menos
aproximadamente 24 nucleétidos, mas normalmente, de aproximadamente 24 a aproximadamente 50 nucleétidos,
preferiblemente, de al menos aproximadamente 50 a aproximadamente 100 nucleétidos, incluso mas
preferiblemente, de al menos aproximadamente 100 nucleétidos a aproximadamente 200 nucleétidos, aun incluso
mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 200 a aproximadamente 300, incluso mas preferiblemente, de
al menos aproximadamente 300 nucledtidos a aproximadamente 400 nucledtidos, aun incluso mas preferiblemente,
de al menos aproximadamente 400 a aproximadamente 500, y lo mas preferiblemente, el fragmento de acido
nucleico no sera mayor de aproximadamente 500 nucleétidos de longitud.

Tal como se aplica a una proteina, un “fragmento” de una proteina de ligando estimuladora o coestimuladora o un
antigeno, es de aproximadamente 6 aminoacidos de longitud. Mas preferiblemente, el fragmento de una proteina es
de aproximadamente 8 aminoacidos, incluso mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 10, aun mas
preferiblemente, de al menos aproximadamente 15, incluso mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 20,
aun mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 30, incluso mas preferiblemente, de aproximadamente 40,
y mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 50, mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 60,
aun mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 70, incluso mas preferiblemente, de al menos
aproximadamente 80, y mas preferiblemente, de al menos aproximadamente 100 aminoacidos de longitud.

Un “ADN gendmico” es una cadena de ADN que tiene una secuencia de nucleétidos homologa con un gen tal como
existe en el huésped natural. A modo de ejemplo, un fragmento de un cromosoma es un ADN genémico.

“Homologo” tal como se usa en el presente documento, se refiere a la similitud de secuencias de subunidades entre
dos moléculas poliméricas, por ejemplo, entre dos moléculas de acido nucleico, por ejemplo, dos moléculas de ADN
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o dos moléculas de ARN, o entre dos moléculas de polipéptido. Cuando se ocupa una posicion de subunidad en
ambas de las dos moléculas por la misma subunidad monomeérica, por ejemplo, si se ocupa una posicion en cada
una de las dos moléculas de ADN por adenina, entonces son completamente u homologas en el 100% en esa
posicion. El porcentaje de homologia entre dos secuencias es una funcién directa del nimero de posiciones
coincidentes u homoélogas, por ejemplo, si la mitad (por ejemplo, cinco posiciones en un polimero de diez
subunidades de longitud) de las posiciones en dos secuencias de compuesto son homodlogas, entonces las dos
secuencias son idénticas en el 50%, si el 90% de las posiciones, por ejemplo, 9 de 10, coinciden o son homdlogas,
las dos secuencias comparten el 90% de homologia. A modo de ejemplo, las secuencias de ADN 5’ATTGCC3’ y
5 TATGGC3’ comparten el 50% de homologia.

Ademas, cuando se usan los términos “homologia” o “identidad” en el presente documento para referirse a los
acidos nucleicos y proteinas, debe interpretarse que se aplica a la homologia o identidad en tanto los niveles de
acido nucleico como de secuencia de aminoacidos.

Un “acido nucleico aislado” se refiere a un fragmento o segmento de acido nucleico que se ha separado de
secuencias que lo flanquean en un estado que se produce de manera natural, por ejemplo, un fragmento de ADN
que se ha retirado de las secuencias que son normalmente adyacentes al fragmento, por ejemplo, las secuencias
adyacentes al fragmento en un genoma en el que se produce de manera natural. El término también se aplica a
acidos nucleicos que se han purificado sustancialmente a partir de otros componentes que acompafan de manera
natural el acido nucleico, por ejemplo, ARN o ADN o proteinas, que los acompafian de manera natural en la célula.
El término incluye, por tanto, por ejemplo, un ADN recombinante que se incorpora en un vector, en un virus o
plasmido que se replica de manera autonoma, o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, o que existe
como molécula separada (por ejemplo, como ADNc o fragmento genémico o de ADNc producido mediante PCR o
digestion con enzimas de restriccidon) independiente de otras secuencias. También incluye un ADN recombinante
que es parte de un gen hibrido que codifica para una secuencia de polipéptido adicional.

En el contexto de la presente invencién, se usan las siguientes abreviaturas para las bases de acido nucleico que se
producen comunmente. “A” se refiere a adenosina, “C” se refiere a citidina, “G” se refiere a guanosina, “T” se refiere
a timidina, y “U” se refiere a uridina.

Al describir dos polinucleétidos como “unidos operativamente” quiere decirse que un resto de acido nucleico
monocatenario o bicatenario comprende los dos polinucleétidos dispuestos dentro del resto de acido nucleico de tal
manera que al menos uno de los dos polinucledtidos puede ejercer un efecto fisioldgico por el cual se caracteriza
sobre el otro. A modo de ejemplo, un promotor unido operativamente a la regidon codificante de un gen puede
promover la transcripcion de la regién codificante.

Preferiblemente, cuando el acido nucleico que codifica para la proteina deseada comprende ademas una secuencia
promotora/reguladora, el promotor/regulador se posiciona en el extremo 5’ de la secuencia que codifica para una
proteina deseada de modo que conduce la expresion de la proteina deseada en una célula. Juntos, el acido nucleico
que codifica para la proteina deseada y su secuencia promotora/reguladora comprenden un “transgén”.

Tal como se usa en el presente documento, el término “secuencia promotora/reguladora” quiere decir una secuencia
de acido nucleico que se requiere para la expresion de un producto génico unido operativamente a la secuencia
promotora/reguladora. En algunos casos, esta secuencia puede ser la secuencia promotora central y en otros casos,
esta secuencia también puede incluir una secuencia potenciadora y otros elementos reguladores que se requieren
para la expresién del producto génico. La secuencia promotora/reguladora puede, por ejemplo, ser una que expresa
el producto génico de manera especifica de tejido.

Un promotor “constitutivo” es una secuencia de nucledtidos que, cuando se une operativamente con un
polinucleétido que codifica para o especifica un producto génico, provoca que el producto génico se produzca en una
célula humana viva en la mayor parte o todas las condiciones fisioldgicas de la célula.

Un promotor “inducible” es una secuencia de nucledtidos que, cuando se une operativamente con un polinucleétido
que codifica para o especifica un producto génico, provoca que el producto génico se produzca en una célula
humana viva sustancialmente solo cuando un inductor correspondiente al promotor esta presente en la célula.

Un promotor “especifico de tejido” es una secuencia de nucleétidos que, cuando se une operativamente con un
polinucleétido que codifica para o especifica un producto génico, provoca que el producto génico se produzca en una
célula humana viva sustancialmente solo si la célula es una célula del tipo de tejido correspondiente al promotor.

Una “secuencia de poliadenilacion” es una secuencia de polinucleétido que dirige la adicidon de una cola de poli A a
una secuencia de ARN mensajero transcrita.

Un “polinucledtido” quiere decir una cadena sencilla o cadenas paralelas o antiparalelas de un acido nucleico. Por
tanto, un polinucleétido puede ser o bien un acido nucleico monocatenario o bicatenario.

El término “acido nucleico” se refiere normalmente a polinucleétidos grandes.
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El término “oligonucledtido” se refiere normalmente a polinucledtidos cortos, generalmente, no mayores de
aproximadamente 50 nucleétidos. Se entendera que cuando se representa una secuencia de nucleétidos por una
secuencia de ADN (es decir, A, T, G, C), esto también incluye una secuencia de ARN (es decir, A, U, G, C) en la que
“U” reemplaza a “T.”

La notacion convencional se usa en el presente documento para describir secuencias de polinucleétido: el extremo
izquierdo de una secuencia de polinucledtido monocatenaria es el extremo 5’; la direccion izquierda de una
secuencia de polinucleétido bicatenaria se denomina direccién 5'.

La direccion de la adiciéon de 5 a 3’ de nucleétidos a transcriptos de ARN nacientes se denomina direccion de
transcripcion. La cadena de ADN que tiene la misma secuencia que un ARNm se denomina “cadena codificante”; las
secuencias en la cadena de ADN que se sitian en 5 con respecto a un punto de referencia en el ADN se
denominan “secuencias hacia 5; las secuencias en la cadena de ADN que estan en 3’ con respecto a un punto de
referencia en el ADN se denominan “secuencias hacia 3'.”

Una “parte” de un polinucleotido quiere decir al menos aproximadamente veinte residuos de nucleétido secuenciales
del polinucleétido. Se entiende que una parte de un polinucleétido puede incluir cada residuo de nucleétido del
polinucleétido.

“Cebador” se refiere a un polinucleétido que puede hibridarse especificamente con una plantilla de polinucleétido
designada y que proporciona un punto de iniciacion para la sintesis de un polinucleétido complementario. Tal
sintesis se produce cuando el cebador de polinucleétido se coloca en condiciones en las que se induce la sintesis,
es decir, en presencia de nucleétidos, una plantilla de polinucleétido complementario, y un agente para la
polimerizacion tal como ADN polimerasa. Un cebador es normalmente monocatenario, pero puede ser bicatenario.
Los cebadores son normalmente acidos desoxirribonucleicos, pero una amplia variedad de cebadores sintéticos y
que se producen de manera natural son utiles para muchas aplicaciones. Un cebador es complementario a la
plantilla con la que esta disefiado para hibridarse para servir como sitio para la iniciacion de la sintesis, pero no
necesita reflejar la secuencia exacta de la plantilla. En tal caso, la hibridacion especifica del cebador con la plantilla
depende de la rigurosidad de las condiciones de hibridacion. Los cebadores pueden marcarse con, por ejemplo,
restos cromogeénicos, radiactivos o fluorescentes y usarse como restos detectables.

“Sonda” se refiere a un polinucleétido que puede hibridarse especificamente con una secuencia designada de otro
polinucleétido. Una sonda se hibrida especificamente con un polinucleétido complementario diana, pero no necesita
reflejar la secuencia complementaria exacta de la plantilla. En tal caso, la hibridacion especifica de la sonda con la
diana depende de la rigurosidad de las condiciones de hibridacion. Sondas pueden marcarse con, por ejemplo,
restos cromogénicos, radiactivos o fluorescentes y usarse como restos detectables.

“Polinucledtido recombinante” se refiere a un polinucleétido que tiene secuencias que no estan unidas juntas de
manera natural. Puede incluirse un polinucleétido amplificado o ensamblado en un vector adecuado, y puede usarse
el vector para transformar una célula huésped adecuada.

Un polinucledtido recombinante también puede servir para una funcién no codificante (por ejemplo, promotor, origen
de replicacion, sitio de union a ribosomas, etc.).

Un “polinucledtido recombinante” es uno que se produce tras la expresion de un polinucleétido recombinante.

“Polipéptido” se refiere a un polimero compuesto por residuos de aminoacido, variantes estructurales que se
producen de manera natural relacionadas, y analogos que se producen de manera no natural sintéticos de los
mismos unidos mediante enlaces peptidicos, variantes estructurales que se producen de manera natural
relacionadas, y analogos que se producen de manera no natural sintéticos de los mismos. Pueden sintetizarse
polipéptidos sintéticos, por ejemplo, usando un sintetizador de polipéptidos automatizado.

El término “proteina” se refiere normalmente a polipéptidos grandes.
El término “péptido” se refiere normalmente a polipéptidos cortos.

La notacion convencional se usa en el presente documento para representar secuencias de polipéptido: el extremo
izquierdo de una secuencia de polipéptido es el extremo amino; el extremo derecho de una secuencia de polipéptido
es el extremo carboxilo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “gen indicador” quiere decir un gen, la expresién del cual
puede detectarse usando un método conocido. A modo de ejemplo, el gen lacZ de Escherichia coli puede usarse
como gen indicador en un medio porque la expresién del gen lacZ puede detectarse usando métodos conocidos
afnadiendo un sustrato cromogénico tal como o-nitrofenil-B-galactdsido al medio (Gerhardt et al., eds., 1994, Methods
for General and Molecular Bacteriology, American Society for Microbiology, Washington, DC, pag. 574).

Un “sitio de restriccion” es una parte de un acido nucleico bicatenario que se reconoce por una endonucleasa de
restriccion.
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Un primer oligonucledtido se hibrida con un segundo oligonucleétido “con alta rigurosidad” si los dos oligonucleétidos
se hibridan en condiciones por las que sélo los oligonucleétidos que son al menos aproximadamente el 73%, mas
preferiblemente, de al menos aproximadamente el 75%, incluso mas preferiblemente, de al menos aproximadamente
el 80%, incluso mas preferiblemente, de al menos aproximadamente el 85%, aun mas preferiblemente, de al menos
aproximadamente el 90%, y lo mas preferiblemente, de al menos aproximadamente el 95%, complementarios se
hibridan entre si. La rigurosidad de las condiciones usadas para hibridar dos oligonucleétidos es una funcion de,
entre otros factores, la temperatura, la fuerza iénica del medio de hibridacion, el periodo de incubacion, la longitud de
los oligonucleodtidos, el contenido de G-C de los oligonucleoétidos, y el grado esperado de no homologia entre los dos
oligonucledtidos, si se conoce. Se conocen métodos para ajustar la rigurosidad de las condiciones de hibridacion
(véase, por ejemplo, Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Nueva York).

Tal como se usa en el presente documento, el término “transgén” quiere decir una secuencia de acido nucleico
exogeno cuyo acido nucleico exdgeno se codifica por un mamifero o célula transgénica.

Una “célula recombinante” es una célula que comprende un transgén. Tal célula puede ser una célula eucariota o
una célula procariota. Ademas, la célula transgénica abarca, pero no se limita a, una aAPC, una célula madre
embrionaria que comprende el transgén, una célula obtenida de un mamifero quimérico derivado de una célula ES
transgénica en la que la célula comprende el transgén, una célula obtenida de un mamifero transgénico, o tejido fetal
o placentario del mismo, y una célula procariota que comprende el transgén.

Por el término “acido nucleico exégeno” quiere decirse que el acido nucleico se ha introducido en una célula o un
animal usando tecnologia que se ha desarrollado con el fin de facilitar la introduccion de un acido nucleico en una
célula o un animal.

Por polipéptido de “etiqueta” quiere decirse cualquier proteina que, cuando se une por un péptido a una proteina de
interés, puede usarse para localizar la proteina, para purificarla a partir de un extracto celular, para inmovilizarla para
Su uso en ensayos de union, o para de otro modo estudiar sus propiedades bioldgicas y/o funcion.

Tal como se usa en el presente documento, “tratar” quiere decir reducir la frecuencia con la que un paciente
experimenta los sintomas de una enfermedad (es decir, infeccion virica, crecimiento tumoral y/o metastasis, u otro
efecto mediado por numeros disminuidos y/o actividad disminuida de células T, y similares).

Por el término “vector” tal como se usa en el presente documento, quiere decirse cualquier plasmido o virus que
codifica para un acido nucleico exégeno. El término debe también interpretarse como que incluye compuestos no
plasmidos y no viricos que facilitan la transferencia de acido nucleico en viriones o células, tales como, por ejemplo,
compuestos de polilisina y similares. El vector puede ser un vector virico que es adecuado como vehiculo de
administracion para la administracion de un acido nucleico que codifica para una proteina y/o anticuerpo de la
invencidn, al paciente, o a la aAPC, o el vector puede ser un vector no virico que es adecuado para el mismo fin.

Se conocen bien ejemplos de vectores viricos y no viricos para la administraciéon de ADN a células y tejidos en la
técnica y se describen, por ejemplo, en Ma et al. (1997, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94:12744-12746). Los ejemplos
de vectores viricos incluyen, pero no se limitan a, un vector lentiviral, un adenovirus recombinante, un retrovirus
recombinante, un virus adeno-asociado recombinante, un virus de viruela aviar recombinante, y similares (Cranage
et al., 1986, EMBO J. 5:3057-3063; solicitud de patente internacional n.° W094/17810, publicada el 18 de agosto de
1994; solicitud de patente internacional n.° W094/23744, publicada el 27 de octubre de 1994). Los ejemplos de
vectores no viricos incluyen, pero no se limitan a, liposomas, derivados de poliamina de ADN, y similares.

Un tratamiento “terapéutico” es un tratamiento administrado a un paciente que presenta signos de patologia con el
fin de disminuir o eliminar esos signos y/o disminuir la frecuencia, duracién e intensidad de los signos.

Una “cantidad eficaz” de un compuesto es la cantidad de una célula (por ejemplo, una aAPC o célula T estimulada
y/o expandida de ese modo) que es suficiente para proporcionar un efecto detectable a una poblacion de células T,
0 a un mamifero, a la que la aAPC se administra y/o se pone en contacto con cuando se compara con una poblacion
de células T por lo demas idéntica, o mamifero, a la que no se administra la aAPC, o célula T expandida de ese
modo.

El experto en la técnica entenderia que la cantidad eficaz varia y puede determinarse facilmente basandose en
varios factores tales como la enfermedad o afeccién que se trata, la edad y estado de salud y fisico del mamifero
que se trata, la gravedad de la enfermedad, el compuesto particular o célula que se administra, el nivel de actividad
0 expresion de la célula aAPC o T expandida de ese modo, y similares. Generalmente, la cantidad eficaz se
establecerd entre aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 100 mg/kg, mas preferiblemente de
aproximadamente 1 mg/kg y 25 mg/kg. ElI compuesto o célula (por ejemplo, una citocina, un ligando o molécula
estimuladora de la misma, un ligando o molécula coestimuladora de la misma, un anticuerpo que se une
especificamente con un ligando, un acido nucleico que codifica para tale proteinas, una aAPC, una célula T
expandida de ese modo, y similares) puede administrarse a través de inyeccién intravenosa, o administrarse a un
sitio de tumor, e incluye, entre otras cosas, una inyeccion en bolo. Sin embargo, la invencion no se limita a este, o
cualquier otro, método de administracion.
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Un tratamiento “terapéutico” es un tratamiento administrado a un paciente que presenta signos de patologia con el
fin de disminuir o eliminar esos signos y/o decrecer o disminuir la frecuencia, duracion e intensidad de los signos.

Por el término “estimulacion,” quiere decirse una respuesta primaria inducida por la unién de una molécula
estimuladora (por ejemplo, un complejo TCR/CD3) con su ligando afin mediando de ese modo un evento de
transduccion de sefal, tal como, pero sin limitarse a, transduccion de sefial mediante el complejo de TCR/CD3. La
estimulacion puede mediar la expresion alterada de determinadas moléculas, tales como regulacién por disminucion
de TGF-B, y/o reorganizacion de estructuras del citoesqueleto, y similares.

“Activacion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al estado de una célula T que se ha estimulado
suficientemente para una inducir proliferacion celular detectable. La activaciéon también puede asociarse con
produccién de citocina inducida, y funciones efectoras detectables. El término “células T activadas” se refiere a,
entre otras cosas, células T que estan experimentando division celular.

Por el término “se une especificamente,” tal como se usa en el presente documento, quiere decirse un anticuerpo, o
un ligando, que reconoce y se une con una proteina (por ejemplo, una molécula estimuladora y/o coestimuladora
presente en una célula T) de pareja de union afin presente en una muestra, pero que el anticuerpo o ligando no
reconoce o se une sustancialmente a otras moléculas en la muestra.

Un “ligando estimulador,” tal como se usa en el presente documento, quiere decir un ligando que cuando esta
presente en una célula que presenta antigeno (por ejemplo, una aAPC, una célula dendritica, una célula B, y
similares) puede unirse especificamente con una pareja de unién afin (denominada en el presente documento
“molécula estimuladora”) en una célula T, mediando de ese modo una respuesta primaria por la célula T, que
incluye, pero no se limita a, activacion, iniciacion de una respuesta inmunitaria, proliferacion, y similares. Se conocen
bien en la técnica ligandos estimuladores y abarcan, entre otros, una molécula de MHC de clase | cargada con un
péptido, un anticuerpo anti-CD3, un anticuerpo anti-CD28 superagonista, y un anticuerpo anti-CD2 superagonista.

Una “molécula estimuladora,” tal como se usa el término en el presente documento, quiere decir una molécula en
una célula T que se une especificamente con un ligando estimulador afin presente en una célula que presenta
antigeno (por ejemplo, una aAPC de la invencion, entre otros).

“Cargada” con un péptido, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una presentaciéon de un antigeno
en el contexto de una molécula de MHC. “Cargada” tal como se usa en el presente documento también quiere decir
la unién de un anticuerpo a un receptor de unién a Fc en una célula, tal como CD32 y/o CD64.

“Ligando coestimulador,” tal como se usa el término en el presente documento, incluye una molécula en una célula
que presenta antigeno (por ejemplo, una aAPC, célula dendritica, célula B, y similares) que se une especificamente
a una molécula coestimuladora afin en una célula T, proporcionando asi una sefial que, ademas de la sefial primaria
proporcionada por, por ejemplo, la uniéon de un complejo TCR/CD3 con una molécula de MHC cargada con péptido,
media un respuesta de células T, que incluye, pero no se limita a, proliferacién, activacion, diferenciacion, y
similares. Un ligando coestimulador puede incluir, pero no se limita a, CD7, B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), PD-L1, PD-
L2, 4-1BBL, OX40L, ligando coestimulador inducible (ICOS-L), molécula de adhesién intercelular (ICAM), CD30L,
CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, receptor de linfotoxina beta, 3/TR6, ILT3, ILT4, HVEM, un
agonista o anticuerpo que se une al receptor de ligando tipo Toll y un ligando que se une especificamente con B7-
H3. Un ligando coestimulador también abarca, entre otros, un anticuerpo que se une especificamente con una
molécula coestimuladora presente en una célula T, tal como, pero sin limitarse a, CD27, CD28, 4-1BB, OX40, CD30,
CD40, PD-1, ICOS, antigeno-1 asociado a la funcion de linfocitos (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, B7-H3, y un
ligando que se une especificamente con CD83.

Una “molécula coestimuladora” se refiere a la pareja de unién afin en una célula T que se une especificamente con
un ligando coestimulador, mediando de ese modo la célula T una respuesta coestimuladora, tal como, pero sin
limitarse a, proliferacién. Las moléculas coestimuladoras incluyen, pero no se limitan a una molécula de MHC de
clase |, BTLA y un receptor de ligando tipo Toll.

“Anticuerpo superagonista,” tal como se usa en el presente documento, quiere decir un anticuerpo que se une
especificamente con una molécula en una célula T y puede mediar un evento de sefial de activacion primaria en una
célula T sin interaccion del complejo TCR/CD3 o CD2 en la célula T. Tal anticuerpo superagonista incluye, pero no
se limita a, un anticuerpo anti-CD3 superagonista, un anticuerpo anti-CD28 superagonista, y un anticuerpo anti-CD2
superagonista.

A menos que se refiera como “superagonista”, un anticuerpo anti-CD2, un anticuerpo anti-CD28, y similares, es un
ligando coestimulador tal como se define en otra parte en el presente documento, y proporciona una sefal
coestimuladora en vez de una sefal de activacién primaria.

“Tratar” una enfermedad tal como se usa el término en el presente documento, quiere decir reducir la frecuencia de

la enfermedad o trastorno reduciendo la frecuencia con la que un paciente experimenta un sintoma del uno o mas
sintomas de la enfermedad o trastorno.
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Por el término “vacuna” tal como se usa en el presente documento, quiere decirse una composicion, una proteina o
un acido nucleico que codifica para una proteina, o una aAPC de la invencién, que sirve para proteger un animal
frente a una enfermedad y/o para tratar un animal ya afectado por una enfermedad induciendo una respuesta
inmunitaria, en comparacion con un animal de otro modo idéntico al que no se le administra la vacuna o en
comparacion con el animal antes de la administraciéon de la vacuna.

“Inmunovacuna,” tal como se usa en el presente documento, quiere decirse una aAPC que puede provocar una
respuesta inmunitaria detectable cuando se administra a un animal. Mas preferiblemente, una inmunovacuna es una
aAPC que estimula y activa células T cuando se administra al animal, de modo que genera una respuesta
inmunitaria de células T a un patégeno, una célula tumoral, y similares, cuando se compara con una célula T la
respuesta inmunitaria, si existe, en un animal de otro modo idéntico al que no se le administra la inmunovacuna.

Descripcion

La invencion se refiere al sorprendente hallazgo de que una linea celular eritromieloide humana, K562, que no
expresa moléculas de MHC de clase | o clase Il, y que se creia previamente que era resistente a las técnicas de
manipulaciéon genéticas, puede transducirse facilmente usando vectores de lentivirus para expresar numerosas
moléculas, que incluye, pero no se limita a, ligandos estimuladores, ligando coestimuladores, antigenos (por
ejemplo, tumoral, virico, y similares), citocinas, etc.

Ademas, los datos dados a conocer en el presente documento demuestran que varios (al menos nueve) acidos
nucleicos exdégenos que expresan varias proteinas pueden introducirse facilimente y expresarse en estas células,
pero que el nivel de expresion de las proteinas es mayor que el logrado usando sistemas de expresion basados en
plasmido y la expresion es estable y continla durante muchos meses disminucion detectable. Ademas, la célula
presentadora de antigeno artificial basada en K562 (aAPC), que no expresa moléculas de CHM de clase | o Il,
puede transducirse con y las expresa facilmente. De manera notable, aAPC transducida con un acido nucleico que
codifica para un antigeno de interés procesé el antigeno y lo presenté adecuadamente a una célula T produciendo
de ese modo células T especificas de antigeno sin necesidad de identificar el epitopo reconocido por la célula T. De
manera sorprendente, tal como se demuestra por los datos dados a conocer en el presente documento, la célula
aAPC se proceso6 adecuadamente y presento el antigeno descrito anteriormente..

I. Composiciones

Se da a conocer una célula presentadora de antigeno artificial aislada (aAPC), en la que la célula comprende una
célula K562 transducida usando un vector lentiviral (LV). Ademas, el LV codifica para al menos un ligando
estimulador inmunitario y coestimulador. Aunque los datos dados a conocer en el presente documento demuestran
que aproximadamente nueve acidos nucleicos que codifican para aproximadamente nueve moléculas transducidas
diferentes en una célula K562 se expresaron altamente y de manera estable en cultivo a largo plazo, no hay nada
que sugiera que esto es un limite del numero o las clases de moléculas que pueden introducirse en estas células. En
su lugar, puede introducirse cualquier molécula o ligando, ya sea estimulador, coestimulador, citocina, antigeno,
receptor de Fcy, y similares, en estas células para producir una aAPC de la invencion.

El experto en la técnica apreciara, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que
pueden usarse numerosas moléculas inmunorreguladoras para producir una variedad casi ilimitada de aAPC una
vez dotado de las ensefanzas proporcionadas en el presente documento. Es decir, existen conocimientos extensos
en la técnica referentes a los eventos y las moléculas implicadas en la activacion e induccién de célula T, y tratados
que comentan respuestas inmunitarias mediadas por células T, y los factores que median en las mismas, se
conocen bien en la técnica. Existe una extensa divulgacion proporcionada en los documentos WO 03/057171 y
US2003/0147869. Mas especificamente, una sefial primaria, habitualmente mediada a través del complejo receptor
de células T/CD3 en una célula T, inicia el proceso de activacion de células T. Adicionalmente, numerosas
moléculas coestimuladoras presentes en la superficie de una célula T estan implicadas en la regulacién de la
transicion de célula T en reposo a proliferacion celular. Tales moléculas coestimuladoras, también denominadas
“coestimuladores”, que se unen especificamente con sus ligandos respectivos, incluyen, pero no se limitan a, CD28
(que se une con B7-1 [CD80], B7-2 [CD86]), PD-1 (que se une con los ligandos PD-L1 y PD-L2), B7-H3, 4-1BB (se
une al ligando 4-1BBL), OX40 (se une al ligando OX40L), ICOS (se une al ligando ICOS-L) y LFA (se une al ligando
ICAM). Por tanto, la sefial estimuladora primaria media en la estimulacion de células T, pero la sefial coestimuladora
se requiere entonces para la activacion de células T, tal como se demuestra mediante proliferacion.

Por tanto, la aAPC dada a conocer es una célula que comprende un ligando estimulador que se une
especificamente con un complejo de TCR/CD3 de tal manera que se transduce una sefial primaria. Adicionalmente,
tal como apreciara un experto en la técnica, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento,
la aAPC comprende ademas al menos un ligando coestimulador que se une especificamente con al menos una
molécula coestimuladora presente en una célula T, molécula coestimuladora que incluye, pero no se limita a, CD27,
CD28, CD30, CD7, un ligando que se une especificamente con CD83, 4-1BB, PD-1, OX40, ICOS, LFA-1, CD30L,
NKG2C, B7-H3, MHC de clase |, BTLA, receptor de ligando tipo Toll y LIGHT. Esto se debe a que, tal como se
comentd previamente y tal como se demuestra mediante los datos dados a conocer en otra parte en el presente
documento, se requiere una sefial coestimuladora para inducir la activacion de células T y la proliferacion asociada.
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En la invencion estdn englobados otros ligandos coestimuladores, tal como entendera un experto en la técnica
dotado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento. Tales ligandos incluyen, pero no se limitan a,
un mutante, una variante, un fragmento y un homaélogo de los ligandos naturales descritos previamente.

Estos y otros ligandos se conocen bien en la técnica y se han caracterizado bien tal como se describe, por ejemplo,
en Schwartz et al., 2001, Nature 410:604-608; Schwartz ef al., 2002, Nature Immunol. 3:427-434; y Zhang et al.,
2004, Immunity. 20:337-347. Usando los extensos conocimientos en la técnica referentes al ligando, el experto en la
técnica, dotado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento apreciara que también se describe un
mutante o una variante del ligando y puede transducirse en una célula usando un LV para producir la aAPC y tales
mutantes y variantes se comentan de manera mas detallada en otra parte en el presente documento.

Por tanto, la aAPC dada a conocer comprende al menos un ligando estimulador y al menos un ligando
coestimulador, de tal manera que la aAPC puede estimular y expandir una célula T que comprende una molécula
estimuladora pareja de union relacionada que se une especificamente con el ligando estimulador en la aAPC y una
molécula coestimuladora pareja de unién relacionada que se une especificamente con el ligando coestimulador en la
aAPC de tal manera que la interaccion entre los ligandos en la aAPC y las moléculas correspondientes en la célula T
median, entre otras cosas, en la proliferacion de células T, expansion y respuesta inmunitaria segun se desee. Un
experto en la técnica apreciard que cuando se conocen las moléculas estimuladoras y coestimuladoras particulares
en una célula T de interés, puede producirse facilmente una aAPC de la invencién para expandir esa célula T. A la
inversa, cuando no se conocen las moléculas estimuladoras y coestimuladoras en una célula T de interés, puede
usarse un panel de aAPC para determinar qué moléculas, y combinaciones de las mismas, pueden expandir esa
célula T. Por tanto, se proporcionan herramientas para la expansion de células T deseadas, asi como herramientas
para elucidar las moléculas en células T particulares que median en la activacion y proliferacion de células T.

El experto en la técnica entendera que los acidos nucleicos engloban una secuencia de ARN o de ADN que codifica
para una proteina de la invencién, y cualquier forma modificada de las mismas, incluyendo quimica modificaciones
del ADN o ARN que hacen que la secuencia de nucleétidos sea mas estable cuando esta libre de células o cuando
se asocia con una célula. También pueden usarse modificaciones quimicas de nucleétidos para potenciar la eficacia
con la que se capta una secuencia de nucleétidos por una célula o la eficacia con la que se expresa en una célula.
En el presente documento se contemplan todas y cada una de las combinaciones de modificaciones de las
secuencias de nucledtidos.

Ademas, puede usarse un numero cualquiera de procedimientos para la generacion de formas mutantes, derivadas
o variantes de una proteina usando una metodologia de ADN recombinante que se conoce bien en la técnica tal
como, por ejemplo, la descrita en Sambrook y Russell (2001, Molecular Cloning, A Laboratory Approach, Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY), y Ausubel et al. (2002, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley &
Sons, NY). Los procedimientos para la introduccion de cambios de aminoacidos en una proteina o un polipéptido
alterando la secuencia de ADN que codifica para el polipéptido se conocen bien en la técnica y también se describen
en estos tratados, y otros.

Ademas se describe un acido nucleico que codifica para un ligando coestimulador, o antigeno, en el que un acido
nucleico que codifica para un polipéptido de etiqueta se une covalentemente al mismo. Es decir, se describe un
acido nucleico quimérico en el que las secuencias de acido nucleico que codifican para un polipéptido de etiqueta se
unen covalentemente al acido nucleico que codifica para al menos una proteina de la invencion, o fragmento
biolégicamente activo de la misma. Tales polipéptidos de etiqueta se conocen bien en la técnica e incluyen, por
ejemplo, proteina fluorescente verde (GFP), un polipéptido de etiqueta de hemaglutinina del virus influenza, un
polipéptido de etiqueta del virus del herpes, myc, myc-piruvato cinasa (myc-PK), His6, proteina de unién a maltosa
(MBP), un polipéptido de etiqueta FLAG y un polipéptido de etiqueta de glutation-S-transferasa (GST). Sin embargo,
la invencién no debe considerarse en modo alguna limitada a los acidos nucleicos que codifican para los
polipéptidos de etiqueta enumerados anteriormente. Mas bien, debe considerarse que en el presente documento se
da a conocer cualquier secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido que puede funcionar de una
manera sustancialmente similar a estos polipéptidos de etiqueta.

El acido nucleico que comprende un acido nucleico que codifica para un polipéptido de etiqueta puede usarse para
localizar una proteina, o un fragmento biolégicamente activo de la misma, dentro de una célula, un tejido y/o un
organismo completo (por ejemplo, un ser humano, y similares), y para estudiar el/los papel(es) de la proteina en una
célula. Ademas, la adicion de un polipéptido de etiqueta facilita el aislamiento y la purificaciéon de la proteina
“etiquetada” de tal manera que las proteinas pueden producirse y purificarse facilmente. De manera mas importante,
tal como se demuestra en otra parte en el presente documento, la expresion de un ligando coestimulador que
comprende una etiqueta permite la deteccidn de la expresion del ligando, y ademas permite el aislamiento de células
que expresan el ligando usando muchos métodos, incluyendo, pero sin limitarse a, clasificacion de células.

También se describen analogos de proteinas o péptidos que comprenden un ligando coestimulador tal como se da a
conocer en el presente documento. Los analogos pueden diferir de proteinas o péptidos que se producen de manera
natural en diferencias conservativas de la secuencia de aminoacidos o en modificaciones que no afectan a la
secuencia, o en ambas. Por ejemplo, pueden realizarse cambios de aminoacidos conservativos, que aunque alteran
la secuencia primaria de la proteina o el péptido, normalmente no alteran su funcion. Las sustituciones de
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aminodacidos conservativas incluyen normalmente sustituciones dentro de los siguientes grupos:
glicina, alanina;

valina, isoleucina, leucina;

acido aspartico, acido glutamico;

asparagina, glutamina;

serina, treonina;

lisina, arginina;

fenilalanina, tirosina.

Las modificaciones (que normalmente no alteran la secuencia primaria) incluyen, in vivo o in vitro, derivatizacion
quimica de polipéptidos, por ejemplo, acetilacién o carboxilacion.

También se incluyen modificaciones de glicosilaciéon, por ejemplo, las realizadas modificando los patrones de
glicosilacion de un polipéptido durante su sintesis y procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales; por
ejemplo, exponiendo el polipéptido a enzimas que afectan a la glicosilacion, por ejemplo, enzimas de glicosilaciéon o
desglicosilacion de mamiferos. También se abarcan secuencias que tienen residuos de aminoacido fosforilados, por
ejemplo, fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina.

También se incluyen polipéptidos que se han modificado usando técnicas habituales de biologia molecular de modo
que mejore su resistencia a la degradacion proteolitica o para optimizar propiedades de solubilidad o para volverlos
mas adecuados como agente terapéutico. Los analogos de tales polipéptidos incluyen los que contienen residuos
distintos de los L-aminoacidos que se producen de manera natural, por ejemplo, D-aminoacidos o aminoacidos
sintéticos que no se producen de manera natural. Los péptidos de la invencidon no se limitan a productos de
cualquiera de los procesos a modo de ejemplo especificos enumerados en el presente documento.

La solicitud también engloba “mutantes”, “derivados” y “variantes” de los péptidos (o del ADN que codifica para los
mismos) mutantes, derivados y variantes que son ligandos coestimuladores, citocinas, antigenos (por ejemplo,
célula tumoral, viral, y otros antigenos), que estan alterados en uno o mas aminoacidos (o, cuando se hace
referencia a la secuencia de nucleétidos que codifica para los mismos, estan alterados en uno o mas pares de
bases) de tal manera que el péptido (0 ADN) resultante no es idéntico a las secuencias citadas en el presente
documento, pero tiene las mismas propiedades biolégicas que los péptidos dados a conocer en el presente
documento, porque el péptido tiene las propiedades bioldgicas/bioquimicas de un ligando coestimulador, citocina,
antigeno, y similares, de la presente invencién (por ejemplo, expresion por una aAPC cuando se pone en contacto la
aAPC que expresa la proteina con una célula T, media en la proliferacion de, o afecta de otro modo a, la célula T).

Entre una “actividad biolégica”, tal como se usa en el presente documento, se incluye un ligando coestimulador que
cuando se transduce en una célula K562 se expresa y, cuando la célula se pone en contacto con una célula T que
expresa una molécula coestimuladora relacionada en su superficie, media en la activaciéon y estimulacion de la
célula T, con proliferacion inducida.

En efecto, se describe un potente ensayo de examen novedoso para la identificacion de mutantes, variantes,
fragmentos y homdlogos de ligandos coestimuladores en el que una posible forma novedosa de un ligando
coestimulador puede transducirse y expresarse en la aAPC de la invencion. La capacidad de la aAPC para estimular
y/o activar una célula T puede evaluarse y compararse con la capacidad de una aAPC que comprende el ligando
coestimulador silvestre o “natural” para estimular y/o activar una célula T idéntica por lo demas. De este modo,
pueden identificarse, aislarse y caracterizarse facilmente variantes funcionales, que demuestran la capacidad para
activar/estimular la célula T en mayor, menor o igual medida que el ligando silvestre de control. Tales variantes
novedosas de ligandos coestimuladores son posibles herramientas de investigacién para la elucidacién de procesos
de células T, y también proporcionan importante terapéutica potencial basandose en la inhibicién o induccion de la
activacion/estimulacion de células T, tal como, pero sin limitarse a, la administracién de una variante con actividad
inhibidora que puede competir con el ligando natural para inhibir respuestas de células T no deseadas tales como,
pero sin limitarse a, rechazo de trasplantes. A la inversa, puede usarse una variante que demuestra mayor actividad
como ligando coestimulador para aumentar una respuesta de células T deseada, tal como, pero sin limitarse a,
administraciéon a un paciente inmunosuprimido. Por ejemplo, puede modificarse por ingenieria una ligando variante a
modo de ejemplo para ser mas eficaz que el ligando natural o para favorecer la unién de una molécula
coestimuladora positiva (CD28) a expensas de un regulador negativo (CTLA-4). Estas y muchas otras variaciones
estan englobadas en la invencion.

Un experto en la técnica apreciara, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que un
ligando coestimulador engloba un anticuerpo que se une especificamente con la molécula coestimuladora presente
en una célula T con la que también se une el ligando. Es decir, la invencion engloba una aAPC que comprende no
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s6lo un ligando coestimulador (por ejemplo, CD80 y CD86, entre otros) que se une a una molécula coestimuladora
en una célula T (por ejemplo, CD28), sino que también engloba al menos un anticuerpo que se une especificamente
con la molécula coestimuladora (por ejemplo, anti-CD28). Numerosos anticuerpos contra las moléculas
coestimuladoras estan disponibles actualmente, o pueden producirse siguiendo procedimientos que se conocen bien
en la técnica.

El experto en la técnica entendera, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que
puede producirse una aAPC que comprende un anticuerpo, tal como se ejemplifica en otra parte en el presente
documento, introduciendo un acido nucleico que codifica para CD32, el receptor de Fcy humano, en la aAPC.
Ademas, tal como se da a conocer en otra parte en el presente documento, una aAPC que se une a un anticuerpo,
tal como un anticuerpo contra CD3 o un anticuerpo contra CD28, puede producirse expresando un acido nucleico
que codifica para CD64 en la aAPC. CD64 es el receptor FcyRlI humano de alta afinidad. Las CD32 y/o CD64
expresadas en la superficie de la aAPC entonces pueden “cargarse” con cualquier anticuerpo deseado que se une
con CD32 y/o CD64, incluyendo, pero sin limitarse a, anticuerpo que se une especificamente con CD3 y anticuerpo
que se une especificamente con CD28. Ademas, se da a conocer una aAPC en la que un acido nucleico que
codifica para el ligando de anticuerpo de interés, quizas unido a una secuencia IRES, se transduce y expresa en la
superficie de la aAPC eliminando de ese modo la necesidad de expresion de CD32 y/o CD64 y la carga de las
mismas. Por tanto, se da a conocer una aAPC transducida con un acido nucleico que codifica para al menos un
anticuerpo que se une especificamente con CD3, CD28, PD-1, B7-H3, 4-1BB, OX40, ICOS, CD30, HLA-DR, MHCII,
receptor de ligando de tipo Toll y LFA, entre otros, asi como una aAPC transducida con CD32 y/o CD64 y cargada
con al menos un anticuerpo que se une especificamente con las moléculas mencionadas anteriormente.

Ademas, se engloba una aAPC en la que el ligando coestimulador es una pareja de union relacionada que se une
especificamente con una molécula coestimuladora, asi como en la que el ligando es un anticuerpo que se une
especificamente con una molécula coestimuladora, y cualquier combinacioén de los mismos, de tal manera que una
unica aAPC puede comprender tanto acidos nucleicos que codifican para ligandos coestimuladores y/o como
anticuerpos especificos para moléculas coestimuladoras presentes en la célula T, y cualquier combinacién de los
mismos.

También se engloba una aAPC que comprende un acido nucleico que codifica para un antigeno de interés. Una
enorme variedad de antigenos se incluyen, tal como, pero sin limitarse a, antigenos tumorales, por ejemplo,
telomerasa, antigeno de melanoma reconocido por células T (MART-1), genes que codifican para antigeno de
melanoma, 1, 2 y 3 (MAGE-1, -2, -3), GP100 de melanoma, antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno de cancer
de mama HER-2/Neu, antigeno prostatico especifico sérico (PSA), tumor de Wilm 1 (WT-1), antigenos de mucina
(MUC-1, 2, 3, 4) e idiotipos de linfoma de células B. Esto se debe a que, tal como se demuestra mediante los datos
dados a conocer en otra parte en el presente documento, las aAPC basadas en K562 que comprenden un antigeno,
pueden procesar y presentar el antigeno en el contexto de MHC (en el que la célula también se transduce con un
acido nucleico que codifica para una molécula de MHC de clase | o clase Il) produciendo de ese modo células T
especificas de antigeno y expandiendo una poblacion de las mismas. Los datos dados a conocer demuestran que se
produjeron CTL especificos de hTERT expandiendo células T hTERT+ usando una aAPC transducida con CD32 y 4-
1BBL (K32/4-1BBL). Por tanto, pueden usarse las aAPC para expandir y producir suficientes células T especificas
de antigeno con el fin de administrar las células T a un paciente que lo necesita, proporcionando por tanto un
tratamiento de inmunovacuna dirigido contra células tumorales que portan el antigeno. Por tanto, un antigeno de
interés puede introducirse en una aAPC de la invencidén, en la que la aAPC presenta entonces el antigeno en el
contexto del complejo MCH de clase | o Il, es decir, la molécula de MHC se “carga” con el antigeno, y la aAPC
puede usarse para producir una célula T especifica de antigeno.

De manera similar, también puede transducirse y expresarse un antigeno viral, o cualquier otro patégeno, por la
aAPC. Los datos dados a conocer en otra parte en el presente documento demuestran que las células T positivas
para proteina de matriz (tetramero de MP de la gripe) clasificadas y estimuladas con células aAPC irradiadas
(K2/CD3/4-1BBL/FLU-GFP) cargadas con anticuerpo anti-CD28 expandieron las células T proporcionando grandes
numeros de CTL especificos de antigeno, especificos para el antigeno viral. Estos datos demuestran que las aAPC
de la invenciéon pueden usarse para expandir y producir células T especificas de antigeno que van a usarse para
tratar infecciones virales, y otras patégenas.

Adicionalmente, la solicitud engloba una aAPC transducida con un acido nucleico que codifica para al menos una
citocina, al menos una quimiocina, o ambas. Esto se debe a que los datos dados a conocer en otra parte en el
presente documento demuestran ampliamente que una aAPC transducida con un acido nucleico que codifica para
una interleucina (por ejemplo, IL-7, IL-15, y similares) expres6 de manera estable la interleucina. Ademas, usando un
vector LV que comprende un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES), puede secretarse la interleucina a partir de
las aAPC (por ejemplo, una célula K562 transducida con un vector LV tal como, pero sin limitarse a, pCLPS CD32-
IRES-IL-7, -12, -15, -18 y -21). Otras citocinas que puede expresarse por aAPC incluyen, pero no se limitan a,
interferon-y (IFNy), factor de necrosis tumoral-a. (TNFa), SLC, IL-2, IL-4, IL-23, IL-27 y similares. La invencion incluye
ademas, pero no se limita a, quimiocina RANTES, MIP-1a, MIP-1b, SDF-1, eotaxina, y similares.

Por tanto, la solicitud engloba una citocina, incluyendo una citocina de longitud completa, fragmento, homadlogo,
variante o mutante de la citocina. Una citocina incluye una proteina que puede afectar a la funcion biolégica de otra
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célula. Una funcion biolégica afectada por una citocina puede incluir, pero no se limita a, crecimiento celular,
diferenciacion celular o muerte celular. Preferiblemente, una citocina dada a conocer puede unirse a un receptor
especifico en la superficie de una célula, afectando de ese modo a la funcion biolégica de una célula.

Una citocina preferida incluye, entre otros, un factor de crecimiento hematopoyético, una interleucina, un interferén,
una molécula de la superfamilia de inmunoglobulinas, una molécula de la familia del factor de necrosis tumoral y/o
una quimiocina. Una citocina mas preferida incluye un factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), factor de necrosis tumoral beta (TNFp), factor estimulante de
colonias de macrofagos (M-CSF), interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 (IL-12), interleucina-15 (IL-15), interleucina-21 (IL-21),
interferon alfa (IFNa), interferén beta (IFNB), interferon gamma (IFNy) e IGIF, entre muchos otros.

Una quimiocina, incluyendo un homdlogo, variante, mutante o fragmento de la misma, engloba una alfa-quimiocina o
una beta-quimiocina, incluyendo, pero sin limitarse a, una C5a, interleucina-8 (IL-8), proteina quimiotactica de
monocitos 1 alfa (MIP1a), proteina quimiotactica de monocitos 1 beta (MIP1B), proteina quimioatrayente de
monocitos | (MCP-1), proteina quimioatrayente de monocitos 3 (MCP-3), factor de activacion de plaquetas (PAFR),
N-formil-metionil-leucil-[*H]fenilalanina (FMLPR), leucotrieno B4 (LTB4R), péptido de liberacion de gastrina (GRP),
RANTES, eotaxina, linfotactina, IP10, 1-309, ENA78, GCP-2, NAP-2 y/o MGSA/gro. Un experto en la técnica
apreciara, una vez dotado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, que la invenciéon engloba
una quimiocina y una citocina, tal como se conocen bien en la técnica, asi como cualquiera descubierta en el futuro.

El experto en la técnica apreciara, una vez dotado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento,
que la aAPC no se limita en modo alguno a ningun antigeno, citocina, ligando coestimulador, anticuerpo que se une
especificamente a molécula coestimuladora particular, y similares. Mas bien, la invenciéon engloba una aAPC que
comprende numerosas moléculas, o bien expresadas todas bajo el control de una unica secuencia
promotora/reguladora o bien bajo el control de mas de una de tales secuencias. Ademas, la solicitud engloba la
administracion de una o mas aAPC dadas a conocer en el que las diversas aAPC codifican para diferentes
moléculas. Es decir, las diversas moléculas (por ejemplo, ligandos coestimuladores, antigenos, citocinas, y
similares) pueden actuar en cis (es decir, en la misma aAPC y/o codificadas por el mismo acido nucleico contiguo o
en moléculas de acido nucleico independientes dentro de la misma aAPC) o en trans (es decir, las diversas
moléculas se expresan por diferentes aAPC).

De este modo, tal como entendera un experto en la técnica, basandose en la divulgacién proporcionada en el
presente documento, la dosis y el momento de administracion de los medicamentos que comprenden las aAPC
pueden adaptarse especificamente para cada aplicacion. Mas especificamente, cuando se desea proporcionar
estimulacion a una célula T usando determinadas moléculas expresadas por una aAPC, o varias aAPC, seguido por
estimulacion usando otra aAPC, o varias aAPC, que expresa un conjunto de moléculas diferente, aunque solapante,
entonces puede utilizarse combinacion de enfoques en cis y trans. En esencia, las aAPC dadas a conocer, y los
métodos dados a conocer en el presente documento, proporcionan un numero casi ilimitado de variaciones. El
experto en la técnica, dotado de las ensefianzas proporcionadas en el presente documento y los conocimientos
disponibles en la técnica, puede determinar facilmente el enfoque deseado para cada célula T particular.
Alternativamente, basdndose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que proporciona métodos
para evaluar la eficacia de los métodos de estimulacién y expansion de células T dados a conocer en el presente
documento, el experto en la técnica puede determinar qué enfoque(s) puede aplicar a las células T particulares que
van a expandirse o estimularse.

El experto en la técnica entendera, basandose en la divulgacién proporcionada en el presente documento, que
pueden estar favorecidas diversas combinaciones de moléculas que van a expresarse en las aAPC dadas a
conocer. Aunque se indican varias de estas combinaciones de moléculas en toda la memoria descriptiva,
incluyendo, pero sin limitarse a, las combinaciones ejemplificadas en las tablas 1, 2, 3 y 4. Mas bien, un experto en
la técnica apreciara, basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, que una amplia
variedad de combinaciones de moléculas puede transducirse en una célula para producir la aAPC de la invencion.
Las moléculas engloban las conocidas en la técnica, tales como las comentadas en el presente documento, asi
como las moléculas que se descubriran en el futuro.

La solicitud engloba la preparacion y el uso de composiciones farmacéuticas que comprenden una aAPC de la
invencién como principio activo. Una composicién farmacéutica de este tipo puede consistir en el principio activo
solo, como combinaciéon de al menos un principio activo (por ejemplo, una dosis eficaz de una APC) en una forma
adecuada para la administracién a un sujeto, o la composicion farmacéutica puede comprender el principio activo y
uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, uno o mas componentes adicionales (activos y/o inactivos), o
alguna combinacion de estos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador farmacéuticamente aceptable” significa una
composicion quimica con la que puede combinarse el principio activo y que, tras la combinacion, puede usarse para
administrar el principio activo a un sujeto.

Las formulaciones de las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden prepararse
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mediante cualquier método conocido o desarrollado a partir de ahora en la técnica de la farmacologia. En general,
tales métodos preparatorios incluyen la etapa de poner el principio activo en asociacion con un portador o uno o mas
de otros componentes auxiliares, y entonces, si es necesario o deseable, conformar o envasar el producto en una
unidad de dosis unica o multiples deseada.

Aunque las descripciones de composiciones farmacéuticas proporcionadas en el presente documento se refieren
principalmente a composiciones farmacéuticas que son adecuadas para la administracion ética a seres humanos, el
experto en la técnica entendera que tales composiciones son generalmente adecuadas para la administracion a
animales de todas clases. La modificacion de composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion a
seres humanos con el fin de volver las composiciones adecuadas para la administracion a diversos animales se
entiende bien, y el farmacologo veterinario experto habitual puede disefiar y realizar tal modificacion con
experimentacién meramente habitual, si la requiere. Los sujetos para los que se contempla la administracion de las
composiciones farmacéuticas dadas a conocer incluyen, pero no se limitan a, seres humanos y otros primates,
mamiferos incluyendo mamiferos comercialmente relevantes tales como primates no humanos, ganado, cerdos,
caballos, ovejas, gatos y perros, aves incluyendo aves comercialmente relevantes tales como pollos, patos, ocas y
pavos, peces incluyendo peces de piscifactoria y peces de acuarios, y crustaceos tales como marisco de criaderos.

Pueden prepararse composiciones farmacéuticas que son utiles en los métodos de la invencién, envasarse o
venderse en formulaciones adecuadas para la administracion por via oral, rectal, vaginal, parenteral, topica,
pulmonar, intranasal, intralesional, bucal, oftalmica, intravenosa, intraorganica u otra via de administracién. Otras
formulaciones contempladas incluyen nanoparticulas proyectadas, preparaciones liposomales, eritrocitos resellados
que contienen el principio activo y formulaciones de base inmunoldgica.

Una composicion farmacéutica, puede prepararse, envasarse o venderse a granel, como una unidad de dosis Unica,
0 como una pluralidad de dosis unitarias individuales. Tal como se usa en el presente documento, una “dosis
unitaria” es una cantidad diferenciada de la composiciéon farmacéutica que comprende una cantidad predeterminada
del principio activo. La cantidad del principio activo es generalmente igual a la dosificacion del principio activo que se
administraria a un sujeto o una fraccién conveniente de tal dosificacion tal como, por ejemplo, la mitad o una tercera
parte de tal dosificacion.

Las cantidades relativas del principio activo, el portador farmacéuticamente aceptable, y cualquier componente
adicional en una composicion farmacéutica de la invencion variaran, dependiendo de la identidad, el tamafio y el
estado del sujeto tratado y dependiendo ademas de la via mediante la que va a administrarse la composicion. A
modo de ejemplo, la composicién puede comprender entre el 0,1% y el 100% (p/p) de principio activo.

Ademas del principio activo, una composicion farmacéutica de la invencion puede comprender ademas uno o0 mas
agentes farmacéuticamente activos adicionales. Los agentes adicionales contemplados particularmente incluyen
antieméticos y eliminadores tales como eliminadores de cianuro y cianato y AZT, inhibidores de proteasa, inhibidores
de transcriptasa inversa, interleucina-2, interferones, citocinas, y similares.

Pueden prepararse formulaciones de liberacién controlada o sostenida de una composicién farmacéutica de la
invencion usando tecnologia convencional.

Tal como se usa en el presente documento, “administracion parenteral” de una composicidon farmacéutica incluye
cualquier via de administracion caracterizada por la formacién de una brecha fisica de un tejido de un sujeto y la
administracion de la composicion farmacéutica a través de la brecha en el tejido. Por tanto, la administracion
parenteral incluye, pero no se limita a, la administraciéon de una composicidon farmacéutica mediante inyeccion de la
composicion, mediante aplicacion de la composicién a través de una incisidon quirirgica, mediante aplicacion de la
composicion a través de una herida no quirurgica penetrante de tejido, y similares. En particular, se contempla que la
administracion parenteral incluya, pero no se limite a, técnicas de inyeccion subcutanea, intraperitoneal,
intramuscular, intraesternal, e infusién de dialisis renal.

Las formulaciones de una composicion farmacéutica adecuada para la administracién parenteral comprenden el
principio activo combinado con un portador farmacéuticamente aceptable, tal como agua estéril o solucion salina
isoténica estéril. Tales formulaciones pueden prepararse, envasarse o venderse en una forma adecuada para la
administraciéon en bolo o para administracion continua. Pueden prepararse formulaciones inyectables, envasarse o
venderse en forma de dosificacion unitaria, tal como en ampollas o en envases de multiples dosis que contienen un
conservante. Las formulaciones para administracion parenteral incluyen, pero no se limitan a, suspensiones,
disoluciones, emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, pastas y formulaciones biodegradables o de liberacion
sostenida implantables. Tales formulaciones pueden comprender ademas uno o mas componentes adicionales
incluyendo, pero sin limitarse a, agentes de suspension, estabilizacion o dispersion.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse, envasarse o venderse en forma de una suspension o
disoluciéon acuosa o aceitosa inyectable estéril. Esta suspension o disolucién puede formularse segun la técnica
conocida, y puede comprender, ademas del principio activo, componentes adicionales tales como los agentes de
dispersién, agentes humectantes o agentes de suspension descritos en el presente documento. Tales formulaciones
inyectables estériles pueden prepararse usando un diluyente o disolvente aceptable por via parenteral, no toxico, tal
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como agua o 1,3-butanodiol, por ejemplo. Otros diluyentes y disolventes aceptables incluyen, pero no se limitan a,
solucién de Ringer, disolucion isoténica de cloruro de sodio y aceite fijos tales como mono o diglicéridos sintéticos.
Otras formulaciones que pueden administrarse por via parenteral que son utiles incluyen aquellas que comprenden
el principio activo en forma microcristalina, en una preparacién liposomal, o como componente de un sistema de
polimero biodegradable. Las composiciones para liberaciéon sostenida o implantacion pueden comprender materiales
poliméricos o hidréfobos farmacéuticamente aceptables tales como una emulsién, una resina de intercambio i6nico,
un polimero moderadamente soluble o una sal moderadamente soluble.

La aAPC de la invencién y/o células T expandidas usando la aAPC, pueden administrarse a un animal,
preferiblemente un ser humano. Cuando se administran las células T expandidas usando una aAPC de la invencion,
la cantidad de células administradas puede oscilar entre aproximadamente 1 millén de células y aproximadamente
300 mil millones. Cuando se administran las propias aAPC, o bien con o bien sin células T expandidas por las
mismas, pueden administrarse en una cantidad que oscila entre aproximadamente 100.000 y aproximadamente mil
millones de células en las que las células se infunden en el animal, preferiblemente, un paciente humano que lo
necesita. Aunque la dosificacion precisa administrada variara dependiendo de cualquier nimero de factores,
incluyendo pero sin limitarse a, el tipo de animal y el tipo de estado patologico que esté tratandose, la edad del
animal y la via de administracion.

La aAPC puede administrarse a un animal de manera tan frecuente como varias veces al dia, o puede administrarse
con menos frecuencia, tal como una vez al dia, una vez a la semana, una vez cada dos semanas, una vez al mes, o
incluso con menos frecuencia, tal como una vez cada varios meses o incluso una vez al aifo o menos. La frecuencia
de la dosis resultara evidente para el experto en la técnica y dependera de cualquier numero de factores, tales
como, pero sin limitarse a, el tipo y la gravedad de la enfermedad que esté tratandose, el tipo y la edad del animal,
etc.

Una aAPC (o células expandidas por la misma) puede coadministrarse con los diversos otros compuestos (citocinas,
farmacos quimioterapicos y/o antivirales, entre muchos otros). Alternativamente, el/los compuesto(s) puede(n)
administrarse una hora, un dia, una semana, un mes, o incluso mas, con antelacién a la aAPC (o células expandidas
por la misma), o cualquier permutacion de los mismos. Ademas, el/los compuesto(s) puede(n) administrarse una
hora, un dia, una semana, o incluso mas, después de la administraciéon de aAPC (o células expandidas por la
misma), o cualquier permutacién de los mismos. La frecuencia y el régimen de administracion resultaran faciimente
evidentes para el experto en la técnica y dependeran de cualquier numero de factores tales como, pero sin limitarse
a, el tipo y la gravedad de la enfermedad que esté tratandose, la edad y el estado de salud del animal, la identidad
del compuesto o compuestos que estén administrandose, la via de administracion de los diversos compuestos y la
aAPC (o células expandidas por la misma), y similares.

Ademas, un experto en la técnica apreciara, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento,
que cuando la aAPC va a administrarse a un mamifero, las células se tratan de modo que estan en un “estado de no
crecimiento”; es decir, las células no pueden dividirse cuando se administran a un mamifero. Tal como se da a
conocer en otra parte en el presente documento, las células pueden irradiarse para hacer que no puedan crecer o
dividirse una vez que se administran a un mamifero. Se conocen en la técnica otros métodos, incluyendo
haptenizacion (por ejemplo, usando dinitrofenilo y otros compuestos), para hacer que las células que van a
administrarse, especialmente a un ser humano, no puedan crecer y estos métodos no se comentan adicionalmente
en el presente documento. Ademas, se ha establecido la seguridad de la administracion de aAPC que se ha hecho
que no puedan dividirse in vivo en ensayos clinicos de fase | usando aAPC transfectadas con vectores de plasmido
que codifican para algunas de las moléculas comentadas en el presente documento.

Il. Métodos

La solicitud engloba un método para inducir especificamente la proliferacion de una célula T que expresa una
molécula coestimuladora conocida. El método comprende poner en contacto una célula T que va a expandirse con
una aAPC que comprende un vector de lentivirus que codifica para un ligando que se une especificamente con esa
molécula coestimuladora. Tal como se demuestra en otra parte en el presente documento, poner en contacto una
célula T con una aAPC basada en K562 que comprende, entre otras cosas, un ligando coestimulador que se une
especificamente a una molécula coestimuladora relacionada expresada en la superficie de la célula T, estimula la
célula T e induce la proliferacion de células T de tal manera que pueden producirse facilmente grandes nimeros de
células T especificas. La aAPC expande la célula T “especificamente” porque soélo las células T que expresan la
molécula coestimuladora particular se expanden por la aAPC. Por tanto, cuando la célula T que va a expandirse esta
presente en una mezcla de células, algunas o la mayoria de las cuales no expresan la molécula coestimuladora,
s6lo se inducira la célula T de interés para que prolifere y se expanda en el numero de células. La célula T puede
purificarse ademas usando una amplia variedad de técnicas de separacion y purificacion celular, tales como las
conocidas en la técnica y/o descritas en otra parte en el presente documento.

Tal como apreciara el experto en la técnica, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento,
no es necesario identificar o aislar la célula T de interés antes de la expansion usando la aAPC. Esto se debe a que
la aAPC es selectiva y s6lo expandira la(s) célula(s) T que expresa(n) la molécula coestimuladora relacionada.
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Preferiblemente, se logra la expansion de determinadas células T usando varias aAPC o una unica aAPC, que
expresan diversas moléculas, incluyendo, pero sin limitarse a, un antigeno, una citocina, un ligando coestimulador,
un ligando de anticuerpo que se une especificamente con la molécula coestimuladora presente en la célula T. Tal
como se da a conocer en otra parte en el presente documento, la aAPC puede comprender un acido nucleico que
codifica para CD32 y/o CD64 de tal manera que la CD32 y/o la CD64 expresadas en la superficie de aAPC pueden
“cargarse” con cualquier anticuerpo deseado siempre que se unan a CD32 y/o CD64, que son receptores de Fcy.
Esto hace que la aAPC “disponible comercialmente” se adapte facilmente para estimular cualquier célula T deseada.

La solicitud engloba un método para inducir especificamente la proliferacion de una célula T que expresa una
molécula coestimuladora conocida. EI método comprende poner en contacto una poblacion de células T que
comprende al menos una célula T que expresa la molécula coestimuladora conocida con una aAPC que comprende
un LV que codifica para un ligando de la molécula coestimuladora. Tal como se da a conocer en otra parte en el
presente documento, cuando una aAPC expresa al menos un ligando coestimulador que se une especificamente
con una molécula coestimuladora en una célula T, la uniéon de la molécula coestimuladora con su ligando
coestimulador relacionado induce la proliferacion de la célula T. Por tanto, se induce que prolifere la célula T de
interés sin tener que purificar primero la célula de la poblacién de células. Ademas, este método proporciona un
ensayo rapido para determinar si cualquier célula en la poblacion va a expresar una molécula coestimuladora
particular de interés, puesto que poner en contacto las células con la aAPC inducira la proliferacion y deteccion de
las células en crecimiento, identificando de ese modo que una célula T que expresa una molécula coestimuladora de
interés estaba presente en la muestra. De este modo, puede expandirse y aislarse cualquier célula T de interés en la
que se conoce al menos una molécula coestimuladora en la superficie de la célula.

La invencion incluye un método para expandir especificamente un subconjunto de la poblacion de células T,
concretamente el método de la reivindicacion 1. Tal como se demostré previamente en otra parte en el presente
documento, la unidon de la molécula coestimuladora con su ligando coestimulador pareja de union induce la
proliferacién de la célula T, expandiendo de ese modo especificamente un subconjunto de la poblacion de células T.
Un experto en la técnica entendera, basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, que los
subconjuntos de células T incluyen células T cooperadoras (Th1 y Tr2) CD4 que expresan, linfocito T citotéxicos
(CTL) (Tc1 o Tc2), células T reguladoras (Tres), Tcis, virgenes, de memoria, de memoria centrales, de memoria
efectoras y células y8T. Por tanto, pueden producirse facilmente poblaciones celulares enriquecidas para un
subconjunto de células T particular usando el método de la invencion.

La solicitud también incluye un método para identificar un ligando coestimulador, o una combinacién del mismo, que
induce especificamente la activacion de un subconjunto de células T. En resumen, el método comprende poner en
contacto una poblacion de células T con una aAPC que comprende un LV que codifica par al menos un ligando
coestimulador, y comparar el nivel de proliferacion del subconjunto de células T puesto en contacto con la aAPC con
el nivel de proliferacion de un subconjunto de células T por lo demas idéntico no puesto en contacto con la aAPC. Un
mayor nivel de proliferacion del subconjunto de células T puesto en contacto con la aAPC en comparacién con el
nivel de proliferacion del subconjunto de células T por lo demas idéntico que no se puso en contacto con la aAPC es
una indicacién de que el ligando coestimulador induce especificamente la activacion del subconjunto de células T al
que pertenece la célula T.

El método permite la identificacion de un ligando coestimulador que expande especificamente un subconjunto de
células T cuando no se conocia previamente qué factor(es) expande(n) ese subconjunto de células T. El experto en
la técnica apreciara que con el fin de minimizar el numero de examenes, se prefieren transducir tantos acidos
nucleicos que codifican para ligandos coestimuladores de tal manera que pueda reducirse el niumero de ensayos.
Ademas, el método permite, combinando las diversas proteinas (por ejemplo, ligando estimulador, ligando
coestimulador, antigeno, citocina, y similares), evaluar qué combinacién/combinaciones de factores produciran la
aAPC mas eficaz, o una combinacién de aAPC, para expandir el subconjunto de células T. De este modo, pueden
examinarse los diversos requisitos para el crecimiento y la activacion para cada subconjunto de células T.

En un aspecto, el método comprende poner en contacto diversas aAPC con el subconjunto de células T sin
caracterizar primero las moléculas coestimuladoras en la superficie del subconjunto de células T. Ademas, la
invencion engloba un método en el que la(s) molécula(s) coestimuladora(s) presente(s) en la superficie del
subconjunto de células T se examina(n) antes de poner en contacto las aAPC con la célula. Por tanto, la presente
invencion proporciona un ensayo novedoso para determinar los requisitos de crecimiento para diversos
subconjuntos de células T.

La solicitud engloba un método para inducir una respuesta de células T frente a un antigeno en un mamifero. El
meétodo comprende administrar una aAPC que induce especificamente la proliferacién de una célula T especifica
para el antigeno. Una vez que se obtienen numeros suficientes de células T especificas de antigeno usando la
aAPC para expandir la célula T, las células T especificas de antigeno asi obtenidas se administran al mamifero
segun los métodos dados a conocer en otra parte en el presente documento, induciendo de ese modo una respuesta
de células T al antigeno en el mamifero. Esto es porque, tal como se demuestra por los datos dados a conocer en el
presente documento, las células T especificas de antigeno pueden producirse facilmente estimulando células T en
reposo usando la aAPC de la invencion.
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La solicitud engloba un método para inducir una respuesta de células T frente a un antigeno en un mamifero que lo
necesita, comprendiendo el método obtener una poblacién de células del mamifero, en el que la poblacion
comprende células T, poner en contacto las células T con una aAPC que presenta el antigeno en el contexto de un
complejo de MHC, en el que poner en contacto las células T con la aAPC induce la proliferacion de células T
especificas para el antigeno. Las células T especificas de antigeno se administran al mamifero, induciendo de ese
modo una respuesta de células T frente al antigeno en el animal que lo necesita. Tal como se establecio
previamente en otra parte en el presente documento, los datos dados a conocer en otra parte demuestran
ampliamente que pueden producirse faciimente CTL especificos de antigeno poniendo en contacto una célula T con
una aAPC en la que la aAPC presenta el antigeno en el contexto de un complejo MHC. Tal como se indico
previamente en otra parte en el presente documento, puede usarse una amplia variedad de aAPC, que comprenden
numerosas combinaciones de diversas moléculas (ligandos coestimuladores, anticuerpos, antigenos, MHC, y
similares), para determinar el método 6ptimo para expandir las células T especificas de antigeno para la
administracion a un mamifero que lo necesita.

1. Kits

La solicitud incluye diversos kits que comprenden una aAPC de la invencidén, un acido nucleico que codifica para
diversas proteinas, un anticuerpo que se une especificamente a una molécula coestimuladora en la superficie de
una célula T y/o un acido nucleico que codifica para el anticuerpo de la invencién, un antigeno o una citocina, un
aplicador y materiales de instrucciones que describen el uso del kit para realizar los métodos de la invencion.
Aunque se describen a continuacion kits a modo de ejemplo, el contenido de otros kits utiles resultara evidente para
el experto en la técnica a la luz de la presente divulgacién. Cada uno de estos kit esta incluido dentro de la
invencion.

La solicitud incluye un kit para inducir especificamente la proliferacion de una célula T que expresa una molécula
coestimuladora conocida. Esto se debe a que poner en contacto la célula T con una aAPC, induce especificamente
la proliferacion de la célula T. El kit se usa segun los métodos dados a conocer en la invencién. En resumen, el kit
puede usarse para administrar una aAPC de la invencién a una célula T que expresa al menos una molécula
coestimuladora. Esto se debe a que, tal como se da a conocer de manera mas detallada en otra parte en el presente
documento, los datos dados a conocer en el presente documento demuestran que poner en contacto una célula T
con una aAPC que comprende un ligando coestimulador que se une especificamente con la molécula
coestimuladora relacionada presente en la célula T, media en la estimulacion y activacion de la célula T. Ademas,
las células T producidas usando este kit pueden administrarse a un animal para lograr resultados terapéuticos.

El kit comprende ademas un aplicador util para administrar la aAPC a las células T. El aplicador particular incluido en
el kit dependera, por ejemplo, del método usado para administrar la aAPC, asi como de las células T expandidas por
la aAPC, y tales aplicadores se conocen bien en la técnica y pueden incluir, entre otras cosas, una pipeta, una
jeringa, un cuentagotas, y similares. Ademas, el kit comprende un material de instrucciones para el uso del kit. Estas
instrucciones simplemente realizan la divulgacién proporcionada en el presente documento.

El kit incluye un portador farmacéuticamente aceptable. La composicion se proporciona en una cantidad apropiada
tal como se expone en otra parte en el presente documento. Ademas, la via de administracién y la frecuencia de
administracion son tal como se expusieron previamente en otra parte en el presente documento.

El kit engloba una aAPC que comprende una multitud de moléculas, tales como, pero sin limitarse a las expuestas
en las tablas 1, 2, 3 y 4 en otra parte en el presente documento. Sin embargo, el experto dotado de las ensefianzas
proporcionadas en el presente documento, apreciara facilmente que la solicitud no se limita en modo alguno a esta o
cualquier otra combinacién de moléculas. En cambio, las combinaciones expuestas en el presente documento son
para fines ilustrativos y no limitan en modo alguno las combinaciones englobadas por la presente invencion.
Ademas, el kit comprende un kit en el que cada molécula que va a transducirse a la aAPC se proporciona como un
acido nucleico aislado que codifica para una molécula, un vector que comprende un acido nucleico que codifica para
una molécula, y cualquier combinacion de los mismos, incluyendo cuando al menos dos moléculas se codifican por
un acido nucleico contiguo y/o se codifican por el mismo vector. El experto habitual entendera que la solicitud
engloba una multitud de constructos que codifican para las moléculas de interés que van a introducirse en una aAPC
de la invencion.

La solicitud se describe ademas en detalle mediante referencia a los siguientes ejemplos experimentales. Estos
ejemplos se proporcionan Unicamente con fines de ilustracién, y no pretenden ser limitativos a menos que se
especifique de otro modo. Por tanto, no debe considerarse en modo alguno que la invencion se limita a los ejemplos
siguientes, sino que mas bien debe considerarse que engloba todas y cada una de las variaciones que se haran
evidentes como resultado de las ensefanzas facilitadas en el presente documento.

Ejemplos

Ejemplo 1: Desarrollo _de células presentadoras de antigeno artificiales (aAPC) basadas en células para
inmunoterapia adoptiva

Se ha demostrado que los requisitos de crecimiento intrinsecos de células T CD4 y CD8 difieren (Deets et al., 1997,
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Eur. J. Immunol. 27:598-608; Laux et al, 2000, Clin. Immunol. 96:187-197; Foulds et al., 2002, J. Immunol.
168:1528-1532). Se disefid una aAPC basada en células para permitir la manipulacion genética de la expresion de
diferentes moléculas coestimulantes ademas de CD28 para el crecimiento a largo plazo de células CD8. El sistema
de cultivo se baso en el hecho de que se requieren sefiales coestimulantes, ademas de las proporcionadas por
CD28, para un crecimiento éptimo de células CD8. Se uso la linea celular de LMC eritromieloide humana K562
(Lozzio et al., 1975, Blood 45:321-334) como base para las aAPC celulares, porque esta linea celular no expresa
proteinas HLA que fomentaran las respuestas alogénicas. Sin embargo, las células K562 si que expresan ICAM
(CD54) y LFA-3 (CD58), ambas de las cuales fomentan interacciones con células T (figura 1). Otras ventajas de usar
células K562 incluyen el, pero no se limitan al, hecho de que células K562 irradiadas pueden introducirse en el
entorno clinico ya que estas células estan libres de micoplasma, se propagan en medio libre de suero y se destruyen
facilmente por linfocitos citoliticos naturales (NK). A pesar de que resulta deseable usar células K562 para producir
tales aAPC, las células K562 han sido notoriamente dificiles de transducir (Kahl et al., 2004, J. Virol. 78:1421).
Sorprendentemente, los datos dados a conocer en el presente documento demuestran, por primera vez, que pueden
transducirse células K562, en serie y/o en paralelo, con una amplia cantidad de acidos nucleicos exdgenos para
expresar varias moléculas obteniendo asi una biblioteca de aAPC con fenotipos deseados. Tal transduccion basada
en LV se realiza en serie y/o en paralelo, y se usa MoFlo para clonar células que demuestran un fenotipo deseado.
Ademas, los datos demuestran que puede seleccionarse un promotor 6ptimo y puede evaluarse la competicion de
promotor y eliminarse si es necesario o se desea. Después se evalla la biblioteca de aAPC producidas usando los
métodos de la invencion para determinar la funcion bioldgica in vivo, usando un modelo reconocido en la técnica, tal
como, pero sin limitarse a, un modelo de raton NOD/SCID.

Con respecto al uso de células K562 para producir aAPC, se mencionan las divulgaciones de la solicitud de patente
estadounidense n.° 10/336.135 (ahora publicada como publicacion de solicitud de patente estadounidense n.°
US2003/0147869A1) y la solicitud de patente internacional n.° PCT/US03/00339 (ahora publicada como publicacién
internacional n.° WO 03/057171A2).

Produccion de vectores lentivirales

Para evitar las limitaciones de enfoques basados en transfeccion anteriormente descritos para introducir genes en
células K562, se us6 una serie de vectores lentivirales de alto titulo, tal como se da a conocer en otra parte en el
presente documento, para introducir de manera estable una amplia red de ligandos coestimulantes y moléculas de
MHC en células K562. Esto permite la produccion rapida y sistematica de una variedad de aAPC y permite la
determinacién de la combinacién de moléculas coestimulantes que proporciona las funciones efectoras y de
expansion oOptimas a células T especificas de VIH. Los datos dados a conocer en el presente documento
demuestran este enfoque.

Como ejemplo no limitativo, una aAPC puede comprender algunos o todos de los ligandos, entre otras cosas,
descritos en el presente documento. Estos diversos constructos se usan para transducir las células K562 usando LV.
Estos son meramente a modo de ejemplo y la invencién no se limita a estos constructos, o cualquier otro constructo
particular, para la transduccion de las aAPC de la invencién con una molécula conocida de interés que va a
expresarse en las células.

CD32: Se produjo una aAPC transducida con LV que comprende CD32 usando CD32 (SEQ ID NO: 8) amplificado a
partir de ADNc preparado a partir de ARN de neutréfilos. En resumen, se aislaron los neutrofilos mediante gradiente
de Ficoll a partir de un producto de aféresis obtenido de un donante anénimo normal. Se cloné este producto de
PCR en pcDNA3.1 mediante sitios de restriccion de Kpn | y Not | que se afiadieron a los extremos de cada cebador
de amplificacion. Se digirid este vector con Xbal y Sal | y se cloné en pCLPS (Parry et al., 2003, J. Immunol.
171:166-174) para crear pCLPS/CD32. Se obtuvo sobrenadante que contenia vector lentiviral en alto titulo
recogiendo células 293T transfectadas que se habian transfectado usando un método de transfeccién de genoma
dividido tal como se describe en Dull et al. (1998, J. Virol. 72:8463-8471) y Parry et al. (2003, J. Immunol. 171:166-
174).

IL-7: Se produjo una aAPC que comprendia IL7 usando acido nucleico de IL-7 (SEQ ID NO: 9) amplificado a partir
de ADNc y clonado en pcDNA3.1/higromicina. Se realiz6 SOE mediante PCR (que consistié en tres reacciones
independientes) usando cebadores disefiados con 5-CD32-Xbal y 3'-IL-7-Sall. Los moldes adicionales usados
durante la reaccion incluyeron CD32-pcDNA3.1 y pCLPS/m8h28-IRES-YFP seguido por digestion con enzimas de
restriccion de los productos de PCR para producir CD32-IRES-IL-7/pCLPS. Se preparo el lentivirus tal como se
describié anteriormente en otra parte en el presente documento.

IL-15: Se usé plasmido pYAX/Hum-IL-15 (que comprende SEQ ID NO: 10), que comprende un péptido lider de IgE
unido a una secuencia de IL-15 madura. Se disefiaron cebadores de PCR para afiadir sitios de restriccion de Miul y
Sall a la secuencia de plasmido. Se digirié el producto de PCR con las enzimas respectivas y se cloné en CD32-
IRES-IL-7/pCLPS (que también se corté con Mlul y Sall para eliminar el gen de IL-7). Se preparé el lentivirus tal
como se describe en el presente documento.

IL-21: Se amplificé IL-21 (SEQ ID NO: 11) a partir de PBMC humanas activadas y se cloné en el vector TOPO 3
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Usando BamHI y Xhol, se escindié el gen de IL-21 humano del vector y después se clond
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el inserto en la primera posicion del constructo NKG2D-IRES-DAP12/pCLPS (que se produjo usando BamHI y Xhol).
Se amplific6 CD32 humano a partir de CD32-pCLPS (tal como se describié anteriormente) usando cebadores de
PCR que flanqueaban los extremos que comprendian sitios de Miul y Sall. Se digirié el producto de PCR con las
enzimas respectivas y se cloné en la segunda posicion para crear IL21-IRES-CD32/pCLPS. Se produjo el lentivirus
tal como se describio anteriormente en otra parte en el presente documento.

OX40L: Se amplific6 OX40L (SEQ ID NO: 12) a partir de ADNc obtenido a partir de células dendriticas maduras
(Schlienger et al., 2000, Blood) y se cloné en pcDNA3.1/higromicina. Se afadieron sitios de enzimas de restriccion
Miul y Sall a los extremos de cebadores de PCR y se digirié el producto de PCR con las enzimas respectivas y se
clon6 en CD32-IRES-IL-7/pCLPS, que también se corté con Miul y Sall para eliminar el inserto de IL-7. Se preparo el
vector lentiviral CD32-IRES-OX40L/pCLPS tal como se describié anteriormente en otra parte en el presente
documento.

4-1BBL: Se amplificd 4-1BBL (SEQ ID NO: 13) a partir de ADNc obtenido a partir de células B activadas que se
purificaron mediante seleccion negativa tal como se describié anteriormente, y activandose las células con PMA e
ionomicina. El producto de PCR en el que se introdujeron sitios de Kpn | y Notl en los extremos, se cloné en
pcDNA3.1/higromicina digerido con Kpnl/Not I. Se digirio el vector con Xbal y Sal | y se cloné en vector lentiviral
pCLPS digerido con Xbal/Sal I. Se preparo el vector lentiviral pCLPS/4-1BBL tal como se describié anteriormente en
otra parte en el presente documento.

CD80: Se amplific6 CD80 (SEQ ID NO: 14) a partir de ADNc obtenido a partir de una linea de células B
inmortalizadas (Vonderheide et al., 1999, Immunity 10:673-679) usando cebadores de PCR que introdujeron sitios
de BamHI y Sall en los extremos del producto de PCR. Tras la digestion con estas enzimas, se cloné CD80 en
vector lentiviral pCLPS digerido con BamHI/Sall. Se produjo vector lentiviral CD80-pCLPS tal como se describid
anteriormente en otra parte en el presente documento.

CD83: Se amplifico CD83 (SEQ ID NO: 15) a partir de ADNc preparado a partir de la linea celular Ramesh, usando
cebadores para introducir sitios de restriccion de Xbal y Xhol en los extremos del producto de PCR. Tras la digestién
con estas enzimas, se ligd producto de PCR de CD83 en pCLPS (digerido con Xbal/Sall). Se produjo el vector
lentiviral CD83-pCLPS tal como se describié anteriormente en otra parte en el presente documento.

CD86: Se amplificé CD86 (SEQ ID NO: 16) a partir de ADNc obtenido a partir de células dendriticas maduras (que
se prepararon tal como se describe en Schlienger et al., 2000, Blood) usando cebadores de PCR que tenian sitios
de restriccion de BamHI y Not | en los extremos. Se digirio el producto de PCR con BamHI y Not | y se ligd en
pcDNA3.1/higromicina digerido de manera similar. Se digirié este vector con BamHI y Sal | y se clon6 en pCLPS. Se
produjo el vector lentiviral pCLPS/CD86 tal como se describié anteriormente en otra parte en el presente documento.

ICOS-L: Se amplificé ICOS-L (SEQ ID NO: 17) usando cebadores de PCR que comprendian sitios de restriccion de
Kpn 1y Not | en los extremos, usando ADNc obtenido a partir de células dendriticas. Se clond el producto de PCR en
pcDNA3.1/higromicina digerido con Kpnl y Not I. Se digirié el plasmido con BamHI y Xho | para escindir el inserto de
ICOS-L que se cloné en pCLPS (digerido con BamHI/Xhol) para generar ICOS-L-pCLPS. Se produjo el vector
lentiviral tal como se describid anteriormente en otra parte en el presente documento.

HLA-A*0201: Se obtuvo clon de ADNc de HLA-A*0201 a partir de The International Cell and Gene Bank, que esta
disponible para el publico a partir del sitio web de la organizacion International Histocompatibility Working Group
(ihwg.org) en los recursos compartidos de banco de células y de genes (cbankover). Se amplifico HLA-A*0201
mediante PCR usando cebadores que comprendian sitios de restriccion de Bam HI y Sal en los extremos y se clon6
el producto de amplificacion en pCLPS. Se produjo el vector lentiviral pCLPS/HLA-A2 tal como se describid
anteriormente en otra parte en el presente documento.

Flu-GFP: Se us6 un vector de fusion Flu-GFP que comprendia toda la regién que codifica para la proteina
fluorescente verde potenciada (BD Biosciences, Palo Alto, CA) fusionada con los nucleétidos 113-290 de la proteina
de matriz de la gripe 1 (SEQ ID NO: 18). Se digirié este constructo con BamHI y Xho | y se cloné en pCLPS digerido
con Bam Hl y Sal I. Se produjo el vector lentiviral pCLPS/GFP-Flu tal como se describio anteriormente en otra parte
en el presente documento.

DRa: Se clonaron DRa. (SEQ ID NO: 19) y DRB4 (SEQ ID NO: 20) usando ADNc obtenido a partir de células T CD4
activadas con CD3/28 usando técnicas convencionales y se cloné cada acido nucleico en pCLPS. Para producir
células K562 que expresaban DR4, se transdujeron simultdneamente ambos vectores en células K562 y HLA-DR y
se aislaron células que expresaban DR4 usando citometria de flujo tal como se describe en otra parte en el presente
documento.

Ademas, se expresaron ILT3 (SEQ ID NO: 21) y ILT4 (SEQ ID NO: 22) en la aAPC divulgada esencialmente segun
métodos dados a conocer en otra parte en el presente documento y conocidos en la técnica.

Se usaron vectores lentivirales (LV) de tercera generacion, de alta eficacia y de alto titulo para producir eficazmente
aAPC. Estos vectores tienen varias caracteristicas de seguridad incorporadas que hacen que estén adecuados de
manera ideal para productos terapéuticos para seres humanos. De manera especifica, aproximadamente el 90% de
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las secuencias de VIH-1 se han retirado del vector de transferencia dejando solo las secuencias de
empaquetamiento y de integracion fisicamente unidas al gen de carga util. Se generan LV empaquetados
incompetentes para la replicacién usando un enfoque de genoma dividido. Especificamente, se transfectan células
293T con cuatro plasmidos independientes que codifican para gag/pol de VIH, proteina G de VEV (env), rev de VIH
y el vector de transferencia. Se produjeron vectores lentivirales tras la transfeccion de células HEK 293T cultivadas
en RPMI 1640 (BioWhittaker, Inc. Rockville MD), FCS al 10%, glutamina 2 mM y penicilina 100 Ul/ml, estreptomicina
100 ug/ml. Se sembraron células a 5x108 por matraz de cultivo tisular T150 24 horas antes de la transfeccion. Se
purificé dos veces todo el ADN de plasmido usando un gradiente de CsCl. Se transfectaron células con 7 nug de
pMDG.1 (envuelta G de VEV), 18 ug de pRSV.rev (plasmido que codifica para Rev de VIH-1), 18 nug de
pMDLg/p.RRE (plasmido de empaquetamiento) y 15 ug de plasmido de transferencia de pCLS usando Fugene 6
(Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN). Se cambiaron los medios 6 horas tras la transfeccién y se recogié
el sobrenadante viral a las 24 horas y a las 48 horas tras la transfeccion. Se concentraron las particulas virales 10
veces mediante ultracentrifugacion durante 3 horas a 28.000 RPM con un rotor Beckmann SW28 tal como se
describe en Reiser (2000, Gene Ther. 7:910-913).

Como resultado de esta estrategia, tendrian que producirse tres acontecimientos de recombinacién independientes y
altamente improbables para crear un vector competente para la replicacion. Como precaucion de seguridad
adicional, se hizo que este vector se volviera autoinactivante eliminando el promotor 3'LTR (Zufferey et al., 1998, J.
Virol. 72:9873-9880). Por tanto, tras la integracion el unico promotor funcional es el promotor interno suministrado
(en este caso, CMV) yuxtapuesto con el gen de carga util y por tanto no se transcribe ninguna secuencia de VIH.

Usando este enfoque de transduccion de vector lentiviral, se han creado varios vectores lentivirales de alto titulo
para aAPC CD83 e ICOS-L y KA2/32/86/4-1BBL y se ha creado la célula KA2/32/86 parental (figura 3), asi como
otras aAPC descritas en otra parte en el presente documento. En resumen, se transdujeron células K562 con
vectores de expresion lentivirales que codificaban para CD32, HLA-A2, 4-1BBL y una proteina de fusiéon MP1GFP de
influenza, se clasificaron para detectar clones individuales que expresaban los cuatro marcadores y se expandieron
durante cuatro semanas (figura 3). Ademas, se ha producido (P) o se ha disefiado (D) una amplia variedad de
vectores lentivirales, que comprenden numerosas combinaciones de moléculas utiles para la transduccion de aAPC
basadas en células K562, tal como se expone en la tabla 1.

TABLA 1

pCLPS/CD32 (P) pCLPS/siRNA-PD-L1 (D)

pCLPS/CD32/IRES/GM-GCSF (D)

pCLPS/siRNA-B7-H3 (D)

pCLPS/CD32/IRES/IL-7 (P)

pCLPS/siRNA-TGFbeta (D)

pCLPS/CD32/IRES/IL-12 (D)

pCLPS/IDO (D)

pCLPS/CD32/IRES/IL-15 (P)

pCLPS/GFP-flu matrix (P)

pCLPS/CD32/IRES/IL-18 (D)

pCLPS/GFP/IRES/pol (P)

pCLPS/CD32/IRES/IL-21 (P)

pCLPS/HLA DR0101 (D)

pCLPS/CD32/IRES/Interferon alpha (D)

pCLPS/HLA A201 (P)

pCLPS/CD32/SLC (D)
pCLPS/CD30L (D)
pCLPS/OX40L (P)
pCLPS/4-1BBL (P)
pCLPS/GITRL (D)
pCLPS/CD40 (D)

pCLPS/ICOSL (P)
pCLPS/CD86 (P)
pCLPS/CD83 (P)
pCLPS/CD80 (P)
pCLPS/CD70 (D)

Células K562

Se aislaron células K562 a partir de un paciente con leucemia mielégena crénica en crisis hemoblastica terminal
(Lozzio et al., 1975, Blood 45:321-334). Las células K562 pueden representar un precursor de DC que no expresa
moléculas de MHC o ligandos coestimulantes de células T, pero conserva muchos otros atributos que hacen que las
DC sean APC eficaces, tales como, pero sin limitarse a, produccion de citocinas, expresién de moléculas de
adhesion y macropinocitosis. Estos atributos pueden ser Unicos para células K562, ya que la linea celular monocitica
U-937 no pudo funcionar como aAPC eficaz. Por tanto, las células K562 representan bases ideales sobre las que
pueden introducirse las moléculas de MHC vy los ligandos coestimulantes deseados para establecer una aAPC de
tipo DC. Una aAPC de este tipo tiene las ventajas de las DC, incluyendo altos niveles de expresion de MHC, una
amplia serie de ligandos coestimulantes, y la capacidad de entablar interferencia de citocinas con una célula T. Las
aAPC basadas en células K562 también carecen de las desventajas de las DC, tales como su vida util limitada, falta
de capacidad replicativa y requisitos de maduracién mal definidos (Lee et al., 2002, Vaccine 20:A8-A22).

Transduccién de células K562 para producir aAPC

Los datos dados a conocer en el presente documento demuestran la creacion de una aAPC K562 mediante
introduccion mediada por lentivirus de ligandos coestimulantes que permiten que las células K562 imiten mejor la
potente capacidad estimulante de células T de las DC.
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Se transfectaron células K562 con el receptor de Fc humano CD32 (“célula K32”) para permitir la carga con
anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, y también se transfectd la célula con 4-1BBL humano (“células K32/4-1BBL”) para
obtener coestimulacion afiadida (figura 1). Se produjeron aAPC KA2/32/86/4-1BBL/CD83 con un vector lentiviral
CD83 mediante espinoculacién (O’Doherty et al., 2000, J. Virol. 74:10074-10080) para transducir la célula
KA2/32/86/4-1BBL parental. Se mezclaron aproximadamente 5 millones de células KA2/32/86/4-1BBL con 500 pl de
virus concentrado (5 x 107 - 5 x 108 UFl/ml) y se centrifugaron a 1200g durante 2 horas. Cinco dias tras la
transduccion se tifieron las células con un Ac especifico para CD83 y se us6 un clasificador de Moflo para aislar
clones de alta expresion. 15-20 dias tras la clasificacion, habia colonias de clones individuales visibles y se
examinaron estas colonias de clones individuales mediante expresiéon de CD83. Se expandieron adicionalmente los
clones de alta expresién y se midieron los niveles de expresion de los otros marcadores introducidos (HLA-A2, 4-
1BBL, CD86 y CD32) para garantizar que los descendientes eran similares a la linea celular parental en todo menos
en la expresion de CD83. De esta manera se crearon las aAPC K32/86/4-1BBL/ICOS-L y K32/86/4-1BBL/ICOS-
L/CD83 usando los virus apropiados.

Usando los métodos descritos en el presente documento, se ha logrado la expresién estable de al menos nueve (9)
genes en una aAPC K562. Se transdujeron los siguientes genes en una célula K562 y se expresaron de manera
estable, segun se detecta usando citometria de flujo: Flu-GFP (figura 8A); CD80 (figura 8B); CD86 (figura 8C); 4-
1BBL (figura 8D); y HLA ABC (figura 8E). La célula KT32/A2/4-1BBL/40L/CD80/CD83/CD86 también expreso6 de
manera estable niveles detectables de CD32, CD83, CD40L e ICOS-L. Estos niveles de expresién permanecieron
constantes durante mas de 3 meses de cultivo continuo sin ninguna seleccion. Ademas, en la figura 3 se ilustra la
producciéon de varias aAPC. Estas aAPC comprenden la expresion de todos los transgenes impulsados por el
promotor de CMV. Aunque pueden producirse reducciones de niveles de expresion de transgenes debido al
secuestro de factores de transcripcion especificos de CMV, (Cahill et al., 1994, FEBS Lett. 344:105-108; Kang et al.,
1992, Science 256:1452-1456) hasta la fecha no se ha detectado ninguna evidencia de ningun problema con la
transduccion en serie de células K562 con cinco vectores lentivirales diferentes (figura 3).

Usando los métodos descritos anteriormente para transducir una célula K562, se compard una célula K562cc
parental con células K562 transducidas con LV (por ejemplo, transducidas con y que expresaban cinco y ocho
genes). Tal como se ilustra en las figuras 7 y 8, las células transducidas con LV muestran cinética de crecimiento
favorable en comparacion con células parentales por lo demas idénticas pero no transducidas.

Ademas de la expresion de ligandos coestimulantes, las aAPC divulgadas pueden usarse para producir diversas
citocinas, tal como se muestra a modo de ejemplo mediante la produccién de IL-7 e IL-15 mediante células K562
transducidas con vectores CD32/IRES/IL-7 y CD32/IRES/IL-15. Se clasificaron las células para detectar la alta
expresion de CD32 y se evalud la produccion de la interleucina respectiva (figura 13), demostrando que se producia
la citocina apropiada.

Ademas, usando los métodos para transducir una célula K562 descritos anteriormente, las aAPC expresan CD32 a
partir de un LV a un nivel mayor que la expresion de CD32 en una célula K562 por lo demas idéntica transfectada
usando un vector de plasmido (figura 11). Estos datos demuestran que, sorprendentemente, las células K562 se
transdujeron facilmente usando vectores lentivirales. La figura 11D es un grafico que representa que la expresion de
CD32 usando un LV para transducir células K562 es mayor que el nivel de expresion de CD32 en una célula K562
por lo demas idéntica transfectada usando un vector de plasmido. Ademas, los datos dados a conocer en el
presente documento demuestran que el nivel de expresion de CD32 se mantuvo durante mas de nueve meses.
Ademas, este nivel de expresion de CD32 se mantuvo durante mas de nueve meses. A continuacion se describe la
caracterizacion de células aAPC que expresan CD64.

Ademas, los datos dados a conocer en el presente documento demuestran que las aAPC crecen en cultivo en medio
libre de suero de ternero fetal (FCS), una consideracion importante para la produccion de aAPC para su uso en el
tratamiento de pacientes humanos (véase la figura 7). Estos datos demuestran que las aAPC novedosas de la
invencion crecen en medio definido (Aim V) que comprende suero AB al 3%. Es decir, se produjeron diversas aAPC
basadas en células K562 mediante transduccion de células K562 parentales (k562cc) usando vectores de lentivirus
(“LV”): KT32 (1 gen); KT32/4-1BBL/CD86 (3 genes); KT32/4-1BBL/CD86/A2/FIlu-GFP (5 genes). Ademas, tal como
se ilustra en la figura 7, la introduccion de un vector lentiviral no altera significativamente las tasas de crecimiento de
las células K562. Estos datos demuestran que pueden producirse bancos de células maestros usando aAPC K562
transducidas con LV y que las aAPC crecen igual de bien que las células parentales.

Los presentes datos han demostrado los métodos para transducir células K562 y las propiedades de expresion y
crecimiento de estas aAPC. Ademas, se ha evaluado la estabilidad a largo plazo y la expresién suficiente de una
citocina/molécula coestimulante transducida en una aAPC basada en células K562. Se ha expresado de manera
estable CD32 en una célula K562 transducida durante mas de nueve meses. Ademas, también se ha logrado la
expresion detectable y estable de al menos ocho moléculas exdgenas introducidas en una aAPC basada en células
K562 (KT32-A2-41BBL-40L-80-83-86), y no hay ningun dato que sugiera que moléculas adicionales no se
expresaran de manera similar. De hecho, se ha producido una aAPC que expresaba nueve genes (incluyendo ICOS-
L) durante mas de 60 dias en este momento. Por tanto, en la actualidad, la capacidad de las aAPC para expresar
una variedad de moléculas en una unica single aAPC no esta limitada. Ademas, las aAPC de la invencién son
negativas para micoplasma y lentivirus competente para la replicacion (LCR), y puede evaluarse facilmente su
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seguridad y falta de cualquier patdbgeno contaminante.

La presente solicitud comprende numerosas aAPC basadas en células K562 producidas, segun los métodos
expuestos en el presente documento, incluyendo, pero sin limitarse a, las expuestas en la tabla 2. Estas aAPC, que
comprenden combinaciones de diversas moléculas inmunoestimulantes, pueden usarse para métodos tanto ex vivo
como in vivo que comprenden la expansion de determinados subconjuntos de células T, identificacion de
combinaciones de factores que expanden subconjuntos de célula T, asi como terapia génica y basada en células en
la que se administran las aAPC, y/o células T expandidas mediante las mismas, a un paciente que lo necesita.
Evidentemente, la lista expuesta en la tabla 2 es simplemente ilustrativa de las ensefianzas proporcionadas en el
presente documento.

TABLA 2
aAPC de expansion de células T policlonales | aAPC de expansién de células T especificas de
(denominadas serie “KT32") antigeno (denominadas serie “KTA2")
KT32 KTA2
KT32/4-1BBL KTA2/86
KT86 ktA2-86-1ICOSL
KT83 ktA2-41BBL
KT80 ktA2-41BBL-FLU-GFP
KT86-80 ktA2-41BBL-86-FLU-GFP
KT83-80 ktA2-32-41BBL-FLU-GFP
KT32/86/83 ktA2-86-FLU-GFP-CD40L
kt32-ICOSL ktA2-41BBL-86-FLU-GFP-83
kt86-ICOSL ktA2-41BBL-86-FLU-GFP-CD40L
kt32-41BBL-80 ktA2-86-FLU-GFP-CD40L
kt32-41BBL-86 (hi, lo) *ktA2-41BBL-86-83-40L-80-Flu-GFP
kt32-41BBL-83
kt32-IL7
kt32-1L15
ktlL-21
kt32-41BBL-86-83
kt32-41BBL-86-83-IL15
kt32-CD30L
kt32-OX40L
kt32-HLA-DR (clase Il del MHC)

Ejemplo 2: Uso terapéutico in vivo de aAPC

La solicitud incluye aAPC K562 modificada por ingenieria de LV para la vacunacion terapéutica in vivo y para la
expansion ex vivo de células T para usos terapéuticos. Los antigenos, las citocinas y/o las moléculas coestimulantes
pueden transducirse en una célula K562 bajo el control de promotores/secuencias reguladoras iguales o
independientes. Ademas, puede transducirse un acido nucleico que codifica para el antigeno de célula tumoral en la
célula o puede cargarse de otro modo el antigeno en la célula de manera que la célula procesa y presenta el epitopo
apropiado en el contexto de una proteina de MHC. Esto se debe a que se ha demostrado en otra parte en el
presente documento que las células K562 tienen la capacidad de procesar y presentar antigenos sin la necesidad de
identificar o aislar en primer lugar el antigeno o epitopo especifico requerido. Por tanto, puede cargarse un extracto
celular (que comprende al menos un componente de membrana de una célula tumoral) en la aAPC basada en
células K562 y se aprovecha la capacidad natural de la célula para procesar y presentar el antigeno relevante.
Aunque en el presente documento se exponen aAPC personalizadas, estas son Unicamente con fines ilustrativos, y
la invencion no se limita a estas realizaciones expuestas en la tabla 3. Esto se debe a que, tal como apreciara el
experto dotado de las ensefianzas proporcionadas en otra parte en el presente documento, puede transducirse y
expresarse una multitud de moléculas por las aAPC en una combinacion practicamente ilimitada.

TABLA 3
Indicacion Epitelial (mama / Neoplasia hemética Piel (melanoma / Autoinmunitaria /
colon / pulmén / (LMC / LMA/ Merkel) trasplante (SR /LES/
ovarios / prostata) linfoma / LLA) EICH / trasp. de 6rgano)
aAPC KT-BCLOP KT-CALA KT-MM KT-Tres
coestim. CD80/83/ CD80/83/ CD80/83/ CD86 dim/B7H-3/MHCII
41BBL/OX40L 41BBL/OX40L 41BBL/OX40L
antigenos gp100/MAGE Por determinar Por seleccionar
citocinas | GM-CSF/IL-15/ SLC | GM-CSF/IL-15/ SLC | GM-CSF/IL-15/SLC TGFbeta/IL-10

Ejemplo 3: Usos terapéuticos ex vivo de aAPC
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Pueden prepararse otras aAPC para su uso ex vivo, tal como, pero sin limitarse a, inmunoterapia adoptiva y terapia
génica. Entre las versiones personalizadas de aAPC para tales usos ex vivo se encuentran, entre otros, los
constructos dados a conocer en la tabla 4 a continuacion. Es decir, células T aisladas de un sujeto pueden
estimularse y expandirse in vitro usando estas, o una amplia cantidad de otras, aAPC y después pueden introducirse
las células T en el sujeto proporcionando asi inmunoterapia adoptiva al mismo. Adicionalmente, las células T
expandidas pueden modificarse por ingenieria genética para expresar una proteina exégena que no se expresaba, o
se expresaba a un nivel inferior, en comparacién con la expresion de la proteina en la célula T antes, o en ausencia,
de la modificacion por ingenieria genética. Por tanto, la presente solicitud proporciona tanto inmunoterapia adoptiva
como terapia génica basadas en células ex vivo usando las aAPC divulgadas para expandir células T usadas para el
trasplante autdlogo de un sujeto que lo necesita. La tabla 4 simplemente expone varios ejemplos ilustrativos de
aAPC que pueden usarse para tal terapia de células/génica, pero la invencion tal como se define en las
reivindicaciones no se limita a esas aAPC disponibles comercialmente a modo de ejemplo.

TABLA 4
Indicacion CTL (melanoma, VIH, CCR) Células T modificadas por ingenieria
genética (VIH / cancer)
AAPC KT-A2 KT32
Coestim. CD80/83/83/4-1BBL Anticuerpo anti-CD3, 28/4-1BBL/83
Antigenos De eleccion Ninguno
citocinas IL-7/IL-15/SLC IL-7, IL-15

Ejemplo 4: Estimulacién de células T CD 4 humanas con aAPC

Los datos dados a conocer en el presente documento demuestran que se obtuvo el crecimiento a largo plazo de
células T CD4 usando aAPC K32/CD3/28 y K32/86CD3 en ausencia de citocinas exdgenas, pero las aAPC basadas
en células U937 no fueron eficaces (figura 5). Ademas, los datos demuestran que las aAPC basadas en células
K562 (por ejemplo, K32/CD3/28, K32/86/CD3) median en el crecimiento a largo plazo de células T CD4 de manera
mas eficaz que aAPC basadas en perlas (perlas recubiertas con CD3/28) en las que tanto las perlas como las
células estaban cargadas con CD3 y CD28. Estos resultados demuestran que se produce “interferencia” detectable
entre las aAPC basadas en células K562 y células T, lo cual no es posible usando sistemas basados en perlas. Tal
como se ilustra en la figura 5, no todas las lineas de células tumorales tienen la capacidad de servir como APC
artificiales y los datos demuestran adicionalmente la capacidad de células K562 para servir como potentes APC, lo
cual no se esperaba. Estos resultados sorprendentes respaldan la mejora significativa con respecto a métodos de la
técnica anterior que es posible usando aAPC basadas en células K562.

Los datos dados a conocer en el presente documento demuestran adicionalmente la utilidad de aAPC basadas en
células K562 para inducir la expresion de citocinas y/o moléculas coestimulantes mediante células T CD4 (figuras
6A-6D). Todos estos datos demuestran que las aAPC basadas en células K562 son muy superiores a las aAPC
basadas en células U937 en cuanto a la induccion de la expresion génica de citocinas y componentes
coestimulantes (coestim.) mediante células T y que algunos constructos de aAPC son mejores que otros,
dependiendo en cierta medida de la citocina y/o molécula coestimulante que esté expresandose. Mas
especificamente, aunque K32/CD3/28 fue generalmente superior en comparacion con las otras aAPC, expresion de
B7-H3 fue en realidad mayor mediante K32/CD3 en presencia de CD4 en comparacion con K32/CD3/28 en
condiciones similares. Estos datos demuestran que las aAPC K562, al interaccionar con células T, producen una
serie de citocinas y moléculas coestimulantes adicionales (interferencia de APC y células T) que puede potenciar
adicionalmente la activacion y expansion de células T. Mas especificamente, se sometieron a ensayo diversas aAPC
basadas en células K562 y U937 transducidas con diversos vectores que codificaban para determinadas moléculas
(por ejemplo, K32/CD3/28, K32/CD3, K32, U32/CD3/28, U32/CD3, U32) para determinar su capacidad para inducir
la expresion de moléculas de interés (por ejemplo, IL-15, PD-L-1, PD-L2 y B7-H3). Los datos dados a conocer en el
presente documento demuestran que las aAPC basadas en células K562 indujeron expresion detectable de estas
moléculas y lo hicieron en mucha mayor medida que las células basadas en células U937. Estos datos demuestran
adicionalmente la utilidad de las aAPC novedosas, y la mejora significativa con respecto a métodos de la técnica
anterior ya que todos estos datos demuestran que las aAPC basadas en células K562 son muy superiores a las
aAPC basadas en células U937 en la induccion de la expresion génica de citocinas y componentes coestimulantes
(coestim.) mediante células T. Estos resultados son particularmente notables dadas las ensefianzas anteriores que
demostraban que la linea celular parental K562 demuestra una escasa actividad estimulante de células T (Britten et
al., 2002, J. Immunol. Methods 259:95-110).

Dados los resultados superiores de aAPC de la presente solicitud en comparacion con células K562 parentales,
aAPC basadas en células U-937 y perlas, se evaluaron las capacidades relativas de las diversas aAPC dadas a
conocer en el presente documento. Algunos constructos de aAPC son mejores que otros en la mediacién en un
efecto sobre determinadas células T, y la eficacia varia en cierta medida dependiendo de la citocina y/o molécula
coestimulante, o combinaciones de las mismas, que estén expresandose. Mas especificamente, aunque
K32/CD3/28 fue generalmente superior en comparacion con las otras aAPC, la expresion de B7-H3 fue en realidad
mayor mediante K32/CD3 en presencia de CD4 en comparacién con K32/CD3/28 en condiciones similares. Estos
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datos demuestran adicionalmente que determinadas combinaciones de moléculas expresadas en las aAPC basadas
en células K562 novedosas tienen un mayor efecto sobre determinadas poblaciones de células T. Por tanto, estos
datos proporcionan un sistema novedoso para evaluar la eficacia de diversas combinaciones de moléculas para
lograr efecto(s) deseado(s) y/o para estimular y expandir subconjuntos de células T de interés, nada de lo cual era
posible antes de la presente invencion.

Ejemplo 5: Estimulacion de células T CD8 humanas con aAPC

En resumen, se recubrieron 50.000 células KT32/4-1BBL/CD86 irradiadas con Ac anti-CD3 y se mezclaron con
100.000 células T CD8 recién aisladas de un donante sano. Cada 10-12 dias volvieron a estimularse las células T
CD8 con aAPC KT32/4-1BBL/CD86 recién irradiadas. El nUmero total de células que se habrian acumulado si no se
hubieran desechado células se representa como grafico semilogaritmico del nimero de célula total frente a dias en
cultivo (figura 9). Tal como se ilustra en la figura 9, las células T CD8 policlonal expandidas mediante aAPC
transducidas con CD32 y 4-1BBL (K32/4-1BBL) se expandieron 18.600 veces tras 43 dias.

Los datos dados a conocer en el presente documento demuestran adicionalmente la expansion de células Tem CD8
especificas de antigeno usando una aAPC (por ejemplo, aAPC K32/K-41BBL). En resumen, se expandieron células
T tanto positivas para tetramero de la gripe como negativas para tetramero de la gripe (figuras 10A-10C) en funcion
de los dias en cultivo en el que se afiadi6 interleucina 2 (IL-2) al medio de cultivo en el dia 20. Los datos demuestran
un desplazamiento en el dia 16 de las células tefiidas para determinar la expresion de CD8 usando citometria de
flujo en el que se clasificaron las células como negativas para tetramero de la gripe o positivas para tetramero de la
gripe, demostrando una proliferacion especifica de antigeno de células Tcm CD8 cultivadas con aAPC K32/4-1BBL.
En el dia 26, se sometieron a ensayo las células para determinar su capacidad para someter a lisis especificamente
células positivas para tetramero de la gripe o negativas para tetramero de la gripe que eran T2 nulas o expresaban
T2-gripe. Los datos demuestran que la destruccién celular era especifica para células diana T2-gripe positivas para
tetramero tal como se demuestra mediante un ensayo de liberacién de cromo (figura 10E). La lisis especifica en
porcentaje fue una funcién de la razon de células efectoras:diana (E:T), detectandose una lisis celular especifica
maxima a una razén de 10:1, y disminuyendo después de eso a medida que disminuia la razén E:T hasta 1:1. A
todas las razones E:T examinadas, se observoé lisis celular especifica para células T2-gripe positivas para tetramero
usando las células expandidas usando la aAPC.

Para determinar si las aAPC de la presente solicitud pueden actuar de una manera especifica de antigeno/MHC, se
transdujeron células K562 con HLA-A2, CD86, 4-1BBL, CD32, CD64 y minigén de MP1 de influenza que codifica
para el epitopo restringido A2 GILGFVFTL (SEQ ID NO: 1) unido a GFP. El andlisis mediante FACS de esta aAPC
KA2/32/86/4-1BBL/Flu-GFP demostré que los cinco marcadores se expresan a altos niveles (figuras 3 y 12), y se
observo expresion estable de todos los transgenes durante hasta nueve meses de cultivo continuo.

Para demostrar que estas aAPC eran suficientes para expandir células especificas de antigeno, se aislaron 1500
células positivas para tetramero de la gripe a partir de un donante de HLA-A2 y se mezclaron con 3000 aAPC
KA2/32/86/4-1BBL/FIu-GFP irradiadas. Cada 10 dias se afadieron aAPC KAZ2/32/86/4-1BBL/Flu-GFP recién
irradiadas al cultivo de modo que habria aproximadamente 1 aAPC por cada dos células T. Tras 22 dias, habia
aproximadamente 10 millones de células T CD8. Se tifieron estas células con un tetramero A2 especifico de la gripe
y mas del 90% de las células eran especificas de la gripe (figura 12F), lo cual representa un enriquecimiento de
aproximadamente 250 veces en comparacion con las células antes de la clasificacion (figura 12E). Estos datos
demuestran que las células K562 tienen la capacidad de procesar y presentar antigeno y expandir células T
especificas de antigeno sin el uso de un anticuerpo. Resulta importante que las aAPC KA2/32/86/4-1BBL/Flu-GFP
no pudieron expandir células T a partir de la fraccion de células negativas para tetramero.

Se uso un protocolo experimental similar para expandir células T especificas de la gripe, pero se usé anticuerpo anti-
CD3 para suministrar una sefial de “uno” en lugar de un péptido unido a clase | de MHC (figura 2). En resumen, se
tiferon las células con secuencia de aminoacidos de péptido de proteina de la matriz de influenza cargada con MHC
tetramérico A*0201 (GILGFVTVL; SEQ ID NO: 1), y se clasificaron en fracciones positiva y negativa. Tras 17 dias de
expansion usando aAPC K32/4-1BBL/CD3/28, se tifid cada poblacion de células con el mismo tetramero usado para
la clasificacion inicial. Sélo aproximadamente el 60% de las células fueron positivas para tetramero de la gripe y el
nivel global de tincién fue menor. Esto sugiere que las aAPC KA2/32/86/4-1BBL/Flu-GFP expanden selectivamente
un receptor de células T (TCR) que tiene la mayor afinidad por el péptido GILGFVFTL (SEQ ID NO: 1) presentado
por HLA-A2.

Para determinar si la aAPC K32/4-1BBL recubierta con Ac anti-CD3 y CD28 podia usarse para expandir células T
CD8 especificas de antigeno, se cultivd una poblacién de células T CD8* primarias clasificadas mediante tetramero
de MHC con aAPC K32/4-1BBL/CD3/28 durante 10 semanas (figura 2A). Se tifieron células T de individuos A*0201
con inmunidad frente a influenza con AcM anti-CD8 y un tetramero de MHC A*0201 complejado con un epitopo de
péptido restringido para A*0201 de la proteina de la matriz de influenza (tetramero de MP de la gripe). Se clasifico la
poblacién positiva para tetramero de baja frecuencia (menos de aproximadamente el 0,1%) y se estimulé con aAPC
K32/4-1BBL irradiadas recubiertas con Ac anti-CD3 y CD28. Volvieron a estimularse todas las células con aAPC
K32/4-1BBL a intervalos de aproximadamente 10 dias. No se proporciond ninguna estimulacién de gripe especifica
durante el cultivo. Se obtuvieron curvas de crecimiento exponenciales durante varios meses de cultivo. En un
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experimento representativo, aproximadamente 8.000 células T especificas de antigeno proporcionaron 1,5 x
10° células tras un mes de cultivo (figura 2B), lo cual es un nimero suficiente para inmunoterapia eficaz (Riddell et
al., 1995, Annu. Rev. Immunol. 13:545-586). Un analisis fenotipico de cultivos demostré que las aAPC irradiadas
mezcladas con células T humanas en reposo proporcionaron una poblacion de células T puras en el plazo de una
semana. Ademas, las células positivas para tetramero de MP de la gripe presentaron una potente citotoxicidad para
dianas T2 pulsadas con péptido de MP de la gripe (figura 2C). Esta estrategia puede adaptarse para expandir
células T CD8 especificas de VIH y usar estas aAPC para expandir células T CD8 con una amplia especificidad.

También se us6 la aAPC K32/4-1BBL para expandir linfocitos citotoxicos (CTL) especificos de hTERT. CTL
especificos de hTERT expandidos usando una aAPC K32/4-1BBL sometieron a lisis especificamente células de
carcinoma que expresaban HLA-A2 y positivas para telomerasa (OV-7) pero no células de carcinoma que eran
positivas para telomerasa y negativas para HLA-A2 (SK-OV-3) (figura 10E). Por tanto, la aAPC indujo la expansion
de CTL especificas de antigeno que requieren que se reconozca el antigeno en el contexto de HLA-A2. Ademas,
durante la expansion, los CTL, que se obtuvieron a partir de una paciente con cancer de mama vacunada con
hTERT, demostraron un aumento detectable, tal como se evalia usando clasificacion mediante MoFlo, en el
porcentaje de CTL CD8 tet+ durante la expansion mediante aAPC K32/4-1BBL. El momento de clasificacion
mediante MoFlo correspondiente a cada una de las figuras 10A-10C se indica en el grafico mostrando duplicaciones
de la poblacioén tal como se indica mediante una flecha (figura 10D).

Sorprendentemente, los datos dados a conocer en el presente documento demuestran, por primera vez, que las
aAPC basadas en células K562 tienen la capacidad de procesar un antigeno que después se presenta a células T
expandiendo asi células T especificas de antigeno en las que el epitopo particular responsable de la expansion no
se conoce de manera previa. Mas especificamente, se obtuvieron células T purificadas a partir de un donante de
HLA A*0201 y se tifieron las células con AcM anti-CD8 y un tetramero de MHC A*0201 complejado con un epitopo
restringido para A*0201 de la proteina de la matriz de influenza (tetrdmero de MP de la gripe). La poblacién positiva
para tetramero de aproximadamente 1.500 células se clasificd y estimuld usando aAPC KTA2/CD32/4-1BBL/FLU-
GFP irradiadas cargadas con anticuerpo anti-CD28. Volvieron a estimularse las células con aAPC KTA2/CD32/4-
1BBL/FLU-GFP aproximadamente cada 10-12 dias. Se afadié interleucina 2 al cultivo en cada alimentacion,
aproximadamente cada 2-3 dias.

Tras veintiséis dias de cultivo, la mayoria de las células T eran positivas para tetramero de MP de la gripe en
comparacion con la poblacién inicial antes de la clasificacion, demostrando que la aAPC procesaba y presentaba el
antigeno especifico de la gripe y expandia eficazmente CTL especificos de la gripe (figuras 12A-12F). Estos
resultados demuestran que las aAPC de la solicitud pueden usarse para expandir y producir células T especificas de
antigeno incluso cuando no se conoce el epitopo preciso del antigeno requerido para producir las células. Esto es
importante para el desarrollo de terapia de transferencia en la que no se conoce el antigeno preciso que estimula
una célula T. Este es el caso, entre otras cosas, para antigenos especificos de tumores, en los que se conocen muy
pocos. Por tanto, la presente solicitud se refiere a proporcionar un patégeno (por ejemplo, un virus) u otra molécula
frente a la que se desea una respuesta de células T especifica, a una célula K562 y permitir que la célula procese y
presente el antigeno generando asi la respuesta especifica de antigeno deseada.

En un experimento adicional, se demostré que ligandos especificos fomentan una expansion no esperada de células
T CD8 especificas de antigeno. La figura 21 ilustra células T especificas de CMV aisladas mediante clasificacion con
tetramero y tefiidas con CFSE y mezcladas con la aAPC a una razén de 2:1. La figura 21A ilustra las células CD8
especificas de CMV, la figura 21B ilustra células CD8 especificas de CMV puestas en contacto con células K32
cargadas con anticuerpo anti-CD3. La figura 21C representa células CD8 especificas de CMV puestas en contacto
con aAPC que expresan CD32, IL-15, 4-1BBL, CD80 y anticuerpo anti-CD3. Estos datos demuestran que la adicién
de ligandos coestimulantes (en este caso CD80, IL-15 y 4-1BBL) fomenta de manera inesperada la expansion de
células T CD8 especificas de antigeno.

Ejemplo 6: Expansién mediante aAPC de células T CD8 especificas de VIH-1 con funciones efectoras restauradas

Intentos para aumentar la respuesta de células T especificas de VIH mediante transferencia autéloga de células T
CD8 especificas de antigeno no han dado como resultado una contencion a largo plazo de la infeccion por VIH (Tan
et al., 1999, Blood 93:1506; Koenig et al., 1995, Nature Med. 1:330-336; Brodie et al., 1999, Nature Med. 5:34-41;
Riddell et al., 1996, Nature Med. 2:216-223; Lieberman et al., 1997, Blood 90:2196-2206). La incapacidad de estas
células para sobrevivir in vivo descartd cualquier intento de medir una respuesta anti-VIH de una manera
clinicamente significativa. En algunos casos la desaparicién temprana de estas células se explico facilmente como
reconocimiento inmunitario de un marcador seleccionable (Riddell et al., 1996, Nature Med. 2:216-223). En otros
casos, los motivos para la muerte de células T tras la infusién fueron menos claros. Estos ensayos iniciales usaron
variaciones ligeramente diferentes de carga de células sanguineas mononucleares periféricas (PMBC) o lineas
celulares linfoblastoides (LCL) con péptidos especificos de VIH, realizacion de dilucion limitante para aislar clones y
expansion de las células T ex vivo durante varios meses usando altos niveles de activacion con IL-2 y TCR
exdgenos en ausencia de coestimulacion para producir hasta 1 x 10° células T especificas de VIH. Sin desear
limitarse a ninguna teoria particular, puede que el cultivo ex vivo prolongado, acoplado con una dependencia de
altos niveles de IL-2, condujera al inicio de apoptosis en estas células una vez introducidas por infusién de nuevo en
su huésped.
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Aunque las aAPC basadas en perlas (perlas recubiertas con CD3/28) son vehiculos eficaces para expandir células T
CD4 a partir de individuos infectados por VIH (Levine et al., 1996, Science 272:1939-1943), hay varias posibles
ventajas de usar aAPC basada en células (células K562 modificadas génicamente) para su uso en ensayos clinicos
de transferencia adoptiva de VIH. En primer lugar, las aAPC basadas en células expanden células T de manera
mucho mas robusta que los sistemas basados en perlas (Parry et al., 2003, J. Immunol. 171:166-174). Esto reduce
el tiempo requerido para obtener cantidades terapéuticas de células T, reduciendo el coste de estas terapias y
quizas mejorando la funcién de las células una vez que se introducen mediante infusion de vuelta en el paciente. A
continuacién, pueden introducirse facilmente moléculas coestimulantes adicionales en la aAPC mediante
transduccion lentiviral. Resulta importante que las perlas recubiertas con CD3/28 sélo son eficaces para expandir
células T CD4 (Laux et al., 2000, Clin. Immunol. 96:187-197; Deets et al., 1999, J. Immunol. 163:102-110). Por tanto,
con el fin de someter a prueba el potencial de reconstitucién inmunitaria de la infusion células T expandidas ex vivo
tanto CD4 como CD8 de vuelta en individuos infectados por VIH, deben desarrollarse nuevos sistemas de expansion
y tales sistemas se dan a conocer en el presente documento.

Resulta util crear APC que expanden de manera 6ptima células T CD8 a partir de individuos infectados por VIH.
Anteriormente, se transfectaron células K562 con CD32 (para unirse a Ac estimulante) y 4-1BBL como aAPC minima
que induce la expansion a largo plazo de células T CD8. Ademas, se demostré que CD86 desencadend células T
dotadas de CD28 con la misma capacidad proliferativa que el desencadenamiento de células T dotadas de CD28
con un Ac anti-CD28 (Thomas et al., 2002, Clin. Immunol. 105:259-272). Dado que se deseaba desarrollar sistemas
de cultivo independientes de Ac, se usdé CD86 en vez del anticuerpo anti-CD28 para desencadenar tanto efectos
coestimulantes de CD28 en la expansion de células T como replicacion de VIH. Por tanto, las siguientes cinco aAPC
pueden usarse para expandir y someter funcionalmente a prueba células T CD8 de pacientes infectados por VIH:
KA2/32/86, KA2/32/86/4-1BBL, KA2/32/86/4-1BBL/CD83,  KA2/32/86/4-1BBL/ICOS-L y  KA2/32/86/4-
1BBL/CD83/ICOS-L. KA2/32/86 puede estimular células T CD8 pero no las dota de potencial de crecimiento a largo
plazo (Maus et al., 2002, Nature Biotechnol. 20:143-148). Esta aAPC sirve como control negativo (o de referencia)
con el que pueden compararse otros ligandos coestimulantes. Todas las aAPC creadas expresan tanto HLA-A2
como CD32. Esto permite el uso de la misma aAPC para expandir células T CD8 policlonales haciendo que la
primera sefial se suministre por Ac anti-CD3 unidos a CD32 (figura 1) o células T especificas de antigeno haciendo
que la primera sefial se inicie mediante péptido unido en HLA-A2.

KA2/32/86/4-1BBL es la aAPC minima para expandir células T CD8 de donantes sanos (Maus et al., 2002, Nature
Biotechnol. 20:143-148). Pueden requerirse sefiales coestimulantes adicionales para expandir células T especificas
de VIH con funciones efectoras mejoradas. La comparacion de células expandidas con esta aAPC con las células
expandidas con las aAPC indicadas a continuacidon permite la identificacién de cualquier sefial de coestimulacion
deseable adicional.

Se usa KA2/32/86/4-1BBL/CD83 porque CD83 es un marcador de DC maduras cuyo papel en la activacion de
células T se ha investigado recientemente. La estimulacion de células T con perlas magnéticas recubiertas con
anticuerpo anti-CD3 y proteina de fusion CD83Ig potencio la razon de células T CD8 frente a CD4, lo que sugiere
que la ligacion de CD83 activa preferiblemente células T CD8. Ademas, las células tumorales que expresaban CD83
se destruyeron mas eficazmente por células T CD8 y sensibilizaron el sistema inmunitario para rechazar también
tumores deficientes en CD83 (Scholler et al., 2001, J. Immunol. 166:3865-3872; Scholler et al., 2002, J. Immunol.
168: 2599-2602).

Se usa KA2/32/86/4-1BBL/ICOS-L porque ICOS-L se une a la molécula relacionada con CD28, proteina
coestimulante inducible (ICOS), proporcionando una potente sefial coestimulante a células T que potencia la
produccién de citocinas efectoras (IFN-y, IL-4 e IL-13) pero curiosamente no puede producir altos niveles de IL-2
(Hutloff et al., 1999, Nature 397:263-266) o inducir el factor de supervivencia Bcl-xL (Parry et al., 2003, J. Immunol.
171:166-174). Todavia no estan claros los papeles precisos que desempefian ICOS y CD28 en el sistema
inmunitario, pero comparar el desenlace del bloqueo de ICOS y CD28 en varios modelos de enfermedad ha revelado
pistas. El bloqueo de o bien ICOS o bien CD28 interfiere tanto con la produccion como con la generaciéon de IFN-y
inmunidad protectora en modelos de infeccion por virus de coriomeningitis linfocitica (VCML) (Kopf et al., 2000, J.
Exp. Med. 192:53-61) y Toxoplasma gondii (Villegas et al., 2002, J. Immunol. 169:937-943), lo que sugiere una
relacion no redundante entre la coestimulacion de ICOS y CD28. Ademas, el examen de cuando se administra el
bloqueo coestimulante ha revelado que CD28 es crucial para la sensibilizacién, mientras que ICOS es mas
importante para mantener una respuesta de células T (Gonzalo et al., 2001, Nature Immunol. 2:597-604; Coile et al.,
2000, Immunity 13:95-105). La estimulacién de ICOS-L fomenta funciones efectoras en células T tanto CD4 como
CD8 (Villegas et al., 2002, J. Immunol. 169:937-943; Mittrucker et al., 2002, J. Immunol. 169:5813-5817; Wallin et al.,
2001, J. Immunol. 167:132-139).

KA2/32/86/4-1BBL/CD83/ICOS-L permite, entre otras cosas, el examen de si hay sinergia entre la sefializaciéon de
CD83 y ICOS-L en la generacion de una respuesta inmunitaria.

Estas aAPC permiten la experimentacion de si pueden restaurarse las funciones efectoras a células T a partir de
donantes infectados por VIH-1 mediante expansion ex vivo 6ptima. Tras completarse la creacion de las aAPC, se
evalué su capacidad para expandir células T CD8 policlonales aisladas de pacientes infectados por VIH y se
determiné si y cdmo la expansion ex vivo habia alterado la capacidad de células T especificas de VIH para
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responder a la estimulacidon con antigeno. A continuacion, se realizé un analisis similar usando células especificas
de Pol aisladas de individuos infectados por VIH y no infectados. Estos estudios demuestran el posible uso de aAPC
para ensayos clinicos y permite el estudio de cémo influye la infecciéon por VIH en el desarrollo de células T CD8
especificas de VIH.

Los métodos descritos en este ejemplo se refieren a la purificacién de células T CD8 policlonales y especificas de
Pol a partir de individuos infectados por VIH y no infectados. Estas células sirven como material de fuente usado en
meétodos dados a conocer en el presente documento.

Fuente y purificacién de células T infectadas por VIH-1

Se usan donantes de HLA-A2 debido a la alta prevalencia de este alelo en la poblacién. Inicialmente, no se usa el
fenotipo viral como criterio de seleccidon de pacientes para donantes de HLA-A2. Se ha demostrado que las células T
CD8 virgenes expresan bajas cantidades de CD4 en su superficie celular tras la activacion, haciendo que sean
propensas a infeccion por VIH (Yang et al., 1998, J. Exp. Med. 187:1139-1144; Kitchen ef al., 1998, J. Virol. 72:9054-
9060; Flamand et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A 95:3111-3116; Imlach et al., 2001, J. Virol. 75:11555-
11564). Sin embargo, solo las células T CD8 virgenes parecen tener esta plasticidad y las células T especificas de
Pol usadas son por definicion células T de memoria. Por tanto, sin desear limitarse a ninguna teoria particular, estas
células no se infectan y no se infectaran tras la expansion ex vivo.

Ademas de usar donantes de HLA-2, pueden usarse PBMC. Se tifien PBMC con Ac especifico de HLA-A2 marcado
con FITC, BB7.2, (BD Pharmingen). Pueden obtenerse células deseadas a partir de aféresis de donantes de HLA-
A2. Se obtiene una muestra aleatoria y representativa de recuentos de CD4 T y cargas virales a partir del producto
de aféresis. Se usa una muestra del producto de aféresis para realizar un gradiente de Ficoll/Hypaque, y se
congelan PBMC en alicuotas de 50 millones/vial. Con el producto de aféresis restante, se eliminan monocitos
mediante elutriacion para crear PBL y se aislan aproximadamente 50 millones de células T CD4 mediante seleccién
negativa (Maus et al., 2002, Nature Biotechnol. 20:143-148). El resto de los PBL se usan para producir células T
CD8 purificadas (mediante seleccion negativa) y se usan en los métodos y experimentos descritos en el presente
documento.

Se ha medido que se encuentra que el porcentaje de células T especificas de Pol de VIH mediante tincion con
tetramero es de aproximadamente el 0,7%%1,1 (Sun et al., 2003, Journal of immunological methods 272:23-34;
Kostense et al.,, 2002, Blood 99:2505-2511; Rinaldo et al., 2000, J. Virol. 74:4127-4138). Por tanto, a partir de
100 millones de células T CD8, se recuperan aproximadamente 700.000 células T CD8 especificas de Pol de VIH.
Las células T infectadas por VIH de corta vida presentan varios problemas técnicos y de seguridad. Vantage
SE/DiVa es un clasificador con todas las caracteristicas que puede medir 12 colores mas dispersion directa y lateral.
Vantage SE/DiVa se ha equipado con caracteristicas de seguridad mejoradas (Perfetto et al., 2003, Cytometry
52A:122-130) que le permiten clasificar de manera segura materiales infecciosos en 4 poblaciones a la vez.

Fuente y purificacién de células T especificas de Pol a partir de un huésped no infectado por VIH

Se vacuno a siete pacientes con cancer de mama con HLA-A2 con el péptido Pol, ILKEPVHGV (SEQ ID NO: 3),
como rama de control para una vacuna con péptido hTERT (Vonderheide, 2004, Clin. Cancer Res. 10:828-839). Se
usaron células de las pacientes con cancer de mama con HLA-A2 vacunadas para expandir células especificas de
Pol a partir de un huésped negativo para VIH. Se usan PMBC congeladas de estas pacientes para purificar células T
especificas de Pol. La frecuencia de estas células T especifica de Pol es menor que la frecuencia esperada de
donantes infectados por VIH (aproximadamente el 0,1%) de modo que se obtienen menos (pero todavia un nimero
suficiente) de estas células para iniciar los experimentos. Pueden obtenerse pacientes con células T especificas de
Pol de cualquier paciente que se ha vacunado con un péptido Pol.

Durante la expansion ex vivo, se monitorizan los cultivos para detectar la evidencia de infeccion por VIH usando
ELISA p24, ya que la infeccion por VIH sesga los resultados. En el caso en el que se observa una infeccion, se usan
pacientes que presentan infeccidn por virus R5. Los virus R5 no pueden replicarse en células T coestimuladas con
CD3/28 debido a los altos niveles de secrecion de los ligandos naturales de CCR5 RANTES, MIP-1 y MIP-1p asi
como la regulacién por disminucién de los niveles en estado estacionario del transcrito de CCR5 (Riley et al., 1997,
J. Immunol. 158:5545-5553; Carroll et al., 1997, Science 276:273-276). Por tanto, la coestimulacién con CD28
permite el crecimiento a largo plazo de células T infectadas por R5 sin la adicion de componentes antivirales que
pueden alterar las propiedades de expansion de células T. El tropismo viral se determina usando el ensayo de
células GHOST desarrollado por Littman y colaboradores.

Ademas, los experimentos dados a conocer en el presente documento no requieren células T especificas de Pol
puras. Pueden usarse células T CD8 especificas de Pol de VIH-1 aisladas mediante perlas magnéticas recubiertas
con tetramero (Maus et al., 2003, Clin. Immunol. 106:16-22). Este método puede proporcionar un enriquecimiento
suficiente de células T especificas de Pol y puede usarse para aislar células especificas de Pol.

Ejemplo 7: Caracterizacion de células T CD8 policlonales expandidas ex vivo

Se examina la capacidad para expandir células T en masa de pacientes infectados por VIH antes de caracterizar la
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capacidad de estas aAPC para expandir células T especificas de VIH. Esto permite la medicién de la tasa de
expansion para determinar si un subconjunto particular de células T se expande preferiblemente por una aAPC con
respecto a otra. Ademas, se usa el analisis de tincion de tetrameros acoplado con secrecion de IFN-y y expresion de
perforina para determinar si una aAPC particular se expande y/o confiere preferiblemente una funcion efectora
mejorada a células T CD8 especificas de gripe, CMV, VEB o VIH.

Una comparacion de estos estudios con los que expanden células T CD8 especificas de VIH en aislamiento para
determinar si las células T especificas de VIH tienen necesidades de ligando coestimulador unico para la expansion
e induccion de funciones efectoras. Se miden los siguientes atributos:

Expansion de células T

Para generar niveles terapéuticos de células T CD8 especificas de VIH, se expanden células T para que sean de
entre aproximadamente 10.000 y aproximadamente 1.000.000 veces (aproximadamente 13 - 20 duplicaciones de
poblacion) (Riddell et al., 1995, Annu. Rev. Immunol. 13:545-586). Hay una relacion inversa entre la cantidad de
tiempo que pasan las células T CD8 especificas de VIH en un cultivo ex vivo y el beneficio clinico potencial que
estas células proporcionan a pacientes infectados por VIH. Por tanto, se determina la aAPC que expande mas
rapidamente las células T CD8 de pacientes infectados por VIH y se usa en los métodos dados a conocer en el
presente documento.

Supervivencia de células T y potencial de replicacién

La idoneidad de las células T tras la expansion ex vivo es un elemento predictivo excelente de su capacidad para
funcionar in vivo. También se mide la capacidad de estas aAPC para inducir el gen de supervivencia celular clave
Bcl-xL. Se usa el porcentaje de células apoptéticas en un cultivo durante el proceso de expansion para determinar si
cualquiera de las aAPC basadas en células confiere una ventaja de supervivencia particular a las células T
expandidas. Adicionalmente, se mide la longitud de los telomeros de las células tras la expansion ex vivo para
determinar si una aAPC particular es mas eficaz para conservar el potencial de replicacion de las células que
expande. Al final de cada cromosoma hay un gran numero de repeticiones de nucledtido TTAGGG que se
denominan telémeros. Cada vez que se divide una célula pierde una parte de sus teldmeros. Puesto que la mayoria
de las células no expresan la enzima telomerasa, que puede restablecer copias de la repeticion de ADN en los
extremos de los cromosomas, se cree que una vez que una célula ha perdido una masa critica de su longitud
telomérica, pierde su capacidad para dividirse. Las longitudes de los teldmeros se han usado en la técnica como un
modo de calibrar cuantas veces se ha replicado una célula y, por inferencia, para evaluar su potencial de replicacion
futuro (Palmer et al., 1997, J. Exp. Med. 185:1381-1386; Weng et al., 1997, J. Immunol. 158:3215-3220). Sin
embargo, los linfocitos T son una de los pocos tipos celulares que pueden inducir actividad telomerasa (Weng et al.,
1996, J. Exp. Med. 183:2471-2479) y por tanto las diferencias relativas entre células T expandidas que usan
diferentes métodos reflejan tanto el nimero de acontecimientos mitéticos de las células T asi como el grado que se
indujo por la telomerasa. Infundir células que tienen el mayor potencial de replicacién es fundamental para garantizar
que las células T especificas de VIH transferidas adoptivas controlan la infeccién por VIH a largo plazo.

Produccion de citocinas

Las citocinas son moléculas efectoras importantes y proporcionan una percepcion de la diferenciacion de las células
T. Se cuantifica la capacidad de cada una de las aAPC para inducir las siguientes citocinas a partir de células T CD8
derivadas de individuos infectados por VIH: IL-2 (un factor de crecimiento de células T clave para la expansion ex
vivo y la capacidad de una célula para inducir IL-2 se correlaciona bien con su potencial de crecimiento a largo
plazo); IL-4 (un marcador para la diferenciacion de TH2); y IL-10 (una citocina inmunosupresora que puede ser un
sustituto para el resultado de las células T reguladoras). Para los pacientes infectados por VIH, se prefiere que las
aAPC que inducen células T produzcan bajos niveles de IL-10. Otras citocinas incluyen, pero no se limitan a, TGF-
(por el mismo motivo que IL-10); IFN-y (un marcador para la diferenciacion de TH1 y una importante citocina
efectora); y TNFa (una importante citocina efectora).

Analisis de tetrameros y de la funcién efectora

El ensayo de tincion de tetrameros/IFN-y intracelular y de perforina desarrollado por Immunomics (segun las
instrucciones del fabricante) permite tanto la deteccién de células T especificas de antigeno acopladas con analisis
fenotipico como ensayos funcionales. Este método basado en flujo es el ensayo mas riguroso de la funcién de las
células T especificas de antigeno disponible actualmente. Este ensayo se usa para determinar como afecta la
expansion ex vivo al numero total y a la funcién de las células T especificas de VIH.

Expansion de células T

Para evaluar como estas aAPC expanden a células T infectadas por VHI-1 en masa, se irradié cada aAPC, se
recubrié con anticuerpo anti-CD3 y se mezcld con células T CD8 purificadas de un paciente infectado por VIH-1 a
una razén de aAPC con respecto a células T de 1:2. Para comparar la tasa inicial de expansion celular, se
sometieron las células a tincion con CFSE en lugar de a captacion de *H-timidina para determinar lo bien que cada
aAPC inducia la proliferacién de todas las células T, porque la tincién con CFSE proporciona un criterio de
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valoracion mucho mas cuantitativo y permite el fenotipado simultaneo de las células expandidas. Se mezclan
aproximadamente 20 millones de células T CD8 purificadas de un individuo infectado por VIH con CFSE 3 uM
durante 8 minutos, se lavan exhaustivamente para retirar el CFSE no unido y se estimulan con las aAPC. Cada dia
tras la estimulacion, se retira una alicuota de células de cada cultivo y se analiza mediante citometria de flujo. La
tincion con CFSE hace que las células sean altamente fluorescentes. Tras la division celular, la fluorescencia se
reduce a la mitad y por tanto cuantas mas veces se divide una célula menos fluorescente sera. Se cuantifica la
capacidad de cada aAPC para inducir proliferacion de células T midiendo el numero de células que se dividen una
vez, dos veces, tres veces, etc. La aAPC que induce el mayor numero de divisiones celulares en un punto de tiempo
particular se considera el factor de expansion mas potente de las células T CD8 de los individuos infectados por VIH
(Wells et al., 1997, J. Clin. Invest. 100:3173-3183).

Sin embargo, la tincion con CFSE solo puede detectar un numero limitado de divisiones de células T
(aproximadamente 7) y para generar cantidades terapéuticas de células T para inmunoterapia, pueden ser
necesarias 13-20 duplicaciones de poblacion. Por tanto, para determinar lo bien que promueven estas aAPC el
crecimiento a largo plazo de células T, se generan curvas de crecimiento celular. Estos experimentos se configuran
exactamente como los experimentos de CFSE tal como se describe en otra parte en el presente documento, pero no
se usa CFSE. Cada 2-3 dias de cultivo, se retiran las células T de los cultivos respectivos y se cuentan usando un
contador Coulter que mide cuantas células estan presentes y el volumen medio de las células. El volumen celular
medio es el mejor factor de prediccidon de cuando volver a estimular las células. En general, cuando las células T se
estimulan apropiadamente, triplican su volumen celular. Cuando este volumen se reduce a mas de
aproximadamente la mitad del blastocito inicial, puede ser necesario volver a estimular las células T para mantener
una expansion lineal logaritmica (Levine et al., 1996, Science 272:1939-1943; Levine et al., 1997, J. Immunol..
159:5921-5930). Se calcula el tiempo que tarda cada aAPC en inducir 20 duplicaciones de poblacion. Las
diferencias relativas de cada aAPC para inducir este nivel de expansion de células T es un criterio importante sobre
qué aAPC particular usar para avanzar en ensayos clinicos.

Se caracterizan los fenotipos de las células expandidas por cada aAPC para determinar si un subconjunto particular
se expande preferentemente. Antes de cada nueva estimulacién, se realiza un analisis de fenotipo de las
poblaciones de células T en expansion para definir el estado de diferenciaciéon de las células T expandidas usando
las definiciones de CD27 y CD28 propuestas por Appay et al. (2002, Nature Med. 8, 379-385) y las definiciones de
CCRY propuestas por Sallusto et al. (1999, Nature 401:708-712). Se usan tincion intracelular de perforina y granzima
B para realizar una medida macroscopica para estimar el potencial citolitico.

Tasa de apoptosis y longitud de los teldmeros

Se realiza tincion con anexina V/To-Pro (Molecular Probes, Eugene, OR) antes de cada nueva estimulaciéon para
determinar si las diferencias en la tasa de crecimiento reflejan diferencias en el numero de células que experimentan
apoptosis. Los detalles experimentales de este ensayo se describen en detalle en Maus et al. (2002, Nature
Biotechnol. 20:143-148). Son deseables condiciones de cultivo que conducen a la menor cantidad de apoptosis.

Las longitudes de teldomero se miden usando diversas técnicas establecidas conocidas en la técnica, pero un método
preferido es usar el método FISH de flujo puesto que puede realizarse de manera relativamente rapida usando
muchas menos células y es mas facil de cuantificar. En este método, se desnaturalizan aproximadamente 1 millon
de células T (aunque se requieren mucho menos) usando calor y formamida al 75%, y entonces se hibridan con una
sonda de ADN conjugada con FITC para la secuencia TTAGGG. Se elimina por lavado la sonda no unida y se
contratifie el ADN con LDS 751. Se analiza una mezcla de 4 poblaciones de perlas marcadas con FITC, que tiene
cada una cantidades conocidas de molécula equivalentes de fluorocromo soluble (MESF), en cada experimento para
permitir la creacion de calibracion y la determinacién de la longitud de los telébmeros relativa de cada cultivo a lo
largo del tiempo (Baerlocher et al., 2002, Cytometry 47:89-99). Se mide la longitud de los teldmeros relativa antes de
cada nueva estimulacion y se registra si cualquiera de las aAPC expande células T que tienen teldmeros
significativamente mas largos.

Citocina y expresion de Bcl-xL

Para investigar la produccion de citocina y los niveles de expresion de Bcl-xL, se aisla ARN de aproximadamente 1
millén de células 24 horas tras cada estimulacion y se someten a RT-PCR cuantitativa para examinar la expresion
relativa de, pero sin limitarse a, IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, TNF-a y Bcl-xL. Los detalles experimentales de estos
ensayos establecidos pueden encontrarse en Maus et al. (2002, Nature Biotechnol. 20:143-148), Thomas et al.
(2002, Clin. Immunol. 105:259-272) y Parry et al. (2003, J. Immunol. 171:166-174). Se han observado muchas
discrepancias entre los niveles de ARNm de TGF-a y la citocina secretada (Assoian et al., 1987, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 84:6020-6024) por lo que se mide la produccion de TGF-a mediante ELISA.

Analisis de tetrameros y ELISPOT

Se compara la capacidad de las células T CD8 expandidas para reconocer antigenos de recuerdo comunes y VIH.
Antes de la expansion, se tifien las células T CD8 purificadas usando los siguientes, entre otros, tetrameros de HLA-
A2 GLCTLVAML (SEQ ID NO:4) (VEB BMLF), NLVPMVATV (SEQ ID NO:5) (CMV p65), SLYNTVATL (SEQ ID
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NO:6) (VIH gag p17), ILKEPVHGV (SEQ ID NO:3) (VIH RT pol), GILGFVFTL (SEQ ID NO:1) (matriz de gripe) y
LLFGYPVYV (SEQ ID NO:7) (HTLV Tax) y se determina la frecuencia de estos tetrameros antes de la expansion ex
vivo. A continuacion, se estimulan las células T CD8 en masa a partir de un donante infectado por VIH usando la
aAPC dada a conocer en el presente documento y se expanden las células usando métodos descritos en el presente
documento. Antes de cada nueva estimulacién, se someten las células T expandidas a tincién de tetrameros para
determinar si se ha alterado la frecuencia relativa de VEB, CMV y células T especificas de VIH por la estimulacion
por una aAPC particular.

Es importante determinar la frecuencia de células que secretan IFN-y y la frecuencia de células que expresan altos
niveles de perforina tras el reconocimiento de antigenos. Puede usarse el ensayo de tincion de tetrameros/ IFN-y
intracelular desarrollado por Immunomics, que combina un ensayo de citocina intracelular con tinciéon de tetrdmeros
para realizar ensayos funcionales basados en flujo usando células especificas de antigeno. El ensayo puede incluir
la incorporacién de una tincion intracelular para la expresion de perforina. Antes de congelar las PBMC aisladas de
cada paciente, se usa un ensayo de tincion de tetrameros/IFN-y intracelular y perforina usando cada uno de los
péptidos enumerados en otra parte en el presente documento para determinar la poblacion inicial positiva para
tetrameros/que secreta IFN-y/que produce perforina. Para cada péptido con un tetramero correspondiente, se coloca
aproximadamente 1 millén de PBMC en tres tubos para los siguientes controles y condiciones experimentales: 1)
control estimulado no peptidico, 2) tincion de tetramero de control sin estimulacion peptidica y 3) tubo de tetramero
mas péptido. A continuacion, se afiade el tetramero apropiado a cada tubo y se incuba durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se afiaden dos microgramos de péptido al tercer tubo y se incuba la muestra durante 1 hora
a 37°C. Se anade brefeldina A a los tres tubos y se incuban los tubos durante otras 4 horas. Puesto que todos los
tetrameros se marcan con P5-Cy5.5 y APC-Cy7, pueden usarse anticuerpos anti-CD27 y CD28 marcados con
PerCP y APC para determinar el estado de diferenciacion de células T especificas de virus. Las células se lisan, se
fijan y se permeabilizan y se realizan protocolos de marcaje con IFN-y-FITC usando métodos conocidos en la técnica
y métodos dados a conocer en el presente documento. Estos han sido satisfactorios en medir la expresion de
perforina mediante la coincubaciéon de un anticuerpo anti-perforina marcado con PE con el anticuerpo anti-IFN- v, lo
que permite la medicidon simultanea de la expresion de IFN-y y la expresion de perforina. Dada la discrepancia
notificada entre las células T especificas de VIH que secretan IFN-y y las que tienen potencial de eliminaciéon (Zhang
et al., 2003, Blood 101:226-235), este analisis se usa para determinar como la expansion ex vivo con las diversas
aAPC basadas en células altera cualquiera de estos atributos funcionales. Las células se fijan en PFA y se analizan
mediante citometria de flujo. Este analisis establece un fenotipo de nivel inicial de células que expresan IFN-y
perforina. Para determinar si se altera el porcentaje de células positivas para tetrameros o el fenotipo de las células
que secretan IFN-y, o que expresan altos niveles de perforina, tras la expansion ex vivo, se realiza el ensayo de
tincion de tetrameros/IFN-y intracelular usando las células T CD8 expandidas de manera diferencial. Para hacer
esto, se usan PBMC autdlogas y se determina el porcentaje de células T CD8 y se retiran las células T CD8
mediante reduccién de perlas magnéticas. Las células T CD8 reducidas se reconstituyen con las expandidas
mediante las aAPC basadas en K562 descritas en otra parte en el presente documento y se someten al ensayo de
tincion de tetrameros/IFN-y intracelular tal como se describe en otra parte en el presente documento. Estos
experimentos proporcionan una indicacion de qué aAPC podian alterar el fenotipo funcional de células T especificas
de VIH durante la expansién ex vivo.

Los datos dados a conocer en el presente documento demuestran el fenotipo de células T CD8 aisladas de
individuos infectados por VIH expandidas por las aAPC basadas en células. Aunque sin querer restringirse a
ninguna teoria particular, se prevé que un subconjunto de aAPC puede expandir células T especificas de VIH con
funciones efectoras mejoradas. Este resultado confirmaria que estas funciones efectoras pueden restablecerse
mediante expansion ex vivo. Mediante el proceso de eliminacion, se determina qué sefiales son necesarias para
esta transformacion segun los métodos descritos en el presente documento. Este hallazgo se confirma haciendo
crecer células T especificas de VIH en aislamiento y proporciona un fundamento para hacer de aAPC un reactivo de
GMP y para realizar el ensayo clinico de fase | para comprobar si las células efectoras T CD8 expandidas ex vivo
mejoradas pueden ayudar a controlar la infeccion de VIH en pacientes. Adicionalmente, este resultado establece un
sistema experimental para estudiar los mecanismos que median el/los defecto(s) de células T especificas de VIH y
cémo un ligando coestimulador puede superar o invertir este defecto.

Ejemplo 8: Caracterizacion de células T especificas de Pol expandidas ex vivo

Los métodos dados a conocer en el presente documento proporcionan percepciones importantes sobre qué aAPC
es mejor para expandir células T CD8 especificas de VIH examinando la expansién y la funciéon de estas células
dentro del entorno de expansiéon de células T policlonales. Sin embargo, el valor de traduccion de las células T
policlonales expandidas ex vivo de individuos infectados por VIH es bajo puesto que el numero de células T CD8
totales estda aumentado en la mayoria de los pacientes infectados por VIH ya que los mecanismos homeostaticos
ajustan la pérdida de las células T CD4 y no parece haber anomalias macroscopicas en células T CD8 no
especificas de VIH (Gandhi et al., 2002, Annu. Rev. Med. 53:149-172). Por tanto, para mejorar la respuesta celular
de las células T CD8 especificas de VIH mediante transferencia adoptiva autdloga, se desean sistemas que
expandan solo células T especificas de VIH y les confieran funciones efectoras que puedan eliminar la infeccién del
VIH a largo plazo.
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Es deseable expandir células T especificas de Pol aisladas con tetrameros usando cada una de las aAPC basadas
en células y determinar cual genera células T especificas de Pol que eliminan mejor células infectadas por VIH con
el mayor potencial de replicacion y supervivencia. Estos estudios se realizan usando células especificas de Pol
aisladas de un individuo infectado por VIH con células T especificas de Pol aisladas de pacientes con cancer
vacunados con péptido especifico de Pol. Esta comparacidn proporciona una percepcion unica sobre los efectos que
tiene el VIH sobre la generacion de células especificas de antigeno, puesto que pueden usarse los mismos reactivos
y ensayos para estudiar estas células T especificas de Pol aisladas de estos dos tipos de enfermedad. Estos
estudios pueden proporcionar una percepcion sobre la naturaleza del defecto de las células T especificas de VIH y
conducir a nuevas hipotesis sobre cémo superar estos defectos.

Expansion y fenotipo de células T

De promedio, se aislan 700.000 células T especificas de Pol de un individuo infectado por VIH positivo para HLA-A2
y aproximadamente 100.000 células T especificas de Pol de un paciente con cancer vacunado. La expansion
especifica de antigeno puede llevarse a cabo usando tan solo 1.500 células T (figura 3). Para obtener condiciones
de cultivo equivalentes, los cultivos se inician mezclando 7.500 células T especificas de Pol y 15.000 de las aAPC
descritas en otra parte en el presente documento (se ha observado que invertir la razén de células T con respecto a
APC es importante cuando se expanden tan pocas células) con 0,5 ng/ml de anticuerpo anti-CD3 en un total de
100 pl de medios en una placa de 96 pocillos. Para comparar la capacidad de los anticuerpos anti-CD3 y K562
procesados y del antigeno presentado para estimular estas células, también se expande un conjunto idéntico de
cultivos cuyas aAPC también se han transducido con un vector de expresion de Pol-GFP. Por tanto, se dispone de
10 cultivos para cada una de las células donadoras. Se afiaden aAPC irradiadas recientemente a las células T
policlonales en crecimiento cada 10-12 dias a una razén estimada de 1 aAPC por cada 2 células T. Una vez que la
poblacion se expande hasta un punto en el que puede calcularse una cuantificacion precisa del numero de células
presentes usando un contador Coulter, se realiza un seguimiento de la tasa de expansion de cada poblacion. Se
compara el fenotipo CD28/CD27 de las células T especificas de Pol aisladas de los pacientes con VIH y cancer
antes y después de la expansion de células T.

Produccion de citocina, expresion de Bcl-xL, tasa de apoptosis y evaluacion de la longitud de los telémeros

Estos estudios se realizan usando métodos dados a conocer en otra parte en el presente documento, excepto que el
analisis comprende usar varios millones de células presentes (aproximadamente 30 dias). No obstante, estos
estudios deben confirmar los resultados dados a conocer en otra parte en el presente documento usando células T
policlonales.

Eliminacién de dianas infectadas por VIH

Una ventaja de expandir células T especificas de antigeno en aislamiento es que pueden realizarse multiples
ensayos de eliminacion y otros funcionales de manera muy cuantitativa. La primera prueba es el ensayo de
tetrameros/IFN-y intracelular y expresion de perforina. Tal como se da a conocer en otra parte en el presente
documento, se mezclan células T CD8 expandidas ex vivo con las PBMC autélogas con CD8 reducido. Puesto que
la mayoria de las células T CD8 son positivas para tetrameros, se obtienen datos cuantitativos referentes a qué
aAPC producen células T que producen los mayores niveles de IFN-y y perforina tras el contacto con el péptido Pol.
Adicionalmente, puesto que el nimero de células con tetrametros no es limitativo, se realiza un analisis de fenotipo
completo de estas células usando CCR7, CD27, CD28, CD62L, CD45 RO, CD45 RA y CD57 (Brenchley et al., 2003,
Blood 101:2711-2720), correlacionando de ese modo la(s) funcién/funciones efectora(s) con el fenotipo de las
células T.

Se evalla la capacidad de las células T especificas de Pol expandidas de manera diferencial para eliminar células
T2 cargadas con el péptido Pol a través del ensayo de liberacion de ®'Cr. En este ensayo, se cargan las células T2
con el péptido Pol ILKEPVHGYV antes de la captacion de %'Cr. Tras el lavado exhaustivo, se incuban las células T2
marcadas con células T especificas de antigeno a razones de 1:30, 1:10, 1:3 y 1:1 y 1:3 durante 4 horas. Si las
células T especificas de antigeno reconocen el péptido presentado en las células T2 y tienen capacidad para
eliminar estas células, entonces se libera %'Cr y puede detectarse. Ninglin control de péptido ni control de lisis con
detergente permiten la determinacion de lisis especifica. La menor razén de diana con respecto a efector en la que
se observa un alto grado de lisis especifica indica qué aAPC expande células T con la mayor capacidad de
eliminacion.

Se compara la capacidad de las células T especificas de Pol expandidas ex vivo para eliminar células T2 con la
capacidad de estas células para eliminar células T CD4 que expresan Pol. Este escenario imita mas estrechamente
las dianas in vivo de las células T CD8 expandidas ex vivo. La capacidad de estas células para eliminar células T
CD4 infectadas por VIH es la prueba definitiva del principio. Ademas, es probable que células que estan infectadas a
este nivel generen un fondo muy alto en el ensayo de liberacion de %'Cr dificultando la determinacion de la eficacia
de las células T CD8 expandidas. Como alternativa, se transducen células T CD4 autélogas con el vector lentiviral
de expresion de Pol IRES GFP que permite el seguimiento de células que expresan Pol mediante la expresion GFP.
Se observé que aproximadamente el 50% de las células T transducidas por estos vectores (véase Parry et al., 2003,
J. Immunol. 171:166-174, para detalles de cémo las células T se transducen con vectores lentivirales) producen
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dianas suficientes para los ensayos de liberacion de 5'Cr. Se marcan células T CD4 transducidas con Pol asi como
no transducidas con %'Cr. Las células T CD4 no captan 5'Cr tan bien como las células T2, por lo que la diana se
cambia a la razén efectora de 1:100, 1:30, 1:10 y 1:3 para mejorar la sensibilidad del ensayo. Las diferencias entre
las células T CD8 expandidas y no expandidas en su capacidad para eliminar células T CD4 que expresan Pol
proporcionan un fuerte fundamento para desarrollar adicionalmente una aAPC con respecto a otra.

Se requiere la expresion de CD28 para la expansion ex vivo a largo plazo de células T CD8. Recientemente se ha
observado que el restablecimiento de la expresion de CD28 mediante transduccién con retrovirus (Topp et al., 2003,
J. Exp. Med. 198:947-955) restablece la capacidad de las células negativas para CD28 para producir IL-2 y para
expandirse sin presencia de células T CD4. Recientemente, se ha demostrado que IL-12 restablece la expresiéon de
CD28 para células negativas para CD28 T (Warrington et al., 2003, Blood 101:3543-3549). Para determinar si IL-12
puede potenciar la expresiéon de CD28 y mejorar el potencial de crecimiento a largo plazo de las células T
especificas de Pol, se afnaden 10 ng/ml de IL-12 a los diversos cultivos especificos de aAPC/Pol se evaluan las
células para determinar lo bien que se mejora la expresion de CD28 en las células especificas de Pol y si cualquiera
de las aAPC puede expandir células especificas de Pol en un cultivo a largo plazo. Ofras citocinas, tales como IL-21
e IL-15, pueden funcionar conjuntamente con IL-12 para inducir expansion de células T especificas de VIH. IL-21 es
una citocina multifuncional que induce proliferacion de células T y B y diferenciacion de linfocitos citoliticos naturales
(NK) (Parrish-Novak et al., 2002, J. Leukoc. Biol. 72:856-863). IL-21 se produce exclusivamente por células T CD4
activadas y realiza una accion sinérgica con IL-2 y IL-15 para promover el crecimiento de células T CD8. Asimismo,
IL-15 es un factor de supervivencia de células T CD8 clave y se produce por CD y macrofagos activos (Waldmann et
al., 2001, Immunity 14:105-110) cuya adicion también puede potenciar la expansién de células T CD8.

En el caso de que las citocinas no permitan la expansion a largo plazo de células T especificas de VIH, se
transducen células T especificas de Pol con un lentivirus que expresa CD28. Tal como se explica resumidamente en
Parry et al., 2003, J. Immunol. 171:166-174, mas del 90% de las células T pueden transducirse con un solo vector
transgénico (tal como se da a conocer en el presente documento, los vectores que contienen IRES son menos
eficaces). Por tanto, para someter a prueba si la transduccion de CD28 restablece el crecimiento a largo plazo para
células T especificas de Pol, se realiza espinoculacién de células T especificas de Pol (O’Doherty et al., 2000, J.
Virol. 74:10074-10080) con vector lentiviral que expresa CD28 inmediatamente antes de mezclar estas células con
aAPC. La activacioén de las células T inducida por estas aAPC facilita la integracion de este vector y la expresion del
transgén puede observarse 12 horas tras la transduccion. Estas células se cultivan tal como se da a conocer en otra
parte en el presente documento, y se recuperan células T especificas de Pol. Esto es una indicacién de que se
requiere coestimulacion de CD28 para la expansion a largo plazo de estas células. Si se usa transduccion lentiviral
como etapa necesaria para expandir células T especificas de VIH, puede ralentizarse el impacto de traduccién de
estos resultados. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la transduccion lentiviral de células T a partir
de un individuo infectado por VIH puede ser una opcién terapéutica viable.

Ejemplo 9: Expansién de células T CD8 especificas de VIH con amplia especificidad

La infusiéon de un solo clon de CD8 que reconocia un epitopo de Nef condujo a la seleccion de virus que no
expresaban este epitopo (Koenig et al., 1995, Nature Med. 1:330-336) lo que indica que se requieren células T con
multiples especificidades para impedir mutantes de escape de VIH. Un modo potencialmente poderoso para generar
células T que reconocen multiples epitopos de un virus especifico de un paciente es tener la captacion de las aAPC
basadas en células y presentar antigenos de manera similar a las APC naturales. Cargando virus inactivados
quimicamente de un paciente en aAPC basadas en K562, que expresan MHC y mezclandolos en células T
autdlogas, pueden expandirse células T anti-VIH especificas de paciente. Al proporcionar esta situacion optima
mediante la cual las células T especificas de VIH encuentran antigenos especificos de VIH, pueden expandirse
células T que reconocen antigenos inmunodominantes como cripticos, dando resultado por tanto un potencial mayor
para controlar la infeccidon por VIH. Ademas, las células T de una persona sana no infectada con alelos de HLA de
clase | compartidos pueden vacunarse ex vivo con el virus inactivado quimicamente del receptor, expandirse e
infundirse en el paciente infectado por VIH. Esto representa una posible opciéon de tratamiento poderosa para un
individuo con enfermedad avanzada y con un repertorio limitado de células T.

Recientemente, Lu et al. (2003, Nature Med. 9:27-32), demostraron que macacos a los que se habian infundido DC
cargados con una forma inactivada quimicamente de VIS tenian significativamente menos niveles de ARN y ADN
viral, lo que sugiere que la respuesta de células T iniciada usando este enfoque de inmunoterapia puede controlar la
infeccion por VIS. Estos datos sugieren que las células T sensibilizadas apropiadamente pueden controlar la
infeccion por VIS y refuerza las perspectivas de una vacuna frente al VIH basada en células en seres humanos
(Bhardwaj et al., 2003, Nature Med. 9:13-14). Se usa el virus inactivado para cargar aAPC basadas en K562 que
expresan MHC de manera similar al estudio con VIS inactivado quimicamente descrito en otra parte en el presente
documento. Los complejos se usan para expandir células T especificas de VIH ex vivo para crear una vacuna
terapéutica de células T especifica de paciente. Los complejos también pueden administrarse a un paciente que usa
un enfoque in vivo.

CD107ay 107b son proteinas asociadas lisosémicas que normalmente no se encuentran en la superficie de la célula
T. Al activarse TCR, se produce rapidamente la desgranulacién de las células T CD8 y CD107 y otras proteinas
lisosémicas se transportan a la membrana celular para facilitar la liberacion de perforina y granzima. Betts et al.
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(2003, J. Immunol. Métodos 281:65-78), demostraron que la expresion de CD107 puede detectarse en células T
especificas de antigeno CD8 ya a los 30 minutos tras la estimulacidn con expresion maxima 4 horas tras la
estimulacion. Por tanto, pueden identificarse efectores especificos de antigeno sin eliminar las células T deseadas,
identificando de ese modo qué antigeno esta activando las células. Se realizan estudios similares para identificar y
expandir células T especificas de VIH tal como se da a conocer en el presente documento.

La figura 4 ilustra, sin querer restringirse a ninguna teoria particular, un enfoque experimental para expandir células
T CD8 especificas de VIH con amplia especificidad. Se dispone de bancos de células T y aislados virales autodlogos,
de alto titulo de un ensayo clinico de transferencia adoptiva completado recientemente (Levine ef al., 2002, Nature
Med. 8:47-53) y se usan en los métodos dados a conocer en el presente documento. Un aislado viral de paciente se
inactiva usando 250 uM de aldritiol-2 (AT-2) con el fin de preservar el potencial fusogénico del virus (Lu et al., 2001,
J. Virol. 75:8949-8956). Se valida la capacidad de AT-2 para inactivar VIH infectando blastocitos-PHA con este virus
tratado y midiendo la produccion de p24 a lo largo de un periodo de dos semanas. Con el fin de permitir la fusion de
VIH, la aAPC basada en células que mejor permite la expansion de células T especificas de Pol se transduce con
vectores de expresion lentiviral con CD4 y CCR5 que ya estan disponibles (Simmons et al., 2003, Virology 305:115-
123). K562 son células que expresan CXCR4 de manera natural (Gupta et al., 1999, J. Leukoc. Biol. 66:135-143).
Estas aAPC se pulsan con los virus inactivados (50 ng de p24/millones de aAPC basadas en células) durante 2
horas a 37°C (Lu et al., 2001, J. Virol. 75:8949-8956). Se mezclan cincuenta millones de células T CD8 del paciente
con aAPC cargadas de antigeno por duplicado. Con un cultivo, se evalda la utilidad de usar movilizacion de CD107
como sustituto de células T especificas de antigeno a las que se han conferido funciones efectoras potenciadas.
Cuatro horas tras la estimulacién, se tifien las células para CADS y CD107, se clasifican las células CD8*CD107*
usando el dispositivo de clasificacion BLS 3 y se expanden en aislamiento usando aAPC ‘“infectadas”. Con el otro
conjunto de células, se somete a prueba la capacidad de estas aAPC para expandir selectivamente células T
especificas de VIH de la poblacién policlonal. Pueden usarse aAPC infectadas por VIH inactivadas quimicamente
para estimular las células T CD8 en masa del individuo infectado por VIH cada 10 dias. Como control, se usan tanto
las células aAPC que no se han pulsado con virus, que sélo deben expandir células que reconocen antigenos de
K562, como una aAPC recubierta con aCD3 que expande todas las células. Tras dos semanas de expansion, se
monitorizan los cultivos y se evallan las células para determinar si se han enriquecido las células T especificas de
VIH que reconocen el propio virus del paciente mejor que una cepa de VIH de referencia. Se usa PHA para estimular
y superinfectar las PBMC con células T CD8 reducidas del paciente o bien con virus del paciente de alto titulo
(aproximadamente 5 x 10 TCIDso/ml) o bien de manera similar con virus Bal de alto titulo (para pacientes con R5) o
NL4-3 (para pacientes con X4) durante 3 dias. La mayoria de los pacientes que recibieron células T CD4 autdlogas,
expandidas ex vivo tenian cargas virales indetectables (Levine et al., 2002, Nature Med. 8:47-53) y por tanto tras
s6lo 3 dias, la inmensa mayoria de los virus en replicacion representaran el virus que se superinfecto.
Aproximadamente 400.000 PBMC obtenidas de un paciente infectado con CD8 reducidas se mezclaron con 100.000
células T CD8 expandidas de una aAPC infectada con el propio virus del paciente. Tras 24 horas, se mide el
porcentaje de células T CD8 que expresan INF-) y perforina mediante citometria de flujo intracelular. Si se observan
mas células T CD8 que expresan IFN-)A y perforina cuando se mezclan con las PBMC superinfectadas con el propio
virus del paciente en comparacion con las superinfectadas con las cepas de referencia Bal o NL4-3, la presentacion
de aAPC del virus del paciente permitié probablemente la expansién de células T que reconocen selectivamente los
epitopos virales del paciente. Este enfoque tiene un potencial tremendo para aumentar la amplitud de respuesta al
VIH de un paciente contra su propio virus o puede provocar potencialmente respuestas contra epitopos cripticos no
bien presentados durante una infeccion por VIH natural (Sewell et al., 1999, J. Immunol. 162:7075-7079). Ademas,
estos experimentos proporcionan una determinacion de si la tincion de CD107 proporciona un modo mas robusto de
identificar y expandir células T especificas de VIH.

Se demostré anteriormente que se generaban CTL de alta afinidad a partir de APC que expresan niveles de
antigeno inferiores (Alexander-Miller et al., 1996, Proc Natl. Acad. Sci U.S.A. 93:4102-4107; Oh et al., 2003, J.
Immunol. 170:2523-2530). Se evalua si las aAPC que expresan niveles inferiores de MHC de clase | son mas
eficaces en la generacion de células T de alta avidez que tienen un mayor potencial para eliminar sus dianas.
Basandose en la divulgacion en el presente documento, se titula la cantidad de virus usada para cargar las células
KA2, o se usa una aAPC que expresa cantidades menores de HLA-A2, para garantizar que se generan respuestas
de células T de alta afinidad que son utiles para inmunoterapia de transferencia adoptiva (Alexander-Miller et al.,
1996, Proc Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93:4102-4107).

Si la aAPC cargada con virus inactivados quimicamente no es un método eficaz para expandir células T especificas
de paciente, este método de generar células T especificas de VIH se compara con métodos de cebado cruzado
descritos por Larsson et al. (2002, AIDS 16:1319-1329). Para que este método funcione, la aAPC basada en K562
posee la capacidad de captar antigenos de células T moribundas o muertas. Las células T se transducen o bien con
GFP o bien con constructo de LV de fusiéon matriz de virus de la gripe - GFP. Estas células se someten a radiacion
UVB tal como se describe en Schlienger ef al. (2003, Clin. Cancer Res. 9:1517-1527), y se mezclan con la aAPC
Optima que expresa HLA-A2. Si la aAPC procesa apropiadamente las células T infectadas por gripe muertas, las
células KA2 incubadas con las células T apoptéticas que expresan la proteina de fusidon matriz de virus de la gripe -
GFP, pero no las incubadas con células T que expresan solo GFP, pueden expandir células especificas del virus de
la gripe tal como se describe en otra parte en el presente documento. Si KA2 procesa y presenta antigenos de
células muertas, las células T de un paciente pueden superinfectarse con su virus. Estas células se someten a
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radiacion UVB y se incuban con aAPC. Entonces se evalla la capacidad de las aAPC cargadas con células
infectadas con VIH apoptéticas para promover la expansion de células T especificas de VIH tal como se describe en
otra parte en el presente documento.

Alternativamente, las células T especificas de VIH con multiples especificidades se expanden usando un panel de
tetrameros especificos de VIH. En este enfoque, una serie de tetrameros especificos de VIH marcados con el mismo
fluorocromo se mezclan con células T de un donante infectado con VIH y las células T que se unen a estos
tetrameros ordenados se clasifican para dar una poblacién Unica. Esta poblacion de células T especificas de
antigeno se expande usando la aAPC éptima, tal como se describe en otra parte en el presente documento, y se
evalua la capacidad de las células T expandidas de esta manera para reconocer y responder a virus autélogo frente
a cepas de referencia tal como se describe en otra parte en el presente documento. Actualmente, hay tetrametros
definidos de HLA-A2 que reconocen epitopos conservados en gag, pol y nef y pueden crearse nuevos tetrameros
que presentan péptidos especificos de VIH. Aunque este enfoque expande un numero limitado de células T
especificas de antigeno, debe ser suficiente para impedir el escape viral. Ademas, los métodos dados a conocer en
el presente documento pueden trasladarse rapidamente a ensayos clinicos de fase I.

Ejemplo 10: Produccién y evaluacién de células K562 que comprenden CD32 o CD64

Se constransfectaron de manera estable células K562 con (i) el receptor CD32 de Fcy humano para permitir la carga
exogena de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, y se transdujo una poblacion independiente de células con el
receptor CD64 de Fcy humano, que permite la carga de alta afinidad de anticuerpos de anti-CD3, anti-CD28, y otros
receptores, y (ii) ligando 4-1BB humano. 4-1BB, también conocido como CD137, es un miembro de la familia de
receptores de TNF que promueve la supervivencia de células T CD8 (Hurtado et al., 1997, J. Immunol. 158:2600-
2609; Takahashi et al., 1999, J. Immunol. 162:5037-5040; Tran et al., 1995, J. Immunol. 155:1000-1009). La
estimulacion de 4-1BB activa preferiblemente células T CD8 in vitro, amplifica respuestas de CTL in vivo y mejora la
supervivencia de CTL activadas (Shuford et al., 1997, J. Exp. Med. 186:47-55). 4-1BB es una molécula candidata
que puede promover el crecimiento ex vivo a largo plazo de células T CD8. La tasa de crecimiento inicial de células
T CD8 estimuladas con o bien perlas CD3/28 o bien aAPC K32/4-1BBL recubiertas con anticuerpos anti-CD3 y
CD28 (CD3/28 K32/4-1BBL) fue equivalente. Sin embargo, tras la estimulacién de nuevo, sélo las células T CD8
activadas con aAPC CD3/38 K32/4-1BBL continuaron expandiéndose. Esta capacidad para expandirse se
correlaciona con la regulacién con incremento del gen Bcl-xL de supervivencia celular y la citocina IL-2. En ausencia
de la induccion de estos genes, un gran porcentaje de cultivos se vuelven positivos para anexina V, un signo
temprano de apoptosis (Maus et al., 2002, Nature Biotechnol. 20:143-148). Se observo “interferencia” entre las
aAPC basadas en células y las células T (Thomas et al., 2002, Clin. Immunol. 105:259-272).

La transduccion de células K562 con CD64 se llevd a cabo tal como sigue: Se transdujeron células K562 con un
vector lentiviral que expresa CD64 (SEQ ID NO:2) segun los métodos descritos en el presente documento. Se
clasificaron las células de alta expresidon y se examinaron los clones individuales para determinar la expresion de
CD64. Se seleccion6 un clon para su caracterizacion adicional (figura 14).

Se evalué la capacidad de union de las células K562 que expresan CD64 (células K64) tal como sigue. Se cargaron
un millén de células K64 con 0,5-50 pl de anticuerpos anti-lgG2a marcados con FITC durante 1 hora a 4°C, entonces
se lavaron una vez y se fijaron. Usando la concentracién de anticuerpos conocida (50 pg/ml), una razén conocida de
FITC/proteina (3,5) y perlas Immuno-Brite (Beckman Coulter), se calculé que la cantidad de anticuerpo unido a las
células K64 células era de entre aproximadamente 2000 y 6000 anticuerpos unidos a cada célula (figura 15).

Para evaluar la capacidad de células K64 para cargar anticuerpos y estimular células T, se irradiaron células K64 y
K32 a 100 Gy, y se cargaron con 1 ug/ml de mezcla de anticuerpos anti-CD3/anti-CD28 por 10° células en el medio
PFHMII libre de proteinas (Gibco/lnvitrogen, Carlsbad, CA) y se hicieron rotar a 4°C durante 1 hora. Entonces se
lavaron las células tres veces con el mismo medio libre de proteinas, se resuspendieron en el mismo medio y se
afiadieron a células T CD4 a una razon de 2:1. Se resuspendieron las células T en RPMI+HSAB al 10% a una
concentracion de 108 células por mililitro. Como control, también se cargaron células K64 y K32 usando el método
convencional (10 minutos a temperatura ambiente sin lavados), y entonces se mezclaron con células T CDA4.

Tal como se ilustra en la figura 16, cuando se comparan las células K64 con las células K32, las células K64
cargadas con anticuerpos anti-CD3/CD28 y lavadas tres times para retirar los anticuerpos no unidos en exceso
todavia pueden estimular eficazmente a las células T. Especificamente, tal como se representa en la figura 16, las
células T CD4 en reposo tienen un volumen celular medio de ~140 fl. La desaparicion de esta poblacién de células
indica que las células T CD4 se han activado. Por tanto, las células aAPC de la presente solicitud pueden usarse en
aplicaciones in vivo, tal como se describe en otra parte en el presente documento porque pueden iniciar la
estimulacion y la proliferacion de células T sin la presencia de anticuerpo en exceso que pudiera dar como resultado
una respuesta de HAMA (anticuerpo humano anti-ratén) si se usan anticuerpos monoclonales en una aplicacion in
vivo de la presente invencion.

Ademas, tal como se demuestra en la figura 17, se requiere mucho menos anticuerpo para cargar de manera 6ptima
las células K64, pero lavar las células K64 para impedir una reaccion de HAMA cuando se administra a un mamifero
tienen un efecto minimo, en caso de tener alguno, sobre la capacidad de una aAPC para estimular una célula T. Se
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irradiaron las células K64 a 100 Gy y se cargaron con o bien 1, 1/4, 1/16, 1/64 o bien 1/256 mg/ml de mezcla de
anticuerpo anti-CD3/anti-CD28 por 108 células por duplicado medio PFHM Il libre de proteinas (Gibco/Invitrogen,
Carlsbad, CA) y se hicieron rotar durante 1 hora a 4° C. Se lavé un conjunto de células tres veces con PFHM Il y se
resuspendid en el mismo medio. El otro conjunto de células no se lavd. Ambos conjuntos de células K64 se
anadieron a células T CD4 y CD8 marcadas con CFSE a una razén de 2:1. Se resuspendieron las células T en
RPMI+HSAB al 10%, 10%/ml, tal como se describié anteriormente. Como control, también se cargaron células K64 y
K32 usando el método convencional (10 minutos a temperatura ambiente sin lavados), y entonces se mezclaron con
células T CD4. Se midid la dilucion de CFSE mediante citometria de flujo.

Tal como se ilustra en la figura 17, tres lavados para retirar el anticuerpo en exceso tienen poco efecto de aAPC que
comprende CD64 para estimular células tanto CD4 como CDS8.

Ejemplo 11: Expansion y caracterizacion funcional de Treg

Las células supresoras CD25*CD4* (Treg) que se producen de manera natural desempefian un papel activo en
establecer y mantener la falta de respuesta inmunoldgica a los constituyentes propios (es decir, autotolerancia
inmunoldgica) y el control negativo de diversas respuestas inmunitarias a antigenos no propios. Hay una escasez de
marcadores fiables para definir Treg, pero las Treg CD25*CD4* que se producen de manera natural son las mas
ampliamente usadas porque la evidencia acumulativa indica que esta poblacidon desempefia un papel crucial en el
mantenimiento de la autotolerancia inmunoldgica y el control negativo de las respuestas inmunitarias patoldgicas asi
como fisioldgicas. Su presencia natural en el sistema inmunitario como poblacién fenotipicamente diferenciada hace
de ellas una buena diana para disefiar modos de tratar o prevenir enfermedades inmunolégicas y para controlar
respuestas inmunitarias patologicas asi como fisiolégicas. Sin embargo, existen pocos métodos, si hay alguno, para
expandir y manipular esta poblacion de células.

Con el fin de inducir la estimulacién y la proliferacion y para investigar las funciones de aAPC que se ponen en
contacto con células Treg, se realizaron los experimentos siguientes.

Se marcaron linfocitos de sangre periférica con anticuerpo anti-CD4 y anti-CD25 y se aislé el 1% superior que
expresa células CD25+ mediante clasificacion celular. Se estimularon estas células con perlas recubiertas con
anticuerpo o bien anti-CD3 o bien anti-CD28 o células K32 cargadas con anticuerpo anti-CD3 y anti-CD28. Se midio
la expansion celular cultivando las células T en presencia de 3000 U/ml de IL-2 y manteniendo la concentracion de
células T entre 0,8 y 2 millones de células por mililitro. Se contaron las células en un contador Coulter IIE cada de
dos a tres dias. Tal como se ilustra en la figura 18, la estimulacion con aAPC de poblaciones de Treg dio como
resultado un mayor aumento en el numero de células cuando se comparé con la estimulacion de perlas. Ademas, se
producen mayores numeros de células Treg mas rapidamente que con los medios convencionales, tales como
perlas.

Para evaluar la funcionalidad de las células Treg estimuladas por aAPC, se expandieron células positivas para CD4
y CD25 y negativas para CD4 CD25 durante 17 dias usando células K32 cargadas con anticuerpos anti-CD3 y CD28
y 3000 U/ml de IL-2. Se mezclaron estas células con células tefiidas con CFSE en reposo del mismo donante a una
razén de 1:4 (1 célula expandida por cada 4 células en reposo). Se colocod esta mezcla sobre células dendriticas
alogénicas y se midio la dilucion de CFSE por citometria de flujo. Tal como se ilustra en la figura 19, las células Treg
expandidas con aAPC suprimen una reaccion linfocitaria mixta alogénica y la expansion de células T suprimidas
positivas para CD4-positivas para CD25 expandidas, mientras que no lo hicieron en la poblacion negativa para
CD25.

Se realizd un experimento similar usando aAPC que expresan CD32 (células K32) que expresan OX40L. Tal como
se ilustra en la figura 20, las células Treg CD4+CD25+ se vuelven no supresoras tras un tratamiento de este tipo con
aAPC.
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<210>1
<211>9
<212> PRT

<213> Virus influenza

<400> 1

Gly Ile Leu Gly Phe Val Phe Thr Leu

1
<210> 2
<211> 2230
<212> ADN

!

<213> Homo sapiens

<400> 2

cttggagaca
gtggacacca
gaaaccgtaa
tttctcaatg
gtcaatgaca
cagctggaaa
ggagaacctc
tactatcgaa
aaaaccaaca
acatcagcag
tetgtgacat
ctectigeaga

cgaggcagga

acatgtggtt
caaaggcagt
ccttgeattg
gcacagecac
gtggtgaata
tccacagagg
tggecttgag
atggcaaagc
taagtcacaa
gaatatctgt
cececcactect
ggecctggktt

acacatcctc

cttgacaact
gatcactttg
tgaggtgctce
tcagacctcg
caggtgccag
ctggctacta
gtgtcatgecyg
ctttaagttt
tggcacctac
cactgtgaasa
ggaggggasat
geagetttac

tgaataccaa

ctgctcettt
cagcectcecat
catectgectg
acccccaget
agaggtctct
ctgecaggtet
tggaaggata
ttcecactgga
cattgctcag
gagctatttc
ctggtcacce
ttctecettet

atactaactg

40

gggttccagt
gggtcagegt
ggagecagctc
acagaatcac
cagggcgaag
ccagcagagt
agctggtgta
attctaacct
gcatgggaaa
cagctccagt
tgagctgtyga
acatgggcag

ctagaagaga

tgatgggcaa
gttccaagag
tacacagtgg
ctectgecagt
tgacccecata
cttecacggaa
caatgtgett
caccattetyg
gcatcgectac
gctgaatgca
aacaaagttg
caagaccctg

agactctggg
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ttatactggt
gagcttecaag
ctggcagtyy
ctgaaaagaa
gtaatttceca
agagaagaac
cggctecagtyg
tgcgtacaaa
cttaaagcaa
gatgacttga
cctgataatc
aggtgagtgg
cacacageca
aaggaaatag
ctgtgttcag
ceatacgegt
tgecectectet
ccagtectag
ttaagtccaa
gataccatag
tactaattag
ttttectgce
aaaagtttag
aaaaaaaaaa

dacadadada
<210> 3
<211>9
<212> PRT

gcgaggetge
tgcttggect
gaataatgtt
agaaaaagtg
gccttcaaga
agctgecagga
ggtggeccate
catccaaaag
ataaatgaac
aatgaggcet
ctattacata
gtgcatatgt
ggagtgggta
tacttacaaa
gatacttagt
tctaggcata
tttgaggcte
gcccecctgece
atcteccaagt
agtccagatc
cttcaggata
actgtgtaac
ggaaaaaaaa

aadaaaaaaa
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cacagaggat
ccagttacca
tttagtgaac
ggatttagaa
agacagacat
aggggtgeac
gatctggacc
ttcaacaaca
tgacttcaac
actctaaaga
gtttgaaaaa
acagaagatt
gatttcaggg
tgactcetaa
tcatggettt
caagggggta
tctecataacce
tgtaggaagg
gcggeactge
ttgcctecag
cgctgetcte
atagctgagyg
caggaggagt

daaadaaaad

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 3

ggaaatgtecc
actcctgtet
actgttctet
atctctttgyg
ttagaagaag
cggaaggage
gtcecectgee
ccagaactgt
tgggatacat
attcttgaaa
tagtatttta
aagacagaga
agacaagagg
gggactgtga
tctectttgac
actcatgatg
cctetattte
cagaatgtaa
aaagagacge
agatttgctt
atacttggge
taaaaactga
atgacacaaa

aaaaaaaaaa

Ile Leu Lys Glu Pro Val His Gly val

1
<210>4

5

41

ttaagcgeag
ggtttcatgt
gggtgacaat
attctggtca
agctgaaatg
cccaggggge
cacttgetec
gtgtctcatg
ttggaaatgt
aacttacaag
tttctecagaa
aacagacaga
gaatagtata
gactgagagg
tttactaaaa
agaaatggat
tagagacaac
ctgttectgtt
ttcaagtggg
taccttecctyg
tgtagtttgg
actatgtaaa
azaaaaaaaa

aadaaaaaaa

ccecctgagttg
cctttictat
acgtaaagaa
tgagaagaag
tcaggaacaa
cacgtagcag
ccgtgageac
gtatgtaact
ggtcatcaaa
tcaagectag
caaggtaaaa
aagagacaca
gacaataagg
gctcacgocet
gagaatgtcet
gtgttattct
aaaaatgctyg
tgtttaacga
gagaagegge
attttctggt
agacaaaata
tgactctact
agaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

840
900
960
1020
1080
il40

1206

1320
1380
1440
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1620
1680
1740
1800
1860
1820
1880
2040
2100
2160
2220
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<211>9

<212> PRT

<213> Virus de Epstein Barr
<400> 4

Gly Leu Cys Thr Leu Val Ala Met Leu
1 5

<210>5

<211>9

<212> PRT

<213> Citomegalovirus humano
<400> 5

Asn Leu Val Pro Met Val Ala Thr Val
1 5

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana
<400> 6

Ser Leu Tyr Asn Thr vVal Ala Thr Leu
1 5

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Virus linfotrofico de células T humanas
<400> 7

Leu Leu Phe Gly Tyr Pro Val Tyr Val
1 5

<210>8

<211> 1019

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

42



tgatgggaat
agtecccceca
ttgetgggac
acgtgetcca
actccattca
ggttcaagyc

tcagcgactc

tggagttcca
tggtcaaggt
acttctecat
taggctacac
caccgatggg
ctgtagtgge
tgaaggctge
cagaaagaga
gactctgaac

caacgaccat
<210>9
<211> 1589
<212> ADN

cctgtcatte
gecttggggt
acctgecaget
agaggactet
gtggttccac
caacaacaat
tgtgcatctg
ggagggagaa
cacattctte
cccacaagea
gctatactca
gatcattgtg
cttgatctac
ccaatttgag
;aacctgaag

cccagggeac

gtcaacagta

<213> Homo sapiens

<400>9
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ttacctgtec
catatgette
cccccaaagyg
gtgactctga
aatgggaatc
gacagcgggg

actgtgettt

accatcgtgc
cagaatggaa
aaccacagtc
tccaagecetg
gctgtggtea
tgcaggaaaa
atgetttect
aaaccaacaa
ctactgacga

ataactaaag

ttgcecactga
tgtggacagc
ctgtgctgaa
catgcecgggy
tcattcccac
agtacacgtyg
ctgagtggct
tgaggtgcca
aatccaagaa
acagtggtga
tgaccatcac
ctgggattge
agcggatttc
gcagccaccth
tgactatgaa
tgataaaaac

agtaacgtta

43

gagtgactgg
tgtgctattce
actcgageece
gactcacagc
ccacacgcag
ccagactggce
ggtgctcecag
cagctggaad
atttteccgt
ttaccactgce
tgtccaaget
tgtagcggec
agccaattce
ggacgtcaaa
acagctgacg
atctacctga

tgeccatgtgg

gctgactgea
ctggekcctg
cagtggatcea
cctgagageg
cceagetaca
cagaccagce

acccctcacce

gacaagcctc
tcggatceca
acaggaaaca
cccagetett
attgtigetg
actgatcctg
tgattgecat
gcggctacat
ctecttectee

tcatctaga
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gaattectet
tgaagattce
ctgaaagtac
cgcegtaatg
aggaaccage
gggteetggy
gactacgecee
cecicecectga
gatggcaaac
aaagaaattg
gatgctaata
aaaatgaata
atactgttga
caaccaacaa
ttgtgtttec
ggcactaaag

tecetecaaga

tgaatgcacc
agatgaatac
gaacatttat
tcagttgcaa
tatataatgg
ctcactatga
tgttttagag
ttaagtaagc
ttaatcatga
azaaaaggac
<210> 10

<211> 1969

<212> ADN

ggtcectcate
atgctgatga
actgctggcg
tgtgcegeee
tgcagagatc
agtgactatg
gecteeegea
tecttgttet
aatatgagag
gtagcaattyg
aggaaggtat
gcactggtga
actgcactgg
agagtttgga
taaagagact
aacactgaaa

atctatectge

atggtcaaaa
azaacaatgga
caatcagtat
taatacttct
tttcaaagat
atctattata
ttaacaatga
aacagcataa
atgtgtaaca

aatttcaaaa

<213> Homo sapiens

<400> 10
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caggtgegeg
tcccaaagat
gatcctacgg
ccclttgggat
accctgecea
ggcggtgaga
gaccatgtte
gttgececagta
tgttctaatyg
cctgaataat
gtttttatte
ttttgatctce
ccaggttaaa
agaaaataaa
attacaagag
aatatggagt
ttatgcagtt
cggattaggg

aactgaatge
aattctgtac
caaacctgtt
tcaaaattga
ctgtattaag
tatatggata
caaggtccaa
cagtgcctte

aaataaaat

ggaagcaggt
tgaacctgca
aagttatgga
ggatgaaact
acacagacte
gcttgctect
catgtttett
gcatcatctyg
gtcagcatcg
gaattitaact
cgtgctgetce
cacttattaa
ggaagaaaac
tctttaaagg
ataaaaactt
ggcaatatag
tttcagagtg
catttgagaa
tccagtcaac
tgatttttgt
taaatatttc
cattgcttta
agtgaaaatt
atgccggtga
gatacctaaa

aataaatggt

44

gcccaggaga
gaccaagcgce
aaaggcaaag
gecagtcgegg
ggcaactcag
gctccagtty
ttaggtatat
attgtgatat
atcaattatt
tttttaaaag
gcaagtigag
aagtttcaga
cagctgcect
aacagaaaaa
gttggaataa
aaacacgaac

gaatgcttce

atgecatattg
aaactattte
aagacaatcc
aagacattaa
ctgtcaaaat
gtcttettet
gaataagaga
agagatttca

atagcaaatg

gaggggataa

aaagtagaaa
cgcagagcca
cgtgggtaag
cggaagacca
cggtcatcat
ctttggactt
tgaaggtaaa
ggacagcatyg
acatatctgt
gcaatttctt
aggcacaaca
gggtgaagcc
actgaatgac
aattttgatg
tttagctgea

tagaagttac

tattactaga
ttatatatgt
atgtaaggta
atctatgaag
aattttatgg
gtgctggaga
gtcataaacc
agagatttaa

ttttgacatyg
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1200
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gactccgggt
cggegecces
cccaccctge
gagtggtggt
cccagcteca
gggaaaactt
tectageecat
gcgactcect
gccgggeace
gctgegggtt
caagctcagg
gcaatgttce
cagatagcca
gectggaaaca
gagtaatgag
tacttctaaa

tcagtgecagg

ggcaggegcec
cgggagggaa
agccaggact
ggttgaaagg
gcgttacect
agcecgecaact
ccteccgett
actgcgctge
ccgegetecyg
tctgagaaga
aaggccaaga
atcatgttece
gceceatacaa
ccttgccata
aatttcgaaa
cagtcatttt

gcttectaaa

ES 2 668 538 T3

cgggggaatce
ctgggtggee
cgatggaggt
gcgatggaat
ceggtetate
tcaatttttg
ccggaggage
gectcttacgg
ctgggagggt
cgctgtcecg
aaagaatcca
atgctgetga
gatcgtattg
gcecagcetett
ccacatttga
ctaactgaag

acagaagcca

ccagcetgact
gcaccctecc
acagagctcg
tttececcecgaa
ctactggceg
gtttttecett
gcagatcgea
cgttcecagge
gagggacgcyg
cageccctgag
ttccaatata
cgtecacatgg
tattgtagga
cttcaatact
gaagtattte
ctggcattca

actgggtgaa

45

cgctecactge
ggctgeggty
gottetttge
agcctacgee
agetgeceecy
taatgacact
ggtccetttg
tgctggetag
cgtctggegy
ggcetgagtte
tggcecatgtg
agcacagaaa
ggcatcegtgg
taaggattta
catccagtge
tgtctteatt

tgtaataagt

cttcgaagte
gctgtcgeee
cttgggaggy
cagggccect
cctteteatg
tctgaggete
cecectggegt
cgcaaggegg
ccecagcecaa
tgcacccagt
gctctttgga
tcaatgttag
atggatgget
ccgtggettt
tacttgtgtt
ttgggectgtt

gatttgaaaa
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180

240
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360

420

480

540

600
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720

780

840

¢00

960
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aaattgaaga
ttcacecccag
caclttgagtc
acaacagttt
tggaggaaaa
tocaacactte
ctetgetget
ttctgtcaag
aatgtcattyg
taatttatta
gtacaagtgt
gtttaagggt
cagctatget
ccttactaag
atgtgaatcc

aataaagaaa
<210> 11
<211>611
<212> ADN

tcttattcaa
ttgcaaagta
cggagatgca
gtcttctaat
aaatattaaa
ttgattgcaa
tagacataac
aagatgatca
agtaatatag
ttgaaattgt
tgttttttaa
gatagtcaaa
ggtaggectce
catagcaaac
tcttetttat

ttgcaataac

<213> Homo sapiens

<400> 11

gtgaaaacga
catggagagg
aagctcccaa
tcagctgaaa
agagacaaac
aaatacagga
accttccaca
ttatgagaaa
gattcatcag
gecagttggac

aagtggagga

gaccaaggtc
attgtecatet
ggtcaagatc
aattatgtga
tatgagtggt
aacaatgaaa
aatgcaggga
aaaccaccca
catctgtect

actatgttac

g
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tctatgcata
acagcaatga
agtattcatg
aggaatgtaa
gaatttttgce
ttgattettt
aaaacactcg
gaccttggat
tgactatgaa
acatatttgt
gttgcactga
ttatgtattg
tgeccagtgtyg
agaggaagaa
actgtaattt

tggcaaaaaa

tagctctact
gtctgatggt
gccacatgat
atgacttggt
cagctttttc
ggataatcaa
gaagacagaa
aagaattcct
ctagaacaca

atactctaat

ttgatgetac
agtgectttct
atacagtaga
cagaatctgyg
agagttttgt
ttaaagtgtt
gcatttcaaa
cagatgaact
cttctctecag
ggaataatgt
tattttacct
gtggggctgyg
gaaccactga
tttgttatca
agttattgat

dagdaaaaaaa

gttggtactt
catcttettg
tagaatgcgt
ccetgaattt
ctgettteag
tgtatcaatt
acacagacta
agaaagattc
cggaagtgaa

atagtagtga

46

tttatatacg
cttggagtta
aaatctgatc
atgcaaagaa
acatattgtce
tctgttatta
tgtgetgtea
cttagaaatg
acttacttta
aaaatgttga
cttattgcaa
gtaccaatge
ctactggete
gtaagaaaaa
gtataaagca

daaaaaaaa

atgagatcca
gggacactgg
caacttatag
ctgeccagete
aaggcccaac
aaaaagctga
acatgccctt
aaatcacttc
gattcctgag

aagtcattte

gaaagtgatg
caagttattt
atcctagcaa
tgtgaggaac
caaatgttea
acaaacatca
aaacaagttt
aaggcagaaa
ctcatttttt
ataaaaatat
aatagcattt
tgcaggtcaa
tcattgactt
gaagaactat

actgttatga

gtcetggeaa
tccacaaate
atattgttga
cagaagatgt
taaagtcagc
agaggaaacc
catgtgatte
tccaaaagat
gatctaactt

tttogtattec

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1969

60

120

180

2490

300

360

420

480

540

600

611



10

<210>12
<211>1048
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

ggcectggga
tttctgggga
ctaccecagat
ccaggccaag
ggctgcteet
ggtatcctcg
tcatccteac
tcaactgtga
ttagccttca
tecaactecett
ctgacaatac
aaaatcctgg
cagcatgaac
ccteccaget
cectcaggga
tctaaattgce
gaaagaaaaa

cataataaac
<210>13
<211> 1645
<212> ADN

cetttgecta
aaacttcagt
tgtgaagatyg
attcgagagg
gtgcttcace
aattcaaagt
ttcccaaaag
tgggttttat
ttaccagaag
gatggtggee
ctcectyggat
tgaattctgt
accaagctgg
cagccacgtg
tatttaaaac
ctagccgteca
atagatgcect

ttatgtcatt

<213> Homo sapiens

<400> 13
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ttttctgatt
tttatcgcac
gaaagggtcc
aacaagctat
tacatctgec
atcaaagtac
gaggatgaaa
cteatectece
gatgaggagc
tctectgactt
gacttccatg
gtcctttgag
gggtggacag
ggatgtgaca
ttattttata
caccccaaga
cttecttcaag

gaaaacgg

gataggcttt
gtteccecttt
aacccctgga
tgctggtgge
tgcacticte
aatttaccga
tcatgaaggt
tgaagggcta
ccctetteca
acaasagacaa
tgaatggcgg
gggctgatygg
ggcatggatt
agaagcagat
taccagttaa
ttgccttgag

atgcattgtt

47

gttttgtett
tccatatcett
agagaatgtg
ctctgtaatt
tgctcttcag
atataagaag
gcagaacaac
cttctccecag
actgaagaag
agtctacttg
agaactgatt
caatatctaa
cttcattgca
cctggecctce
tettatttat
cctactagge

tctattggte

tacctectte
catcttcect
ggaaatgcag
cagggactgyg
gtatcacatc
gagaaaggtt
tcagtcatca
gaagtcaaca
gtcaggtctyg
aatgtgacca
cttatecatc
aaccaggcac
agtgaaggayg
cocgcccceac
ccttatattt
acctttgtga

aggcaatigt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1048



agtctctegt
ccgcegcccey
tgectgetget
gggetcgege
cgcccgacga
cccagaatgt
gegtgtecct
aggctggagt
gctecaggetce
cegeectgge
tcggtttcca
acactgaggc
tettecegggt
cagectgagt
cetggtgety
ctgacctece
attctgagcce
ttaaagagga
tcttecgacat
cctececaage
tgtgtattga
tctagaaata
atccccagec
ttttgagatyg
tgcagecteco
tagetgggac
acggtattgce

tttttectea
<210> 14
<211> 2824
<212> ADN

catggaatac
cgctecgegee
gctcgetgee
ctcgceegge
tecegecgge
tctgctgatce
gacggggggc
ctactatgtce
cgtttcactt
tttgaccgtg
gggcegettg
cagggcacgc
gacccccgaa
gecagceccace
ggtcectget
cttgaggacc
tgaactcaga
tcectgagttt
tgccgagget
aactgggatt
gcatctgtaa
gactgaaaga
tccacctect
gtcttgttet
agcctegacce
cacagttgtg
tatgttgcca

aadaaaadda

<213> Homo sapiens

<400> 14
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gcectectgacyg
tgcecgegtac
gcectgegoeyg
tccgecggceca
ctcttggace

gatgggccce

ctgagctaca
ttctttcaac
gcgetgeace
gacctgeccac
ctgcacctga
catgecctgge
atcccagecg
tggacagagt
gctttctcta
ctecteacce
taatatatta
gtgaatggac
ggtcttgaac
catcctttct
tgtgccagea
aaatctgagt
gtgtgatact
gtcaaccagg
tcecegagget
tgccaccaca
aggttgttta

aaaaa

cttecactgga
tgececttggge
tcttectege
gcccgagact
tgcggcagyy
tgagctyggta
aagaggacac
tagagctgeg
tgcagccact
ccgectecte
gtgccggeca
agcttaceca
gacteccctte
cecgaatecta
cctcaagggg
actcecttceee
tatatattat
ttttttagag
tcctggactt
attaattcat
ttgtgceceag
tatggtaata
tgggggctag
ctagaatgca
caggtgatce
cttggctaac

catgccagta

48

cceccgaagee
cctyggtcgeg
ctgcecectgg
ccgecgagggt
catgtttgeyg
cagtgaccca
gaaggagcty
gegegtyggty
gcgctetget
cgaggctegg
gegectggge
gggcgecaca
accgaggtcyg
ctccatccett
cttggcaggyg
caagttggac
atatatatat
gagttgtttt
agacgatect
tgtacttatt
gctaggggge
cgtgaggaat
cttttttett
gcggtgcaat
teecatetea
tttttaattt

caatttataa

ccgtggecte
gggectgetge
gccgtgtcecg
cccgagettt
cagctggtgy
ggectggeag
gtggtggeca
gccggcgagyg
gctggggecey
aactcggect
gtcecatcette
gtecttgggac
gaataacgcc
catggagacc
gtecectgetg
cttgatattt
atatttctat
9999999999
cctgecteag
tgectatttg
tatagaaaca
ttaaagactce
tctttetttt
catgagtcaa
geectetegag
ttttgecggag

taaacactca

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1620

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1645



aagtaacaga
atttgtcatt
aaatcaaagg
acaaccttty

agggtcttet

agttagaagg
gctttataga
atttaaagaa

gagacccagqg

acgtgagcaa
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ggaaatgtcy
ctgtaagaag
aaagtggaat
aacaccctcce

ttggattgtce

cctetctgaa
agaacatctc
ttttcttcag
aatctctgtg

atcagceccethg

49

gattacccaa
agaagtggag
caagctgtga
tgttttgtaa

cctgttttge

agaaaaagtg
tcttaccetg
aactaaatcc
acatcactgg

acctgyggaag

60

120

180

240

300



tgcectggte
gecatgggee
tttcagctct
aaggaagtga
gcacaaactc
gacatgaata
tceattgtga
aagtatgaaa
gctgacttec
ataatttgcet
gaagaattaa
gttagcagea
tatggacatt
cetgataace
atatgctgee
ttgagaaggyg
atctgaaggt
agattaccce
ttgcaggaag
aggggttttg
attaatgaca
aacccagatt
ctggtatata
aggtcaactt
tttacaaaag
ggaaatatta
tetcteacte
acatgtaaga
caaagactta

gacctecattt

ttacttgggt
acacacggag
tggtgectgge
aagaagtggc
gcatctactg
tatggccecga
tecctggetet
aagacgcttt
ctacacctag
caacctctgyg
atgccatcaa
aactggattt
taagagtgaa
tgctccecate
tgacctactyg
aaagtgtacyg
ctcacctcca
accttgeect
tgtctagagg
aaatgcagaa
aaggcactga
tcetaactet
catatatatg
cagagactat
ccecaatgtaa
ttggtgttta
ceccatgagg
cgaatgattt
actggttecat

gtaaaatatt
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ccaaattgtt
gcagggaaca
btggtectttot
aacgctgtec
gcaaaaggag
gtacaagaac
gcgeccatct
caagcgggaa
tatatctgac
aggttttcca
cacaacagtt
caatatgaca
tcagaccttc
ctgggccatt
ctttgececa
ccctgtataa
tttgcaattyg
ttacgtatct
aatatggtgg
ttcttgagtt
ggcccaggyga
ggtgctettt
tcaggcaaag
ctgatttect
tgcataggaa
cccagtattc
tacagcagaa
aggtacgtca
attggactga

tatgagaaag

ggctttecact
tcaccatccea
cacttetgtt
tgtggtcaca
aagaaaatgg
cggaccatct
gacgagggea
cacctggetyg
tttgaaatte
gagccteace
tcccaagate
accaaccaca
aactggaata
accttaatct
agatgcagag
cagtgtcecge
acctcttetg
gctcttaggt
gcacagaagtl
ctgéaaggga
ggtgacccga
ccectttatca
tgctgectgga
aatgtcagag
gtatggeatyg
cattttttte
aggagaacta
aagcagtagt
taatctettt

ttctcattta

50

tttgacccta
agtgtccata
caggtgttat
atgtttetgt
tgctgactat
ttgatatcac
catacgagtyg
aagtgacgtt
caacttctaa
tectectggtt
ctgaaactga
gcttcatgtg
caaccaagca
cagtaaatgg
agagaaggag
agaagcaagqg
ggaacttcet
gcttectteac
agctctggtg
ctttagagaa
attataaagg
gtttgactgt
agtagaattt
tagaagattt
aacatcttta
attgtgttct
tccaaaacta
caaggaggaa
saatggecttt

aaatgagatc

agcatctgaa
cctcaatttce
ccacgtgacce
tgaagagctyg
gatgtetggg
taataacctce
tgttgttctg
atcagtcaaa
tattagaagg
ggaaaatgga
gectectatget
tectecatecaag
agagcatttt
aatttttgtg
gaatgagaga
ggctcaaaag
cagatggaca
ttcagttgcet
accttgatca
taccagtgtt
ccageygccag
ggcctgttaa
gtccaataac
tatgctgetg
ggagactaat
ctattgctge
atttecctetyg
agggatagtc
atgctagttt

gttgtttaca

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560

1620

1e80

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100



gtgtatgtac
ctcettagat
cagagaactg
aactgeccttc
ttatcatctg
ctecatggeag
agctacctea
agggcagaga
tacttaacte
attctaagta
caaagttgaa
aaaaaaaaaa

aaaa
<210>15

<211> 2410
<212> ADN

taagcagtaa
ccctaagatg
gaaagacata
cacaattcac
aaaatctgga
ctaagccaca
ctatgetget
ggtctaacac
aataattctt
attcctgtat
ccgtttettt

dadadaadaaa

<213> Homo sapiens

<400> 15

gctteecygetyg
gggcataaaa
agcgctecag
gctccecgega
geccccectggg
gaagagagga
gggcaaaatg
actaccagcet
aacctaagtg
acttttaaga
acactcatca
aaagctggca
gtgactccte

gctgaggctc

cccgecgggg
gggcagcegy
ccatgtegeg
cgcecggaggt
atccgecaggt
tggagacacco
gttctttcga
gcaactcggg
gcaaggtgat
aatacagagc
ttttcacttg
tggaacgagc
acaagacaga

aggggtgtge

ES 2 668 538 T3

getatcttea
gecittttete
gocaactget
tagaccagaa
gttgaacagce
tggcetgggat
tcacaaacct
caacataagg
ttcttttcca
tctacagcag
aataaaaaaa

daddadadaaa

aaktccceecgy
cgceecgegeg
cggecctecag
gaaggtggct
tcecctacacg
ccaggaagac
cgeocecaat
gacatacagg
cttgagagtyg
ggagattgtc
taagtttgea
ttttctecea
actggtatga

ctgtctgtta

aatgtctaag
cttggtattt
gttcatgtta
gtggacgcaa
aaaagaagac
ttaaagecctt
tgctectgtg
tactagcagt
tttagtaaca
atactttgtc
aaaaaaaaaa

daaasaaaaa

gctggegege
ccacagctet
ctictgctce
tgctccgaag
gtctectggy
cacctcaggyg
gaaaggccct
tgcactctge
acaggatgce
ctgctgctgy
cggetacaga
gttacctcce
gcaggattte

cactggagga

51

gtagtaactt
ctgggtettt
ctcatgactc
cttaagectgy
aacatttcte
tagagccagce
taaaactata
gtttceccgta
gttgtgatga
agcaatacta
aaaaaaaaaa

daaagaaaaa

agggaagttc
gcagctcgtyg
tgagctgcege
atgtggactt
tcaagttatt
Jgacagcacta
attccctgaa
aggacccgga
ctgcacageg
ctetggttat
gtatecttcece
caaataagca
tgcaggttcect

gagaagaatg

tccataggge
ctgacatcag
ctttctctaa
gataatcaca
aaatgcacat
ccatggcttt
ttcteagtgt
ttgacaggaa
ctatgtttct
agggaagaaa
aaazaaaaaa

aaaaaaaaaa

ccgaacygcge
gcageggoge
ctacagectyg
gcecctgeace
ggagggtggt
tcatcagaag
gatccgaaac
tgggcagaga
taaagaagag
tttctactta
agatttttcet
tttagggcta
tcttectgaa

agcctacgct

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2380

2640

2700

2760

2820

2824

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



gaagatggca
ccattttctg
tgettcteca
ttttttcagt
gaatgccocecc
gggacatcte
agaaattgac
gaaggtcctg
attccccage
tgccacattt
tgaaatctgt
gggagaagaa
ctgggctgac
ttgagcaagt
gctaatgaag
gaaactccat
tatccatttce
gtagccttcet
gaagcagtag
ttcacgaagt
ccttceootte
taatattagy
ttecatgttat
ataagacttt
cataatctagt
tacccatgaa

azzaaaaaaa
<210> 16
<211> 2794

<212> ADN

tcctgtgaag
tgggcaggcce
tggccacctt
catatazaag
agctggcceg
ttigaatttc
agatcaagct
ctattactaa
agggtctttt
atttttatat
atctgtagtyg
gtcagagagg
ggtgcagtect
tcettetggt
atcatatacg
tgagtcatta
tcatgttite
gtaggaattc
cctaacacac
gttgcatgga
ttggtttcca
gagtaaaacyg
taaacgtatg
gggataggaa
acaacgaace

cttaaaatga

<213> Homo sapiens

<400> 16

ES 2 668 538 T3

teccttcacct
gcgaaaacca
ttcagecgatyg
ctatgotgag
tgacagactc
ctogtgttttg
gtgagacagt
ggagtaatct
catectgggaa
ctatatgtac
agatagcatt
gtgacaagat
gggtgctege
gtotgettte
tgaaaattat
tcecttgetat
cattgtttga
ttttggggaa
tccaagatat
tgttttagee
aaggcatttt
gataccaagt
catgtgaaga
aaatgagtaa
cccatgatgt

aagttaaaaza

cactgaaaac
tcacatgacc
tatgcageta
atgcagctgg
ctgaggacag
ctgtaccage
gggaaatatt
gtgtacaaag
agacatccat
ttgtcaaaga
gtgaactgac
agagagctat
ccacttgtee
tccattgtaa
ttgaaaacat
gatgatggtyg
aacaaagaag
gtgaggaage
ggacacacgg
attgttgget
attgettgag
tgatttagtyg
aagggtgttt
tggttactag
aagtttacct

tasaaaacat

52

atctggaagg
acatagcatg
tctggtcaac
aaaagggtcht
ctgtecctett
ccagatgttt
tagcaataat
aaataacaag
aaagaagcaa
aggttgtgtt
aggcagectg
ttaatggcecy
cactatctgg
accacaaggc
ataaagcact
ttttggggat
gttaccaaga
caggtccacg
gagcegetgg
ttececttate
ttatatgtte
tttttaccte
tEctgtttta
gcttaatacc
atgtaacaaa

atacaaataa

ggatcccacc
aggccactge
ctecctggaca
tgggaaatat
ctgcatcttg
tacgtectyggyg
ttectggtgt
tcgatgaact
taaagaagag
tttctgettt
gacatagaga
gctggaaatg
gtgcatgate
tgttgcatgg
atacagattc
gagagyggtyge
agcecttteet
gtctgttctt
cagaagggac
aaacttggge
actgcocceee
tgtcttgget
tattcaactec
tgggtgatta
cclgcactta

aaadaaaaai

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2410



aggagcctta
tgcttctgtg
cagtggacag
ttectgetcet
ctgccatgee
caggaccagqg
gttcattcca
cacaatcttc
acaggaatga
caacctgaaa
tecatctatac
tcaactatcg
gacgtttcea
tgtattetgg
gaccctecagce
atatgtgtga
aactcttata
agagaaaaaa
aagacatctt
agtattcatt
cagaaggcaa
aatagcctee
actgcttett
ctggazataa
gattgtgttt
gaattctaag
agtctgggty
toctatgtact
gttectcatce
gagcagacca

tctatctyggg

ggaggtacgg
ttcecttggga
gcatttgtga
ctggtgctge
aatttgcaaa
aaaactltggt
agtatatggg
agatcaagga
ttecgeatcecca
tagtaccaat
acggttaccc
agtatgatgg
tcagcttgte
aaacltgacaa
ctccececaga
tggttttetg
aatgtggaac
tccatatacce
catgcgacaa
ttttctaccc
aaagacatta
ctgtaactce
ttcacttcag
aatttaggac
ttttttaaat
ctggtgcecce
ggacttatgt
gtaatagtgt
ctctgtcagg
acctaaattt

ctgttgctaa
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ggagctcgea
atgctgetgt
cagcactatg
tcetectgaayg
ctctcaaaac
tectgaatgag
cegeacaagt
caagggcttyg
ccagatgaat
Lttctaatata
agaacctaag
tattatgcag
tgttteatte
gacgcggett
ccacattect
tctaatteta
caacacaatg
tgaaagatet
aagtgataca
tttectttgt
ccatgagtaa
agctetgete
agcacactta
caatacctecc
agacctectca
actgaatctt
atttatgacc
gattactatg
gtcagtaagg
ggggaaatta

tattgaggag

aatactecctt
gcttatgeat
ggactgagta
attcaagctt
caaagcctga
gtatacttag
tttgattegg
tatcaatgta
tctgaactgt
acagaaaatyg
aagatgagtg
aaatctcaag
cetgatgtta
ttatcttecac
tggattacag
tggaaatgga
gagagggaag
gatgaagccce
tgtttttaat
aagttcctgy
taaggggget
cgtatgecaa
tgggccaage
tccagatcag
atttctggaa
gtgtacctgt
ttatagtgtt
ctctagagaa
aaaacggtgg
ggagaggcag

gettgeeeca

53

ttggtttatt
ctggtctett
acattctett
atttcaatga
gtgagctagt
géaaagagaa
acagttggac
tcatccatca
cagtgcttge
tgtacataaa
ttttgctaag
ataatgtcac
cgagcaatat
ctttetetat
ctagtacttec
agaagaagaa
agagtgaaca
agecgtgtttt
taaagagtaa
gcaacctttt
ccaggactceo
gaggagactt
ccagcttaat
attcttcectet
aactgcecttt
gactaaacaa
aatatcttga
aagtctaccc
cctagggtac
agatagaacc

cCccaacaagc

cttaccacct
tttggagcta
tgtgatggee
gactgeagac
agtattttgg
atttgacagt
cctgagactt
caaaaagcce
taacttcagt
tttgacctge
aaccaagaat
agaactgtac
gaccatctte
agagcttgag
aacagttatt
gcggectcge
gaccaagaaa
taaaagttcg
agcccataca
tgatttctte
ctctaagtgg
taattectctt
ggctcatgac
taatttcata
tatctgeccecea
ctacctecctce
aacatagaga
ctgetaagga
aggcaacaat
tggagccact

catagtggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

Q00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1300

1860



agaactgaat
ctagtgagat
gagagagaga
ccaccccate
agacagacag
gatgtcatct
aatggaagga
taggaagacc
cgtgggctgg
caaccagagg
ggctctaagyg
tggggagect
ctgccatget
tgattagact
aaatgcttgt

aaaaaaaaaa
<210>17
<211> 3239
<212> ADN

aaacaggaaa
ggectgggga
gaaaaaagag
aacaagtctt
cagtttcect
tcctggaage
ggcttaggac
aagacacaga
ccecagcatag
aaacttgcat
tgggatcact
gagccacaaa
agacaagctt
cctagecacct
tacattcaaa

aaaaadadaaa

<213> Homo sapiens

<400> 17

gcgggagege
cgcggeccaa
tcteecgeceg
ttcgagctga
gctgegetig
ccagtgagte
tggacageccyg
tectecctgeyg
tgagecaate
caaacttcag

tcacgtgtac

agttagagce
gttctecgeg
caccatgcgy
tactcaggag
ccctgaagga
gaaaaccgty
ctaccggaac
cttgttcaac
cctgggattc
cgtgccegtc

atccataaac
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atgccagagc
agctgtgaaa
agatcttgat
gaaacaageca
ggtggtcagy
agagctgggyg
tttecactee
tcaccecygoy
ggctagcaaa
acagagacag
aagggatggyg
aatgttectt
gtccatgtaa
ggctagtttc
aaaaaaaaaa

aadqadaaad

gatctceege
ceccgagata
ctgggcagte
aaggaagtca
agcegttttg
gtgacctacce
cgageccctyga
gtecaccecce
caggaggtti
gteagcgece

ggctacccca

ttgtgaacce
gaaccaaaag
ccacagaaat
acagatggat
gaggggtttt
agggagagcc
tggetgagag
cttacttage
tttgagttagg
atatactgog
gcagtcteotg
tattttatgt
tattccecatg
taacatgttt
aaaaaaaaaa

aaaa

geceegaggt
tccgegeceeco
ctggactgcet
gagcgatggt
atttaaatga
acatcccaca
tgtcaccgge
aggacgagca
tgagegttga
cccacagecec

ggcccaacgt

54

tgtttetett
agatcacaat
acatgaaaty
agtctgteca
ggtgatacce
atcaccttga
aggaagaget
ctacagatgt
atgattgttt
agaaatgact
cccaaacata
aaaccctcaa
tttttaccct
tgtgcagcac

agdaaaaaad

tgctectete
gaggtctccg
cttecctgetc
aggcagcgac
tgtttacgta
gaacagctcc
cggcatgetg
gaagtttcac
ggttacactg
ctceccaggat

gtactggatc

gaagaactga
actcaaaaga
tctggtctgt
aatggacata
aagttattgyg
taatgggatg
gcaacggaat
cctacgggaa
ttgctcaagg
ttgaaaacct
aagagaactc
gggttataga
gcceetgect
agtttttaat

aagaaaaaaa

cgaggtctce
cggceccgagy
ttcagcagee
gtggagctca
tattggcaaa
ttggazaacg
cggggegact
tgectggtgt
catgtggcag
gagetcacct

aataagacgg

1820

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2794

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



acaacagcct
tgtatgacgt
gcatagagaa
tcggagagag
cgtggagcat
tgtgcaggga
cagagctcac
tgagacgcca
agcacttggg
tggctogtgat
cccaagtgag
ggctgtctct
cactgtgggt
gaagactggyg

tttgcagggg

cccggaagoc
gaggagccoce
acaatgtcce
agtttgccag
ttggctectgc
cgcaggcetg
atcacctggt
gctecceccegg
ggtcctgatg
gggcaggaga
gcacctgeca
aaggatgctg
gcectggeect
cttccecagaa

tggaactgac

getggaccag
ggtcagegtyg
cgtgcttety
agacaagatc
cctggetgte
ccgatgecte
tggeocacgtt
ccgtgagagy
gcagcccoca
cctggaatga
tgggctcecce
acccggadcg
cttecegtygg
cgtcegetcet
acacggtcac
acaggaccca
cggaagtcece
tcggetgtte
aagaaaggct
agcgagaaag
gcaacacggt
ggccacagte
cocccaccac
aagacctceyg
cggggtagte
tgetoggttece
ccaggtgacce
cgggacacat
tcecectgaca

agctgtgtga
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gctctgcaga
ctgaggateg
cagcagaacc
acagagaatc
ctgtgectge
caacacaget
tgaccggagc
ccaggtggea
gaaggaccac
ggccctttea
gctatcactg
tgcgggatic
gatgcgggat
tccaggacgg
aggagctctt
ctecatgtgtyg
cactgggett
cggtgaaaag
gtgccagggce
acacagccca
ccccagagte
ccecttetea
cctecagcagce
accccageyge
cagtgctgayg
cggaatgaat
cgaggtgeac
tgtctgeece
tteccagggt

ggcctgecact

atgacaccgt
cacggaccee
tgactgtcegg
cagtcagtac
ttgtggtcgt
atgcaggtge
traccgeeca
gettgageat
tgctggatce
aaagcgtcat
ccagtcaccce
agcaccaggc
cctgagacceyg
cctetgtget
ctgcecectgaa
tgcececacaag
cagtgtcecte
ttgagceace
cgtgtttggce
gcagggctygg
ctgagcagea
cctcagecaat
cccaccceac
caggctecte
gggtacagce
cagctgctga
tecgeececcagg
ggggctatgg
cagccaggac

tctcagacce

55

cttcttgaac
cagcgtgaac
cagccagaca
cggegagaaa
ggcggtggcec
ctgggctgtyg
gagcgtggac
ggactcceag
cagggagaac
ceacaccaaa
acaggaaggg
tcttcoeocagt
aagggtgttt
getggggtea
cgctecccaac
tgtagttage
tgecacatte
tttggaagac
tacaggggct
agacgcccat
gttaggtgea
gatccccaaa
tcaaccctga
ggagecocaac
ctgggecectyg
ctgtctecag
gagatggagt
gcaaatgcce
ctgttacage

agacttagaa

atgegygget
attggctget
ggaaatgaca
aacgeggeca
ataggctggg
agtcecggaga
agggcttcceg
actgcagggg
ctgctggegt
ggcaaatgtc
actggtgatg
accccagace
ggtttaaaaa
cgegaggety
ctgecteccg
cgtccacace
cctgggagga
gcacgggtgg
gccggggete
gtccagecagg
tggagagggt
gtgagaggtyg
goggtccccag
agtcccaagy
accagcccey
aagggectgga
agacagecctg
ctecttetta

cctggtecact

caaaaggagqg

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460
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agtgaggact
aaaaaaagte
aaagcattayg
ggcagggaca
gceccatttge
ctaagccccea
ccCggggace
cttttcctat
ccagaagett
actgtgcgtc
tcecctgaage
aacgcctgee
ggattccagt
<210> 18

<211> 629
<212> ADN

caaggctaca
cctacctgag
aagatgtgtyg
aggagctgct
agtgactgtg
ggactgaggg
tcacaggeag
cagaggcgat
ctgtececctea
caaggccatyg
ccectecagaa
cctcteagee

gttgggacag

<213> Homo sapiens

<400> 18

cgaggtcgaa
gcagagactt
gctaaagaca
gctecaccgtyg
tggaaatgga
agagataaca
cagttgcatg
cctagtgtgt
ggtgactaca
ggctaaggct
tgctagtcag
<210>19

<211> 1267
<212> ADN

acgtacgttc
gaagatgtct
agaccaatce
cccagtgage
gacccaaaca
ttccatggag
ggtctcatat
gccacttgtyg
accaacccac
atggagcaga

gctaggcaga

<213> Homo sapiens
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atgaggttcce
cetttaggtg
gtgtttataa
tgggtgtgga
aagtgactcc
tecgtgcatea
gacggcgaca
tttcctteac
tgcectgaggyg
ctetetgegg
gcectgeetg
caacateagce

ccatectccag

tctetategt
ttgcagggaa
tgtcacctct
gaggactgca
acatggacag
ctaaggaggt
acaacaggat
agcagattge
taattaggca
tggetggatce

tggtgcagy

agtacttgtt
aatgtgggat
aagaacagtt
aagttggggc
aggacggace
ccactcgggt
ctaatgcagyg
caggggatgg
cacgggggac
gtcagtgcet
tecacgtegage
ttectcttte

aaacctgact

ccocgtecagge
gaacacagatl
gactaagggg
gecgtagacge
ggcagtcaaa
tgcactcage
ggggacggta
tgattcacag
tgaaaacagg

gagtgagcag

56

acaagaaatt
ccacteceecge
gtcatcaccg
gttggaaagt
tgcgggggea
gtcccgggag
gagagggagt
gcaggaaaga
acttggaggc
gagtctegeo
atttgtgaga
tececttgetg

taagagagta

ceccteaaag
ctecgaggcto
attttagggt
tttatccaaa
ctttataaga
tactcaaccy
accacagaag
catcgatcte
atggtgctgg

gecagcggaqyg

ggttttctge
ttttaacatg
ggcattgatt
gggetgtggt
cccagaggte
gtgcectggyg
ctggecccag
ggecaggggece
tgctgtcacc
tcecotgetgg
cctaccctgt
tagacaggcet

agatgcaaa

ccgagatcge
tcatggaatg
ttgtgttcac
atgccctaaa
agctgaaaag
gtgcacttge
tggecttttgg
acagacagat
ccagcactac

ccatggaggt

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3239

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

629



<400> 19

acattetett
aacagagcgc
atagctgtge
caggccgagt
gatgagattt
ggacgatttg
aacctggaaa
gtaactgtge
atagacaagt
accacaggag
cactatctcce
ggcttggatg
actacagaga
gggaccatct
ctgtaaggea
ctttaatgge
cttcagcatt
gtactctaac
atttecctatce
tctctgetat
aaactgtgat

aaaaaaa
<210> 20

<211> 1193
<212> ADN

ttcttttatt
ccaagaagaa
tgatgagcge
tctatctgaa
tccatgtgga
ccagectttga
tcatgacaaa
tcacgaacag
tcaccecacce
tgtcagagac
cctteetgee
agcctcttet
acgtggtgtg
tcatcatcaa
catggaggtg
tttacaaagce
ttccagcect
atctagctgg
attttattat
ggaatgcecce

ttttetgaac

<213> Homo sapiens

<400> 20

ggggggccat
tctteteeag
tgacattgac
tggagcaggce

tcagatacat

agttetcect
catggtgtgt
ggtgctgage
taagtgtgag

ctataaccaa
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cttgtetgtt
aatggccata
tcaggaatca
tectgaccaa
tatggcaaag
ggctcaaggt
gcgectcoccaac
ccetgtggaa
agtggtcaat
agtcttcctg
ctcaactgag
caagcactgg
tgcectggge
gggattgege
atggtgtttc
tggcaatatt
atagccaccc
cttcectgte
caccatgcaa
atggggcatc

acaataaact

gattgagact
ctgaagctcc
teccccactgg

tagtcatttec

gaggagtacg

ctgcctecact
agtggagtec
tgggctatca
tcaggegagt
aaggagacygg
gcattggeca
tatactcega
ctgagagage
gtcacgtgge
cccagggaag
gacgtttacg
gagtttgatg
ctgactgtgg
aaaagcaatg
ftagagagaa
acaatccttig
caagtgtgga
tattgecettt
tgcctectgga
tecttgtgtac

attttgatga

tgcctgetge
ctggaggetc
ctttggetgg
tcaatgggac

cgcgetacaa

57

cccgagetet
ctgtgctagg
aagaagaaca
ttatgtttga
tctggecgget
acatagctgt
tcaccaatgt
ccaacgtcect
ttcgaaatgg
accacctttt
actgecagggt
ctccaagccce
gtctggtggg
cagcagaacg
gatcactgaa
acctcagtga
tatgcctectt
tcctgtatet
ataaaacata
ttattgttta

tettgggtgg

tgtgaccact
ctgtatggea
ggacacccaa
ggagcgagty

cagtgacctg

actgactcce
atttttcatc
tgtgatcatc
ctttgatggt
tgaagaattt
ggacaaagcc
accteccagag
catctgttte
aaaacctgtc
ccgcaagtte
ggagcactgg
tctececcagag
catcattatt
cagggggeet
gaaacttctyg
aagcagtcat
cgattgectcece
attttectct
caggagtctg
aggtttccte

aadaadaaaaa

ggtcttgtee
gcgctgacag
ccacgtttct
tggaacctga

ggggagtace

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1267

60

120

180

240

300



aggcggtgac
tggageggag
gcttecacagt
cecctgeagea
aagtcaggtyg
tccagaatgy
gagaggttta
ggagtgcacg
tgggcctget
ctggacttca
ccttctgece
gagctttgtce
gtggcttect
tcttcaactt

ccttgtgccea
<210> 21
<211> 1396
<212> ADN

ggagctgggyg
gegggeegag
gcagcggcega
ccacaacctce
gttecggaac
agactggacc
cacctgccaa
gtctgaatct
cttecttgogg
gccaacagga
cagctttgca
aggaccaggt
tagctcetgt
ttgtgcttce

cacattgcat

<213> Homo sapiens

<400> 21

atgatcccca
atgcaggcag
tgggggaact
gataaagagyg
gecagattet
cgcageccctyg
tacagtaaac
accctgctgt
gcceatccce
ccecatgagtce
ttetceccact

ttggagggte

ccttecacggce
ggcccctecc
ctgtgaccat
aaagceeccage
ccatcccate
taggctggtc
ccacccttte
gtcagtcacg
tactgcatct
ctgtgaccte
acctgctgtce

ccaggcccte
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cggecihgacy
gtggacacct
gtccaaccta
ctggtctget
ggccaggaag
ttccagacce
gtggagcatc
gcacagagca
acagggctgt
ctcttgaget
agatgaaaag
tgttactggt
tcttggectyg
ctttacctaa

tattaaatgt

tectgetetge
caaacccace
ctggtgtcag
accctgggac
catgacagag
acagcccagt
agccctgeeg
gagcccaatg
gagatcagag
agtgcacgggy
acaccceagt

acccacaagg

ctgagtactg
actgcagata
aggtgactgt
ctgtgaatgy
agaaggcigg
tggtgatget
caagcatgat
agatgetgag
tcatectactt
gaagtgcaga
ctttecccact
tcageaactc
aagcctcaca
actgtcctge

ttctcaaaca

ctegggetga
ctectgggetyg
gggaccectgg
agacagaacc
gactatgcag
gacccecetgyg
agtcctcttyg
gacactttec
cacggagcte
gggacctaca
gaccccetgg

tecegteteaa

58

gaacagccag
caactacggy
gtatcctteca
tttectatceca
ggtggtgtce
ggaaacagtt
gagccctecte
tggagteggog
caggaatcag
tgaccacatt
tggctecttat
tgcagaaaat
gctttgatgg
ctcccgtgea

tggagttaaa

gtctgggece
agccaggctc
aggctcggga
cactggagece
ggagataccg
agctggtgat
tgacctcagg
ttctgatcaa
agcagcacca
ggtgectteag
agctcatagt

cagctgeagg

aaggacctecc
gttgtggaga
aagacccage
ggcagcattg
acaggcctga
ceteggagtg
acggtgcaat
ggctttgtge
aaaggacact
caaggaagaa
tcttecacaa
gtcctcectt
cagtgcctca
tctgtactcc

aaa

caggacccac
tgtgatcage
gtaccgtctg
caagaacaaqg
ctgttactat
gacaggagcce
aaagagcgtg
ggagcgggea
ggctgaattc
ctcacacgge
ctcaggatce

ccctgaggac

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1183

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



cagccecctca
ctgategggy
caacactggc
ccteccagggy
gctgctgacg
ggggtggaaa
aaggtgaaac
gaattecctygy
gctgecatetyg
cagaaggcaa
tatgccacte

tcaggacccc
<210> 22
<211> 2221
<212> ADN

tgectacagg
tcttggtggt
gtcagggaaa
ctgccgagec
tccagggaga
tggacactcyg
actccagacc
acacazagga
aagcececea
ctgagcctce
tggccatcca

agaagg

<213> Homo sapiens

<400> 22

gctcactgec
tgatctgagt
gggacgactg
gccatgacce
cacgtgcaga
acccagggga
ctatataggg
aacgygccadgt
tattacagee
gcctacccaa
gtgaccctce
gaagatgaac
atcttctceg
gacttgaact

ggtgtitcta

acacgcagct
ctgcectgeag
ccatgcaccg
ccatcgteac
cagggaccat
gtcceogteac
agaaaaaatc
tcecacatcece
gcgetcggtg
aacccaccct
agtgtgagtc
acccacaatg
tgggcccegt
ctcecctatgt

agaagccatc
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gtcagtcece
cteccatectg
acacaggaca
agagcccaag
aaacttctgt
gagcccacac
taggagagaa
cagacaggcea
ggatgtgacc
tccatcceag

ctaatccagy

cagcctggge
catggacctg
agggctcate
agtecctgatce
cocccaagoco
cctecagttgt
agcatcttgg
atcecatcacc
gtctgagecto
ctcagceccag
acaggtggea
cctgaactce
gagccecgaat
gtggtcttca

actctcagtg

cacagtggtc
cttctetecece
ttggccecaga
gacgggggec
gctgecgtga
gatgaagacc
atggcctete
gaagaggaca
tacgccecage
gaaggggect

ggggacccag

ggcacagcca
ggtcttecct
catcecgcecaga
tgteteggge
accctgtggg
caggggagcec
attacacgga
tgggaacaca
agtgacccce
cccageectg
tttggegact
cagccccatyg
cgcaggtggt
cccagtgate

cagcegggte

59

tgagaaggca
tecctectett
gacaggctga
tacagaggag
agaacacaca
cccaggcagt
ctcecteccee
gacagatgga
tgecacagett
ctccagectga

accccacaag

gatgcgagat
gaagcatctc
gcagggcagt
tgagtetyggg
ctgagecaga
ttgaagececca
tacgaccaga
cagggecgata
tggtgectggt
tggtgacctc
tcattctgtg
cecgtgggte
cgcacaggtg
tcctggaget

ctgtegtgge

ctgggaggta

cctectecte
tttccaacgt
gtccagecca
gcectgaggac
gacgtatgee
actgtetggg
cactgaggct
taccctcaga
gceccagtgte

ccatggagac

gcgtctctac
cagggctgga
gggaggagac
ccccaggace
ctetgtgate
ggagtaccgt
gcttgtgaag
tggctgtcag
gatgacagga
aggaggaadyg
taaggaagga
gtcecegegece
ctatggttat
cctggtcececa

ccctggggaa

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1396

60

12¢

180

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



agcctgacce
ggggaacgtyg
aacttcaccc
tacaacctet
cagatccatg
aacgtgaccc
ggagcagctg
gaattcccca
ctcaactceyg
ggaccctcca
gaggaccagc
ggggttgtga
ttecteatec
gatttccaac
aggtccagce
cagectgaag
gtgacctacg
tccecaggaaa
ccecggagggt
ggagctgece
tgaggagatg
ctacattttt

t

teccagtgtgt
accttegeea
tgggcoetgt
ccteegagtyg
gcacaccctt
tgctgtgtca
atgcccecact
tgagtcctgt
acccctacct
tgggttcecag
cectcaccece
tcggeatcett
tececgacatecyg
atcctgeagy
cagctgccga
atggggtgga
cccagetgea
gggaacctcc
acgcagactc
ccagtggaca
ctgggaactt

taattazagc
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ctectgatgte
gctecctgge
gagccgcetece
gtcggeecec
catctcagtg
gtcatggcgg
cegtetaaga
gacctcagcec
gctgtectecac
ccooccacea
cactgggtcg
ggtggecegte
acgtcagggc
ggetgtygggyg
cgcccaggaa
gatggacact
cagcttgacc
agctgagecc
cacactcagt
ccaatgaacc
tgggactcac

aacagacttc

ggctatgaca
cggcageeocc
tacgggggee
agcgaccece
cagccaggec
cagttccaca
tcaatacacg
cacgcgggga
cccagtgage
accagtccca
gatcceccaaa
gtectactge
aaacactgga
ccagagccca
gaaaacctet
cgggetgetg
ctcagacgga
agcatctacg
agaaggagac
ccagtcagece
ttgattetge

tcaataaaag

60

gatttgttet
aggctggget
agtacagatg
tggacatcct
ccacagtgygo
ctttecttet
aatatcctaa
cctacaggtg
ccctggaget
tctccacacce
gtggtctggy
tecctecteet
catcgaccca
cagacagagyg
atgectgeegt
catctgaage
aggcaactga
ccaccetgge
tcaggactge
tggacccecta
agtcgaaata

caggtegtet

gtacaaggag
ctccecaggece
ctacggtgea
gatcacagga
ctcaggagag
gaccaaggcy
gtaccaggct
ctacggcica
cgtggtetea
tgcaggcect
aaggcacctg
cctectecte
gagaaaggct
cctgcagtgg
gaaggacaca
cccecaggat
gcctecteca
catccactag
tgaaggcacy
acaaagacca
actaatatcc

cgttccaatc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

17490

1800

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2221
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REIVINDICACIONES

Método in vitro de activacion o estimulacién de células T, comprendiendo el método poner en contacto
dichas células T con una célula K562 transducida usando un vector lentiviral que expresa CD64 y 4-1BBL,
en el que dicha célula K562 estd cargada con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, y en el
que la union de dicho anticuerpo anti-CD3 y dicho anticuerpo anti-CD28 con dichas células T activa o
estimula dichas células T.

Célula K562 transducida usando un vector lentiviral que expresa CD64 y 4-1BBL, en la que dicha célula
K562 esta cargada con un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-CD28, para su uso en la activacion o
estimulacion de células T.
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