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DESCRIPCION
Transferencia adoptiva de clones de células T CD8* derivadas de células de memoria central
Campo de la invencion
La presente invencion se relaciona con métodos y composiciones para llevar a cabo la inmunoterapia adoptiva.
Antecedentes de la invencion

Estudios en roedores han demostrado que la inmunoterapia adoptiva con células T con especificidad antigénica es eficaz
para el tratamiento del cancer e infecciones, y existe evidencia de que esta modalidad tiene actividad terapéutica en los
seres humanos'2. Para las aplicaciones clinicas, es necesario aislar las células T de una especificidad antigénica deseada
o modificar las células T para que expresen receptores que se dirijan a células infectadas o transformadas, y después
expandir estas células en cultivo®'4. La transferencia de los clones de células T es un enfoque atractivo porque permite
el control de la especificidad y la funcion, y facilita la evaluacion de la persistencia, la toxicidad y la eficacia in vivo.
Adicionalmente, en el contexto del trasplante de células madre alogénicas, la administracion a los receptores, de los
clones de células T del donante que se dirigen a los patdgenos objetivos o a las células malignas puede evitar la
enfermedad del injerto contra el huésped que se produce con la infusién de células T no seleccionadas del donante®#°.
Sin embargo, a partir de los estudios clinicos es evidente que la eficacia de las células T cultivadas, particularmente las
células T CD8* clonadas, frecuentemente se limita porque no persisten después de la transferencia adoptiva'®'”

El grupo de linfocitos a partir de los cuales pueden derivarse las células T CD8" para la inmunoterapia adoptiva contienen
células T de memoria, virgenes y de larga duracién, con experiencia con el antigeno (Tm). Las Tu pueden dividirse
adicionalmente en subconjuntos de células de memoria central (Tcv) y de memoria efectoras (Tem) que difieren en el
fenotipo, las propiedades de direccionamiento y la funcion'®. Las células Tcm CD8* expresan CD62L y CCR7, que
promueven la migracion hacia los nédulos linfaticos, y proliferan rapidamente si se vuelven a exponer al antigeno. Las
Tem CD8* carecen de CD62L lo que permite la migracion a los tejidos periféricos, y muestra una funcion efectora
inmediata'®.

En respuesta a la estimulacién con antigenos, las Tcw CD8* y las Tem se diferencian en células T efectoras citoliticas (Tg)
que expresan un alto nivel de granzimas y perforina, pero son de corta duracion?. Por lo tanto, la poca supervivencia de
las células T en los ensayos clinicos de inmunoterapia puede ser simplemente el resultado de su diferenciacion durante
el cultivo in vitro a Te que estan destinadas a morir'7:21.22,

Resumen de la invencién

La invencion proporciona un método para obtener una preparacion de linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8* de primates, util
para la inmunoterapia adoptiva como se expone en las reivindicaciones 1 a5y 10.

La invencioén proporciona, ademas, una preparacion de linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8* de primates como se expone
en cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9 y 10.

La invencion proporciona ademas una preparacion de CTL CD8* para usar en la inmunoterapia adoptiva como se expone
en cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15.

En la presente se describe un método para llevar a cabo una inmunoterapia adoptiva en un sujeto primate que lo necesite
mediante la administracion al sujeto de una preparacion de linfocitos T citotoxicos (CTL) en una cantidad eficaz para el
tratamiento. EI método descrito comprende administrar como la preparacion de CTL una preparacién que consiste
esencialmente en una poblacion de CTL de primate, expandida in vitro (por ejemplo, cultivada in vitro durante 1, 2, 0 3
dias hasta 3 0 4 semanas o mas), la poblacién de CTL se enriquece de linfocitos T de memoria central antes de la
expansion, y se agota de linfocitos T de memoria efectores antes de la expansion. El método puede comprender, ademas,
administrar simultdneamente interleucina 15 al sujeto en una cantidad eficaz para aumentar la proliferacion de las células
T de memoria central en el sujeto.

En la presente se describe, ademas, una formulacion farmacéutica que comprende, que consiste esencialmente en o que
consiste en una poblacién de linfocitos T citotoxicos (CTL) de primate, expandida in vitro, la poblacién de CTL se enriquece
de linfocitos T de memoria central antes de la expansion, y se agota de linfocitos T de memoria efectores antes de la
expansion.

Se describe ademas el uso de una formulacidon como se describe en la presente para la preparacion de un medicamento
para llevar a cabo un método como se describe en la presente (por efemplo, tratar un cancer o una enfermedad infecciosa
en un sujeto humano, o primate).

Una preparacion de CTL (o poblacion) puede producirse mediante el proceso de: (a) obtener una primera poblacion de
CTL a partir de un donante; (b)separar una subpoblacién de CTL enriquecida de linfocitos T de memoria central CD62L" y
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agotada de linfocitos T de memoria efectores CD62L" para producir una subpoblacién de CTL enriquecida de los de
memoria central; (c) expandir la subpoblacion de CTL enriquecida de los de memoria central in vitro en un medio de cultivo
(por efemplo, durante 1, 2, o 3 dias hasta 3 0 4 semanas o mas); y después (d) recolectar las células del medio de cultivo
para producir la preparacion de CTL. La etapa de separacion "b" puede llevarse a cabo de la siguiente manera: (i) poner
en contacto la primera poblacién de CTL con un anticuerpo anti-CD62L, en donde el anticuerpo se inmoviliza en un soporte
so6lido, de manera que las células de memoria central se unan al soporte; después (ii) separar el soporte de la poblacion
de CTL con las células de memoria central unidas a él; (iij) y después separar las células de memoria central del soporte
sélido para producir la subpoblacién de CTL enriquecida con células de memoria central. La etapa de expansién "c" puede
comprender, ademas, administrar interleucina 15 a la subpoblacién de memoria central in vitro.

Las células T enriquecidas con las de memoria central pueden modificarse in vitro con al menos un gen que dirige (por
ejemplo, se une especificamente) a células cancerosas u otras células patogénicas en el sujeto.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Aislamiento y modificacién genética de los clones de células T CD8" especificas para CMV a partir de
subconjuntos de células T CD62L"y CD62L" para la transferencia adoptiva.

Figura 1a. Las células T de memoria especificas para IE de CMV estan presentes en los subconjuntos CD62L*y
CD62L de los linfocitos CD8* de sangre periférica. Las PBMC se clasificaron en las fracciones CD62L-CD8*y
CD62L*CD8* después de la tincion con anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L (paneles superiores). Las fracciones CD62L" y
CD62L" se estimularon durante 6 horas con células B autélogas activadas con CD40L sometidas a pulsos con medio solo
o con péptido IE de CMV. La brefeldina A se afadié durante las 4 horas finales y las células T CD8* que produjeron IFN-
y se detectaron mediante tincion para IFN-y intracelular. Los paneles izquierdos inferiores muestran la produccion de IFN-
y por el subconjunto CD62L-CD8* y los paneles derechos inferiores muestran la produccion de IFN-y por el subconjunto
CD62L*CD8*. Se muestran los datos del macaco 02269 y son representativos de los datos obtenidos en cuatro macacos
consecutivos.

Figura 1b. Estrategia para el aislamiento de clones de células T CD8* especificas para CMV a partir de los subconjuntos
de Tem CD62L"y Tcm CD62L*. Se obtuvieron alicuotas de PBMC de cada macaco y se clasificaron en las fracciones
CD62L-CD8* y CD62L*CD8"* después de la tincion con los anticuerpos anti-CD8 y anti-CD62L. Las células T clasificadas
se cultivaron con monocitos autélogos sometidos a pulsos con el péptido IE de CMV y después de 1 semana de
estimulacion, las células T de los cultivos se clonaron mediante dilucién limitante. Los clones de células T se tamizaron
para identificar los que lisaron las células objetivo autdlogas sometidas a pulsos con péptido, y después se transdujeron
con un vector retroviral que codificaba una molécula ACD 19 o CD20 de la superficie celular. Los clones de células T
individuales se expandieron in vitro a > 5 x 10° células mediante estimulacion con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 en
cultivos suplementados con PBMC humanas y-irradiadas y EBV-LCL antes de la transferencia adoptiva.

Figura 1c. Construcciones de vectores retrovirales que codifican genes marcadores de la superficie celular de macacos.
Abreviaturas: MPSV-LTR, repeticion terminal larga retroviral del virus de sarcoma mieloproliferativo; W+, sefial de
empaquetamiento extendida; PRE, elemento regulador postranscripcional del virus de la hepatitis de Woodchuck; ACD19,
ADNc truncado de CD19 de macaco que codifica los dominios extracelular y de transmembrana, y 4 aa de la cola
citosolica; CD20, ADNc de CD20 de longitud completa de macaco.
(d) Seleccién por perlas inmunomagnéticas de los clones de células T CD8+ modificadas con ACD19 y CD20. Las células
T transducidas se enriquecieron para células que expresan ACD19 o CD20 en el dia 8 después de la transduccién
mediante el uso de una seleccion inmunomagnética de dos etapas con anticuerpos anti-CD 19 o anti-CD20 y microperlas
acopladas a anticuerpos de rata anti-lIgG de raton. Después de la seleccion se retiraron alicuotas de células T no
modificadas (paneles izquierdos) y modificadas con ACD19 o CD20 (paneles derechos), se cotifieron con anticuerpos
anti-CD8 y anti-CD 19 o anti-CD20, y se analizaron mediante citometria de flujo para evaluar la pureza. Se indican los
porcentajes de células T CD8" positivas para el transgén.

Figura 2. Los clones de células T CD8* especificas para CMV que se derivan de los subconjuntos TCyy Tem muestran
un fenotipo efector, y avidez y proliferacién comparables in vitro.

Figura 2a. Se examinaron clones individuales de células T CD8" especificas para CMV de macaco, derivadas de Tcu 'y
Tem mediante citometria de flujo para determinar la expresion de CD62L, CCR7, CD28, CD127, granzima B y perforina
(linea oscura) y se tifieron con anticuerpos de control de isotipo (linea discontinua). Los valores mostrados representan la
intensidad media de la fluorescencia (MFI). Se muestran los datos de los clones de células T que se transfirieron de
manera adoptiva al macaco 02269 y son representativos de los datos de todos los clones de células T usados en los
experimentos de transferencia adoptiva en los tres macacos.

Figura 2b. Se examind la actividad citotoxica de cada par de clones de células T CD8* especificas para CMV derivadas
de Tewm (triangulos negros) y Tcem (cuadrados negros) que se usaron en la transferencia adoptiva en un ensayo de liberacion
de cromo de 4 horas a una relacion del efector y el objetivo de 20:1 mediante el uso de células objetivo autélogas
sometidas a pulsos con el péptido IE de CMV en varias concentraciones. Las secuencias de los péptidos IE-1 fueron
KKGDIKDRYV (02269) y EEHVKLFFK (A99171), la secuencia del péptido |IE-2 fue ATTRSLEYK (02258).
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Figura 2c. Cultivo in vitro de clones de células T CD8" especificas para CMV. Los clones de células T derivadas de
Tewm (tridangulos negros) y Tem (cuadrados negros) usados para la transferencia adoptiva se estimularon con anti-CD3 y
anti-CD28 en presencia de células de alimentacion y-irradiadas e IL-2 (50 U/ml). El crecimiento celular durante 14 dias de
cultivo se midié mediante el conteo de células viables por exclusion de tripan azul.

Figura 2d. Longitud de los teldomeros en los clones de células T especificas para CMV derivadas de los subconjuntos
CD62L* y CD62L". La mediana de la longitud de los teldmeros de muestras por duplicado se midi6 mediante flujo-FISH
automatizado en linfocitos T de sangre periférica (barras grises), en los clones de células T infundidas (iTem barras negras,
iTcm barras blancas), y en cada uno de los dos clones de células T derivadas de Tewm (barras rayadas de la izquierda) y de
Tcwm (barras rayadas de la derecha) adicionales, seleccionados aleatoriamente de cada macaco.

Figura 3. Persistencia y migracion de los clones Te CD8" derivados de Tem y Tcm en sangre periférica, médula 6sea y
nodulos linfaticos después de la transferencia adoptiva.

Figuras 3a-b. Persistencia y migracion in vivo de los clones de células T modificadas con ACD19 derivadas de Tem (a) y
derivadas de Tcwm (b) en el macaco 02269. Los clones de células T se transfirieron en infusiones separadas administradas
por via intravenosa con 10 semanas de diferencia a una dosis de células de 3 x 10%/kg. Las muestras de PBMC se
obtuvieron a intervalos de 6-8 semanas después de cada infusidon. Las muestras de médula dsea y ndédulo linfatico se
obtuvieron antes de la infusidon y catorce dias después de cada infusién de células T. Las muestras se tifieron con
anticuerpos anti-CD3, CD8, y CD19 conjugados con fluorocromo, respectivamente. La frecuencia de las células T
CD19* transferidas se determind mediante citometria de flujo con clasificacion en células CD3*CD8". Los paneles a la
izquierda muestran el porcentaje de células T CD8* que expresaron CD19 en sangre, médula ésea y nédulos linfaticos
antes y en los intervalos después de la infusion de los clones de células T derivados de Tem (a) y derivados de Tcwm (b).
Los paneles a la derecha muestran las cantidades absolutas de células T CD19* CD3* CD8* por ul de sangre. Esto se
determiné mediante el calculo de la cantidad absoluta de células T CD3+CD8+ por pl de sangre en los dias indicados (%
de células T CD3*CD8* en una alicuota de células mononucleares x conteo de células mononucleares por pl de
sangre/100). Posteriormente, se derivé la cantidad de células T CD19*CD3*CD8* (% de células T CD19*CD3*CD8* x
conteo absoluto de CD3*CD8* por ul de sangre/100).

Figuras 3c-d. Persistencia y migracion in vivo de los clones de células T derivadas de Tcy modificadas con ACD19 y
derivadas de Tem modificadas con CD20, transferidas de manera adoptiva en el macaco 02258. Los clones de células T
CD8" especificas para CMV se transfirieron de manera adoptiva en infusiones intravenosas separadas a una dosis de
células de 6 x 10%/kg. Las alicuotas de sangre, médula ésea y nddulos linfaticos se obtuvieron antes y en los tiempos
indicados después de cada infusion de células T y se analizaron mediante citometria de flujo con el uso de anticuerpos
especificos para detectar las células T CD19*CD8* o CD20*CD8* transferidas, respectivamente. Los paneles a la
izquierda muestran el porcentaje de células T CD8* que expresaron ACD19 (c) o CD20 (d) en sangre, médula 6sea y
nodulos linfaticos en los intervalos después de cada infusion. Los paneles a la derecha muestran la cantidad absoluta de
células T CD3+CD8+ por pl de sangre que expresaron ACD19 (c) o CD20 (d) en los intervalos después de la infusion.

Figura 4. Los clones Te derivados de Tcm experimentan menos apoptosis después de la transferencia adoptiva en
comparacion con los clones T derivados de Tewm, y son rescatados de la muerte celular in vitro por la IL-15.

Figura 4a. Expresion de bcl-xl y bcl-2 por los clones de células T CD8* derivados de Tem (barras blancas) y derivados de
Tcwm (barras negras) transferidos de manera adoptiva a los macacos 02269, 02258, y A99171. Las células T se analizaron
al final de un ciclo de estimulacion de 14 dias mediante tincion intracelular con anticuerpos especificos para bcl-x1 y bcl-
2. La intensidad media de la fluorescencia de la tincion se muestra en el gje y.

Figura 4b. Apoptosis de los clones Te CD8" derivados de Tem y derivados de Tcwm in vivo. Un clon de células T modificadas
con ACD19, derivado de la fraccion Tem CD62L se transfirié de manera adoptiva a una dosis de 6 x 108kg al macaco
A99171, seguido, 5 semanas mas tarde, por la infusiéon de la misma dosis de células de un clon de células T modificadas
con ACD19, derivado de la fraccion Tcu CD62L*. Las muestras de PBMC se obtuvieron en el dia 1 después de la
transferencia y la proporcion de células T CD8* que expresan ACD19 que se unieron a la anexina V y/o se tifieron de
manera positiva para Pl se determiné mediante citometria de flujo después de la tincién con anticuerpos anti-CD8 y CD19,
y con anexina V y Pl. Las PBMC se analizaron directamente y después de 24 horas de cultivo en los medios de CTL. El
analisis se realizé después de clasificarlas en células T CD8*CD19 (barras blancas) y en células T CD8*CD19* (barras
negras), respectivamente. Las barras a rayas muestran la proporcién de células T en cada uno de los productos celulares
antes de la infusidn que se unieron a la anexina V o se tifieron de manera positiva para PI.

Figura 4c. Persistencia y migracion de clones Te derivados de Tew y derivados de Tew en el macaco A99171. Las células
de sangre periférica, médula ésea y nédulos linfaticos que se obtuvieron a intervalos después de cada infusién de células
T se analizaron mediante citometria de flujo para detectar las células T CD19*CD8* transferidas. Las muestras se
analizaron después de clasificarlas en células CD3*CD8"*.

Figura 4d. La IL-15 respalda la supervivencia in vitro de los clones Te CD8"* derivados de Tcwm pero no de los derivados de
Tewm. Las alicuotas de los clones de células T CD8+ especificas para CMV, derivadas de Tew y derivadas de Tcm, que se
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usaron para la transferencia adoptiva a los macacos 02269, 02258, y A99171 respectivamente, se sembraron en pocillos
que contenian medio solo (triangulos blancos) o medio suplementado con IL-2 (16.6 U/ml; 1 ng/ml) (rombos negros) o IL-
15 (1 ng/ml) (cuadrados negros), respectivamente. La cantidad de células viables se determind en los dias indicados
(hasta los 34 dias) mediante el conteo de células usando la exclusion del colorante tripan.

Figura 4e. Los clones derivados de Tcm CD8* expresan mayores niveles de las cadenas del receptor de IL-15 (IL-15R).
La expresion de IL-15Ra, IL-2R, e IL-2Ry en las alicuotas de los clones de células T especificas para CMV derivadas de
Tem (linea oscura) y derivadas de Tewm (linea negra) se midié mediante citometria de flujo en el dia 13-14 después de la
estimulacion. La tincién con el anticuerpo de control de isotipo se muestra mediante la linea discontinua. Se muestran los
datos de los clones de células T usados para los experimentos de transferencia adoptiva en el macaco 02269, y son
representativos de los datos obtenidos para los clones de células T administrados a los macacos 02258 y A99171,
respectivamente.

Figura 5. Las células Te derivadas de Tcwm transferidas de manera adoptiva, readquieren marcadores de Tcum in vivo y
persisten en los nichos de las células de memoria.

Figura 5a. Expresion de CD62L en los clones Te derivados de Tem (paneles superiores) o derivados de Tcwm (paneles
inferiores) después de la transferencia adoptiva. Las muestras de PBMC se obtuvieron antes y en el dia 3 después de la
infusion de los clones de células T derivados de Tcm y de Tewm, Y se analizaron mediante citometria de flujo después de la
tincion con anticuerpos conjugados con fluorocromo anti-CD3, CD8, CD62L, y ya sea con CD19 o CD20. Las células se
clasificaron para identificar las células T CD3*CD8* y el porcentaje de células T que expresaron el gen marcador CD19
0 CD20 y CD62L se muestra en el cuadrante derecho superior de cada panel.

Figuras 5b-e. Una fraccion principal de células T CD8* que persisten después de la transferencia adoptiva adquieren
marcadores fenotipicos de Tcwm y residen en los nédulos linfaticos. Las alicuotas de PBMC, nddulos linfaticos (LN) y médula
6sea (BM) se obtuvieron del macaco 02258 en el dia 14 y el dia 56 después de la infusion del clon de células T especificas
para CMV, derivadas de Tcm y modificadas con ACD19. La expresion de marcadores fenotipicos de Tcm que incluyen
CD62L (b), CCR7 (c), CD28 (d) y CD127 (e) en el subconjunto de las células T CD19* transferidas se determind mediante
citometria de flujo después de clasificarlas en células CD3*CD8".

Figura 6. Las células T CD8" transferidas de manera adoptiva que persisten in vivo muestran propiedades funcionales de
células T de memoria.

Figura 6a. Las células T CD8" transferidas de manera adoptiva que persisten in vivo producen IFN-y después de la
estimulacion con antigeno. Las PBMC se obtuvieron antes de la infusion de las células T (Pre) y 21 dias después (Post)
de la infusién de un clon de células T CD8* especificas para CMV, derivadas de Tcu, modificadas con ACD19. Las
alicuotas de PBMC se estimularon con medio solo, PMA/ionomicina, o el péptido IE de CMV reconocido por el clon de
células T transferidas. La produccion de IFN-y por las células T CD8* se examiné mediante citometria de flujo de citocinas
después de la tincién con anticuerpos anti-CD3, CD8, CD19 e IFN-y. El analisis se realizé6 después de clasificarlas en
células T CD3*CD8". Los datos se muestran para el macaco 02269 y son representativos de un experimento separado
en el macaco 02258.

Figura 6b. Las células T transferidas de manera adoptiva que reexpresan CD62L carecen de una citotoxicidad directa
pero se diferencian en células citotdxicas después de la estimulacion del TCR. Panel izquierdo: Las PBMC obtenidas a
los 14-70 dias después de la infusiéon de un clon de células T CD8* derivadas de Tcm, modificadas con ACD19, se
mezclaron y clasificaron en las fracciones CD19"CD62L-CD8" y CD19*CD62L*CD8* que fueron al menos 80 % puras.
Las células clasificadas se examinaron para el reconocimiento de las células objetivo autdlogas solas (barras blancas) o
sometidas a pulsos con péptido IE de CMV (barras negras) en un ensayo de liberacién de cromo de 4 horas a una relacion
E/T de 5:1. Lalisis de las células objetivo por el clon de células T CD8* modificadas con CD19, derivadas de Tcw, cultivadas
in vitro, sirvi6 como un control positivo. Panel derecho: Las alicuotas de las células T CD62L"ACD19*CD8"*y
CD62L*ACD19*CD8" clasificadas se estimularon in vitro mediante el uso de anticuerpos anti-CD3 y CD28, en presencia
de células de alimentacion y-irradiadas e IL-2 (50 U/ml). Después de 14 dias de cultivo, los cultivos se analizaron para el
reconocimiento de las células objetivo sometidas a pulsos con el péptido en un ensayo de liberacién de cromo de 4 horas
(relacion E/T de 5:1). Los datos se muestran para el macaco 02258 y son representativos de los observados con el macaco
02269.

Figura 6c¢. Las células T transferidas de manera adoptiva que readquieren CD62L in vivo muestran una proliferacion mas
rapida que las que permanecen CD62L". Las alicuotas de las células T clasificadas ACD19*CD62L*CD8"y
ACD19*CD62LCD8" del macaco 02269 se marcaron con CFSE (paneles superiores) y se estimularon in vitro con células
B autdlogas activadas con CD40L sometidas a pulsos con péptido |IE de CMV o con medio solo. Después de 5 dias, la
dilucion de CFSE se evalu6 mediante citometria de flujo después de clasificarlas en células ACD19*CD3*CD8". El portal
M3 identifica células que han experimentado mas de cinco divisiones.

Figura 6d. Las células T transferidas de manera adoptiva pueden dirigirse a la expansion in vivo mediante la infusion de
TAPC. Las células T autélogas obtenidas y criopreservadas del macaco A99171 antes de cualquier infusion de células T
se descongelaron y expandieron mediante estimulacién con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28, e IL-2. Después de la
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expansion, las células T se sometieron a pulsos con péptido IE de CMV reconocido por el clon Tem modificado con ACD19,
transferido de manera adoptiva. Ocho semanas después de la infusion de células T cuando se establecié un nivel estable
de células T CD19* in vivo, se administré una dosis de 1 x 107 T-APC/kg por via intravenosa. La cantidad absoluta de
células T CD3*CD8" y células T CD19*CD8" /ul de sangre se midié en las muestras obtenidas antes de la administracion
de T-APC, y en el dia +3, +5 y +7 después de la infusion de T-APC. La cantidad de células T CD8* enddgenas, especificas
para IE, se midio en los mismos puntos de tiempo mediante citometria de flujo de citocinas después de clasificarlas en
células CD 19CD3*CD8*. Los datos muestran el aumento en veces en las cantidades absolutas de células T
CD3*CD8" (barras blancas), células T CD19*CD8* (barras grises), y células T CD8" especificas para IE CD19" (barras
negras) en el dia +3, +5 y +7 después de la infusion de T-APC.

Figura 6e. Las T-APC sometidas a pulsos con péptido |E se lisaron por las células T CD8* especificas para IE. Las T-APC
generadas del macaco A99171 sometidas a pulsos con péptido IE (barras negras) o con medio solo (barras blancas) se
marcaron con ®'Cr y se usaron como objetivos para una alicuota del clon de células T CD8* autdlogas especificas para
IE, que se transfiri6 de manera adoptiva al macaco A99171.

Descripcion detallada de las modalidades preferidas

Las "células T" o "linfocitos T" como se usan en la presente pueden ser de cualquier especie de mamifero, preferentemente
de primate, que incluyen monos, perros y seres humanos. En algunas modalidades las células T son alogénicas (de la
misma especie pero de diferente donante) que el sujeto receptor; en algunas modalidades las células T son autélogas (el
donante y el receptor son los mismos); en algunas modalidades las células T son singénicas (el donante y los receptores
son diferentes pero son gemelos idénticos).

Un linfocito T citotdxico (CTL) como se usa en la presente se refiere a un linfocito T que expresa CD8 sobre su superficie
(es decir, una célula T CD8%). En algunas modalidades tales células son preferentemente células T "de memoria” (células
Twm) que tienen experiencia con antigenos.

La célula T "de memoria central" (o0 "Tcm") como se usa en la presente se refiere a un CTL que expresa CD62L en su
superficie (es decir, células CD62L*CD8").

La célula T "de memoria efectoras” (0 "Tem") como se usa en la presente se refiere a un CTL que no expresa CD62L en
su superficie (es decir, células CD62L-CD8*).

"Enriquecido" y "agotado" como se usa en la presente para describir cantidades de tipos celulares en una mezcla se
refiere a someter la mezcla de las células a un proceso o etapa que da como resultado un aumento en la cantidad del tipo
"enriquecido” y una disminucion en la cantidad de las células "agotadas". Por lo tanto, en dependencia de la fuente de la
poblacion original de células sometidas al proceso de enriquecimiento, una mezcla o composiciéon puede contener 60, 70,
80, 90, 85, 0 99 por ciento o mas (en cantidad o conteo) de las células "enriquecidas" y 40, 30, 20, 10, 5 o 1 por ciento o
menos (en cantidad o conteo) de las células "agotadas".

La interleucina 15 es bien conocida y se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos nim. 6,344,192.
I. Expansion in vitro.

Los linfocitos T pueden obtenerse de acuerdo con técnicas conocidas y enriquecerse o agotarse mediante técnicas
conocidas como la unién por afinidad a anticuerpos como la citometria de flujo y/o unién por afinidad. Después de las
etapas de enriquecimiento y/o agotamiento, la expansion in vitro de los linfocitos T deseados puede llevarse a cabo de
acuerdo con técnicas conocidas (que incluyen pero no se limitan a las descritas en la patente de Estados Unidos num.
6,040,177 de Riddell y otros), o variaciones de estas que seran evidentes para los expertos en la técnica.

Por ejemplo, la poblacién o subpoblacion de células T deseada puede expandirse mediante la adicién de una poblacion
inicial de linfocitos T a un medio de cultivo in vitro, y después la adicién de las células de alimentacion al medio de cultivo,
tal como células mononucleares de sangre periférica (PBMC) que no estan en division, (por ejemplo, de manera que la
poblacion de células resultante contenga al menos aproximadamente 5, 10, 20, o 40 o mas células de alimentaciéon PBMC
por cada linfocito T en la poblacién inicial que va a expandirse); e incubar el cultivo (por ejemplo durante un tiempo
suficiente para expandir las cantidades de células T). El orden de adicion de las células T y las células de alimentacion a
los medios de cultivo puede invertirse si se desea. El cultivo puede incubarse tipicamente en condiciones de temperatura
y similares que sean adecuadas para el cultivo de linfocitos T. Para el cultivo de linfocitos T humanos, por ejemplo, la
temperatura sera generalmente de al menos aproximadamente 25 grados Celsius, preferentemente al menos
aproximadamente 30 grados, con mayor preferencia aproximadamente 37 grados.

Los linfocitos T expandidos tipicamente son linfocitos T citotdxicos (CTL) que son especificos para un antigeno presente
en un tumor humano o un patdgeno.

Las células de alimentacion que no estan en division pueden comprender células de alimentacion PBMC gamma-
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irradiadas. En algunas modalidades, las PBMC se irradian con rayos gamma en el intervalo de aproximadamente 3000 a
3600 rads.

Opcionalmente, el método de expansion puede comprender, ademas, la etapa de afadir células linfoblastoides
transformadas por EBV (LCL) que no estan en division como células de alimentacion. Las LCL pueden irradiarse con
rayos gamma en el intervalo de aproximadamente 6000 a 10,000 rads. Las células de alimentacion LCL pueden
proporcionarse en cualquier cantidad adecuada, tal como en una relacion de las células de alimentacion LCL y los
linfocitos T iniciales de al menos aproximadamente 10:1.

Opcionalmente, el método de expansion puede comprender, ademas, la etapa de afiadir anticuerpo monoclonal anti-CD3
al medio de cultivo (por ejemplo, a una concentracion de al menos aproximadamente 0.5 ng/ml). Opcionalmente, el método
de expansion puede comprender, ademas, la etapa de afiadir IL-2 y/o IL-15 al medio de cultivo (por ejemplo, en donde la
concentracion de IL-2 es al menos aproximadamente 10 unidades/ml).

En algunas modalidades puede desearse introducir genes funcionales a las células T que van a usarse en la
inmunoterapia de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, el gen o genes introducidos pueden mejorar la eficacia
de la terapia mediante la promocién de la viabilidad y/o la funcién de las células T transferidas; o pueden proporcionar un
marcador genético para permitir la seleccion y/o evaluacion de la supervivencia o migracion in vivo; o pueden incorporar
funciones que mejoran la seguridad de la inmunoterapia, por ejemplo, al hacer a la célula susceptible a una seleccion
negativa in vivo como se describe por Lupton S. D. y otros, Mol. and Cell Biol., 11:6 (1991); y Riddell y otros, Human Gene
Therapy 3:319-338 (1992); véanse ademas las publicaciones de los documentos WO 92/008796 (PCT/US91/08442) y WO
94/028143 (PCT/US94/05601) por Lupton y otros, que describen el uso de genes de fusion seleccionables bifuncionales
derivados de la fusion de un marcador de seleccion positivo dominante con un marcador de selecciéon negativa. Esto
puede llevarse a cabo de acuerdo con técnicas conocidas (véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos num.
6,040,177 de Riddell y otros en las columnas 14-17) o variaciones de estas que seran evidentes para los expertos en la
técnica basados en la presente descripcion.

Se han desarrollado varias técnicas de infeccidon que utilizan particulas virales infecciosas recombinantes para el
suministro de genes. Esto representa un enfoque preferido en la actualidad para la transduccién de linfocitos T de la
presente invencion. Los vectores virales que se han usado de esta manera incluyen vectores virales derivados del virus
40 de simios, adenovirus, virus adenoasociados (AAV) y retrovirus. Por lo tanto, los métodos de transferencia y expresion
de genes son numerosos pero esencialmente funcionan para introducir y expresar material genético en células de
mamifero. Varias de las técnicas anteriores se han usado para transducir células hematopoyéticas o linfoides, que incluyen
transfeccién con fosfato de calcio, fusion de protoplastos, electroporacion, e infeccion con adenovirus recombinante, virus
adenoasociados y vectores retrovirales. Los linfocitos T primarios se han transducido con éxito mediante electroporacion
y mediante infeccion retroviral

Los vectores retrovirales proporcionan un método altamente eficiente para la transferencia de genes a células eucariotas.
Ademas, la integracion retroviral tiene lugar de una manera controlada y da como resultado la integracion estable de una
0 pocas copias de la nueva informacion genética por célula.

Se contempla que la sobreexpresion de un factor estimulante (por ejemplo, una linfocina o una citocina) puede ser toxica
para el individuo tratado. Por lo tanto, dentro del alcance de la invencion se incluyen segmentos génicos que provocan
que las células T de la invencion sean susceptibles a la seleccidon negativa in vivo. Por "seleccion negativa" se entiende
que la célula infundida puede eliminarse como resultado de un cambio en la condicion in vivo del individuo. El fenotipo de
seleccion negativa puede ser el resultado de la insercion de un gen que confiere sensibilidad a un agente administrado,
por ejemplo, un compuesto. En la técnica se conocen genes de seleccion negativa, e incluyen, entre otros, los siguientes:
el gen de la timidina quinasa del virus del herpes simple tipo | (HSV-I TK) (Wigler y otros, Cell 11:223, 1977) que confiere
sensibilidad al ganciclovir; el gen de la hipoxantina fosforribosiltransferasa celular (HPRT), el gen de la adenina
fosforribosiltransferasa celular (APRT), citosina desaminasa bacteriana, (Mullen y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:33
(1992)).

En algunas modalidades puede ser util incluir en las células T un marcador positivo que permita la seleccién de las células
del fenotipo con seleccion negativa in vitro. El marcador de seleccion positiva puede ser un gen que, después de ser
introducido en la célula huésped expresa un fenotipo dominante que permite la seleccién positiva de las células que portan
el gen. En la técnica se conocen genes de este tipo, e incluyen, entre otros, el gen de la higromicina-B fosfotransferasa
(hph) que confiere resistencia a la higromicina B, el gen de la aminoglucésido fosfotransferasa (neo o aph) de Tn5 que
codifica resistencia al antibiético G418, el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR), el gen de la adenosina daminasa
(ADA), y el gen de resistencia a multiples farmacos (MDR).

Preferentemente, el marcador de seleccion positiva y el elemento de seleccion negativa se unen de manera que la pérdida
del elemento de seleccién negativa necesariamente también se acompafia de la pérdida del marcador de seleccion
positiva. Aun con mayor preferencia, los marcadores de seleccion positiva y negativa se fusionan de manera que la pérdida
de uno obligatoriamente conduce a la pérdida del otro. Un ejemplo de un polinucleétido fusionado que produce como
producto de expresion un polipéptido que confiere las caracteristicas de seleccion tanto positiva como negativa deseadas
descritas anteriormente es un gen de fusidon de higromicina fosfotransferasa timidina quinasa (HyTK). La expresion de
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este gen produce un polipéptido que confiere resistencia a la higromicina B para la seleccion positiva in vitro, y sensibilidad
al ganciclovir para la seleccion negativa in vivo. Véase Lupton S. D., y otros, Mol. and Cell. Biology 11:3374-3378, 1991.
Ademas, en modalidades preferidas, los polinucleétidos de la invencién que codifican los receptores quiméricos estan en
vectores retrovirales que contienen el gen fusionado, particularmente los que confieren resistencia a la higromicina B para
la seleccion positiva in vitro, y sensibilidad al ganciclovir para la seleccién negativa in vivo, por ejemplo el vector retroviral
HyTK descrito en Lupton, S. D. y otros (1991), mas arriba. Véanse ademas las publicaciones de los documentos WO
92/008796 (PCT/US91/08442) y WO 94/028143 (PCT/US94/05601), por S. D. Lupton, que describen el uso de genes de
fusion seleccionables bifuncionales derivados de la fusién de marcadores de seleccién positiva dominantes con
marcadores de seleccion negativa.

Los marcadores de seleccion positiva preferidos se derivan de genes seleccionados del grupo que consiste en hph, neo,
y gpt, y los marcadores de seleccion negativa preferidos se derivan de genes seleccionados del grupo que consiste en
citosina desaminasa, HSV-I TK, VZV TK, HPRT, APRT y gpt. Los marcadores preferidos especialmente son genes de
fusion seleccionables bifuncionales en donde el marcador de seleccion positiva se deriva de hph o neo, y el marcador de
seleccion negativa se deriva de citosina desaminasa o un gen de TK.

Pueden emplearse una variedad de métodos para transducir linfocitos T, como se conoce bien en la técnica. Por ejemplo,
las transducciones retrovirales pueden llevarse a cabo de la siguiente manera: en el dia 1 después de la estimulacién con
el uso de REM como se describe en la presente, proporcionar IL-2 a 20-30 unidades/ml a las células; en el dia 3,
reemplazar la mitad del medio con sobrenadante retroviral preparado de acuerdo con métodos estandar y después
suplementar los cultivos con Polibrene a 5 ug/ml e IL-2 a 20-30 unidades/ml; en el dia 4, lavar las células y colocarlas en
medio de cultivo fresco suplementado con IL-2 a 20-30 unidades/ml; en el dia 5, repetir la exposicién al retrovirus; en el
dia 6, colocar las células en medio selectivo (que contiene, por ejemplo, un antibiético correspondiente a un gen de
resistencia a antibidticos proporcionado en el vector retroviral) suplementado con IL-2 a 30 unidades/ml; en el dia 13,
separar las células viables de las células muertas mediante una separacion por gradiente de densidad de Ficol Hypaque
y después subclonar las células viables.

Il. Composiciones y métodos

Los sujetos que pueden tratarse mediante la presente invencién son, en general, sujetos humanos y otros primates, como
monos y simios para propositos de medicina veterinaria. Los sujetos pueden ser masculinos o femeninos y pueden tener
cualquier edad adecuada, que incluye sujetos bebés, juveniles, adolescentes, adultos y geriatricos.

Los sujetos que pueden tratarse incluyen sujetos que padecen cancer, que incluyen pero sin limitarse a cancer de colon,
pulmon, higado, mama, préstata, ovario, piel (que incluye melanoma), hueso y cerebro, etcétera. En algunas modalidades
se conocen los antigenos asociados a tumores, como melanoma, cancer de mama, carcinoma de células escamosas,
cancer de colon, leucemia, mieloma, cancer de prostata, etcétera (en estas modalidades las células T de memoria pueden
aislarse o modificarse genéticamente mediante la introduccion de los genes del receptor de células T). En otras
modalidades el direccionamiento a las proteinas asociadas a tumores puede lograrse con células T modificadas
genéticamente que expresan un inmunorreceptor modificado genéticamente. Los ejemplos incluyen pero no se limitan a
linfoma de células B, cancer de mama, cancer de prostata y leucemia.

Los sujetos que pueden tratarse incluyen, ademas, sujetos que padecen, o estan en riesgo de desarrollar, una enfermedad
infecciosa, que incluye pero sin limitarse a infecciones virales, retrovirales, bacterianas y protozoarias, etcétera.

Los sujetos que pueden tratarse incluyen pacientes inmunodeficientes que padecen de una infeccion viral, que incluye
pero sin limitarse a infecciones por citomegalovirus (CMV), virus de Epstein-Barr (EBV), adenovirus, poliomavirus BK en
pacientes con trasplantes, etcétera.

Las células preparadas como se describid anteriormente pueden utilizarse en métodos y composiciones para la
inmunoterapia adoptiva de acuerdo con técnicas conocidas, o variaciones de estas que seran evidentes para los expertos
en la técnica basados en la presente descripcion. Véase, por ejemplo, la publicacion de la solicitud de patente de Estados
Unidos num. 2003/0170238 de Gruenberg y otros; véase ademas la patente de Estados Unidos num. 4,690,915 de
Rosenberg.

En algunas modalidades, las células se formulan en primer lugar al cosecharlas de su medio de cultivo, y después lavar
y concentrar las células en un medio y un sistema contenedor adecuado para una administracion (un portador
"farmacéuticamente aceptable") en una cantidad eficaz para el tratamiento. El medio de infusién adecuado puede ser
cualquier formulacion de medio isotonico, tipicamente solucidon salina normal, Normosol R (Abbott) o Plasma-Lyte A
(Baxter), pero también puede utilizarse dextrosa al 5 % en agua o lactato de Ringer. El medio de infusion puede
suplementarse con albumen de suero humano.

Una cantidad de células en la composicion, que sea eficaz para el tratamiento, es al menos 109, tipicamente mayor que
109, al menos 100 células, y generalmente mas de 10'°. El nimero de células dependera del uso final para el que esta
destinada la composicion asi como el tipo de células incluidas en esta. Por ejemplo, si se desean células que son
especificas para un antigeno en particular, entonces la poblacion contendra mas del 70 %, generalmente mas del 80 %,
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85 % y 90-95 % de tales células. Para los usos proporcionados en la presente, las células estan generalmente en un
volumen de un litro o menos, puede ser 500 ml 0 menos, incluso 250 ml o0 100 ml o menos. Por tanto la densidad de las
células deseadas es tipicamente mayor que 108 células/ml y generalmente es mayor que 107 células/ml, generalmente
108 células/ml o mayor. El niimero clinicamente relevante de células inmunitarias puede distribuirse en muiltiples infusiones
que acumulativamente igualan o exceden 10°, 10" o0 10" células.

En algunas modalidades, los linfocitos de la invencidon pueden usarse para conferir inmunidad a los individuos. Por
"inmunidad" se entiende una disminucién de uno o mas sintomas fisicos asociados con una respuesta a una infeccién por
un patdgeno, o a un tumor, al que se dirige la respuesta de linfocitos. La cantidad de células administradas esta
usualmente en el intervalo presente en individuos normales con inmunidad al patégeno. Por lo tanto, las células
usualmente se administran mediante infusién, donde cada infusién esta en un intervalo de al menos 108 a 100 células/m?,
preferentemente en el intervalo de al menos 107 a 10° células/m?2. Los clones pueden administrarse mediante una sola
infusién, o mediante multiples infusiones en un intervalo de tiempo. Sin embargo, dado que se espera que la capacidad
de respuesta varie en diferentes individuos, el tipo y la cantidad de células infundidas, asi como la cantidad de infusiones
y el intervalo de tiempo en el que se administran multiples infusiones se determinan por el médico especialista, y pueden
determinarse mediante el examen de rutina. La generacién de niveles suficientes de linfocitos T (que incluyen linfocitos T
citotoxicos y/o linfocitos T cooperadores) puede lograrse faciimente mediante el uso del método de expansion rapido de
la presente invencion, como se ejemplifica en la presente. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos num.
6,040,177 de Riddell y otros en la columna 17.

La presente invencion se ilustra adicionalmente en los ejemplos expuestos mas adelante.
Parte experimental

En el huésped normal, la memoria de las células T persiste durante la vida lo que indica la capacidad de autorrenovacion
ademas de diferenciacion®. Esta calidad de memoria de las células T se ha sugerido que reside en el subconjunto
Tcm CD62L*, aunque en ratones se ha identificado un subconjunto unico de células T que se autorrenuevan y diferencian'®
23,24 Buscamos determinar si los clones Te diferenciados in vitro a partir de los subconjuntos Tem 0 Tem podrian diferir
intrinsecamente en su potencial de persistir después de la transferencia adoptiva. Aqui, mostramos en un modelo de
primate no humano relevante para la traducciéon a humanos, que los clones Te con especificidad antigénica derivados de
los precursores Tcm pero no de Tem pueden persistir, migrar a los nddulos linfaticos y la médula ésea, readquirir
propiedades fenotipicas de Tew y Tewm, Y responder a un reto con antigenos.

Métodos

Animales y disefio experimental. Los macacos adultos (Macaca nemestrina) se alojaron en el Centro de Investigaciones
de Primates de la Universidad de Washington Regional, en condiciones aprobadas por la Asociacion Americana para la
Acreditacion del Cuidado de Animales de Laboratorio. El comité institucional para el cuidado y uso de animales aprobd
los protocolos experimentales.

Se seleccionaron macacos saludables para este estudio si tenian evidencia de infeccion anterior por CMV segun se
determind por una respuesta linfoproliferativa positiva a un antigeno de CMV y una respuesta de células T CD8" a los
péptidos IE-1 o IE-2 del CMV?5, Los clones de células T CD8" especificas para CMV se aislaron a partir de las células T
CD62L*CD8* y CD62L"CD8* obtenidas mediante clasificacion celular de las PBMC de cada macaco, se modificaron
mediante transferencia de genes retrovirales, se expandieron in vitro y se infundieron por via intravenosa a dosis de
células de 3-6 x 10%kg. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante venopuncion a intervalos después de cada
infusion, y la médula ésea de la cresta iliaca posterior y un nédulo linfatico de la region inguinal se obtuvieron bajo
anestesia.

Laboratorios clinicos acreditados realizaron el analisis quimico de CBC y el suero de la sangre obtenida antes y a
intervalos después de cada infusion de células T. Los macacos se siguieron durante al menos 7 semanas después de
cada infusién de células T.

Citometria de flujo de citocinas para la detecciéon de células T CD8" especificas para CMV. Las PBMC se aislaron de
sangre periférica mediante separacion por gradiente de Ficoll-Hypaque. Se us6 citometria de flujo de multiples parametros
para detectar las células T CD8* en las PBMC que expresaban IFN-y intracelular después de la estimulacién con mezclas
de péptidos sintéticos de 15 mer con una superposicion de 11 aminoacidos (aa) que abarca la secuencia de 558 aa de la
proteina IE1 del rhCMV (numero de acceso del GenBank: M93360), o con un péptido |IE-2 proporcionado amablemente
por el Dr. L. Picker (Universidad de Ciencias de la Salud de Oregén)®. Los péptidos que comprendieron el panel se
sintetizaron mediante el uso de quimica estandar de FMOC (NMI) y se dispusieron en una rejilla analitica compuesta de
24 mezclas, cada una de las cuales contenia 11-12 péptidos. Las alicuotas de PBMC se estimularon durante 6 horas a
37 °C con las mezclas de péptidos (5 pg/ml) o medio solo en presencia de los anticuerpos monoclonales anti-CD28 y anti-
CD49d a 1 pg/ml. La estimulacion con PMA (10 ng/ml; Sigma) e ionomicina (1 pg/ml; Sigma) se realizé como un control
positivo. Después de dos horas, se afiadié brefeldina A (10 ug/ml; Sigma). Las células se tifieron primero con anti-CD8f3
marcado con ficoeritrina (PE) (Immunotech Coulter) y anti-CD4 marcado con la proteina clorofila-peridinina (Percp)-Cy5.5,
después se permeabilizaron mediante el uso de la soluciéon de permeabilizacion Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences (BD)),
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y se tifieron con un anticuerpo anti-IFN-y marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (BD). Todos los andlisis se
realizaron en un FACSCalibur y los datos se analizaron mediante el uso del programa informatico CellQuest (BD). Los
péptidos inmunogénicos de CMV se identificaron mediante las respuestas de células T CD8" a los péptidos que se
intersecan en la rejilla y los ensayos se repitieron con cada péptido individual y los péptidos de 9 mer derivados para
confirmar y mapear la especificidad.

Para determinar si las células T CD8* para los péptidos IE de CMV estaban presentes en los subconjuntos Tew y Tewm, las
PBMC se tifieron con anticuerpos monoclonales anti-CD8 y anti-CD62L conjugados con fluorocromo, y las células T
CD62L*CD8"* vy las células T CD62L-CD8" se clasificaron mediante el uso de un clasificador de células Vantage BD. Las
células clasificadas se analizaron mediante citometria de flujo de citocinas después de la estimulacion con células B
autdlogas que se activaron mediante el cultivo en células 3T3 NIH modificadas para expresar CD40L humano, y después
se sometieron a pulsos con los péptidos IE individuales o con medio solo. Las células B activadas con CD40L se
cocultivaron con las células T CD62L*CD8* y CD62L"CD8* purificadas durante 6 horas antes de la adicion de brefeldina
A por unas 4 horas adicionales, seguido de la permeabilizacion y tincién para IFN-y intracelular.

Vectores retrovirales. Un gen truncado de CD19 de macaco que codifica para el dominio extracelular y transmembrana
(ACD19) y cuatro aa de la cola citoplasmica para anular la sefializacion, y el gen de CD20 de longitud completa se
amplificaron mediante RT-PCR a partir del ADNc generado de las PBMC de macaco y se clonaron en el vector pcDNA3.1
(Invitrogen). Los genes de ACD19 y CD20 se subclonaron en el plasmido retroviral pMP71GFPye (W. Uckert, Max-
Delbruck-Center, Berlin, Alemania) después de retirar el gen de GFP*3. El sobrenadante retroviral se produjo en la linea
celular de empaquetamiento Phoenix Galv (G. Nolan, Universidad de Stanford, Estados Unidos) después de la
transfeccion con el uso de Fugene G de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Roche Diagnostics).

Cultivo y modificacion genética de los clones de células T CD8+ especificas para CMV para la transferencia adoptiva. Las
fracciones de células T CD62L*CD8* y CD62L'CD8" se resuspendieron en RPMI 1640 suplementado con HEPES 25
mM, suero AB humano al 10 %, 2-mercaptoetanol 25 uM, y L-glutamina 4 mM (medio para las células T), y se cocultivaron
con monocitos autdlogos sometidos a pulsos con péptidos IE-1 o IE-2 del CMV (1 pg/ml). La IL-2 (10 U/ml; Chiron
Corporation) se afiadi6 en el dia 3 del cultivo. En el dia 7, se generaron clones de células T mediante el sembrado de 0.3
células T por pocillo en placas de fondo redondo de 96 pocillos con 1 x 10° PBMC autélogas y-irradiadas sometidas a
pulsos con péptidos IE-1 o IE-2 del CMV (0.5 pug/ml) y 1 x 10* células B linfoblastoides (LCL) y-irradiadas como células de
alimentacion en presencia de IL-2 a 50 U/ml.

Después de 14 dias, una alicuota de los pocillos de clonacién con crecimiento visible se analizé en un ensayo de liberacion
de cromo para el reconocimiento de células objetivo autélogas ya sea sometidas a pulsos con péptido de CMV o con
medio solo. Los clones de células T que solo lisaron las células objetivo sometidas a pulsos con péptido se expandieron
mediante estimulacién con anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 en presencia de PBMC humanas y-irradiadas
y LCL transformadas con EBV, e IL-2 (50 U/ml) como se ha descrito** 4%. En el dia 2 después de la estimulacion, las
células se sedimentaron, resuspendieron en sobrenadante retroviral de ACD19 o CD20 con IL-2 (50 U/ml) y Polibrene (5
pg/ml), se centrifugaron a 1000 g durante 1 hora a 32 °C, y se incubaron durante la noche. Las células se lavaron después
y se cultivaron en medio de CTL que contenia IL-2. En el dia 6 después de la transduccion retroviral, las células T que
expresaron el transgén ACD19 o CD20 se seleccionaron con perlas inmunomagnéticas. Brevemente, las células T
transducidas se incubaron con anticuerpo monoclonal anti-CD19 (Immunotech Coulter) o anti-CD20 (BD), se lavaron,
incubaron con perlas magnéticas acopladas con anticuerpo de rata anti-IgG de ratén (Miltenyi Biotec), y se seleccionaron
mediante el uso del dispositivo MidiMACS. Las células seleccionadas se cultivaron después durante unos 6 dias
adicionales y se criopreservaron en alicuotas que pueden descongelarse posteriormente para los experimentos de
transferencia adoptiva. La clonalidad de los clones de células T infundidas se confirmé mediante analisis de las
redisposiciones del gen de V(3 de TCR.

Para evaluar la viabilidad celular in vitro, las alicuotas de los clones de células T al final del ciclo de estimulacion de 14
dias e inmediatamente antes de la transferencia adoptiva se sembraron en placas de cultivo de tejidos de 12 pocillos a 2-
4. 108 células/pocillo en medio para células T solo, medio con IL-2 (1 ng/ml o 16 U/ml; Chiron), IL-15 (1 ng/ml; R&D
Systems), o IL-7 (10 ng/ml; R&D).

La viabilidad de las células T se evalu6 cada 3-4 dias mediante exclusién del colorante tripan azul. En algunos
experimentos, las alicuotas de los clones de células T se cultivaron con medio que contenia IL19 21 (30 ng/ml) (R&D) o
se cocultivaron con PBMC autdlogas y células dendriticas maduras derivadas de monocitos*6.

Generacion de T-APC. Para generar T-APC, se expandieron las alicuotas de células T policlonales autélogas mediante
estimulacion con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 e IL-2 (50 U/ml). Al final de un ciclo de estimulacion
de 14 dias, las células T se cosecharon, se sometieron a pulsos durante 30 min con 1 ug/ml del péptido IE de CMV
cognado, se lavaron dos veces en medio, se suspendieron en solucién salina normal y se administraron al animal mediante
infusion intravenosa a una dosis de células de 1 x 107/kg. Una alicuota de las células T autdlogas antes y después del
pulso con el péptido IE de CMV se marcaron con 5'Cr y se analizaron como objetivos para el clon de células T especificas
para CMV.

Ensayos de citotoxicidad. Las respuestas citotoxicas de las células T especificas para CMV se examinaron como se ha
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descrito**#147. Brevemente, las células T autélogas marcadas con ®'Cr se sometieron a pulsos durante la noche con
antigeno peptidico a diversas concentraciones o medio solo y se usaron en un ensayo de liberacion de cromo para el
reconocimiento por los clones de células T CD8".

Citometria de flujo. Las PBMC y los clones de células T se analizaron mediante citometria de flujo después de la tincion
con anticuerpos monoclonales anti-CD3 (SP34), CD4, CD8, CD27, CD28, CD45RA, CD62L, CCR7, CD122 (IL2-Rp),
CD132 (IL2-Ry) (BD), CD19, CD8B, CD45R0, y CD127 (Immunotech Coulter) e IL15R { conjugados con fluorocromo
(R&D). Para la tincion intracelular, las células se suspendieron en solucion de permeabilizaciéon CYTOFIX/CYTOPERM™
(BD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se tifieron con anticuerpos monoclonales para la granzima B (BD),
perforina (Kamiya Biomedical), bcl-2 (BD), y bcl-xI (Southern Biotech). Los anticuerpos monoclonales irrelevantes de
control de isotipo coincidente sirvieron como controles (BD). En algunos experimentos, las muestras de PBMC se
marcaron con anti-CD8-FITC y anti-CD19 aloficocianina (APC) y se tifieron con anexina V-PE y Pl de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Todos los analisis se realizaron en un FACSCalibur y los datos se analizaron mediante el uso
del programa informatico CellQuest (BD).

Marcaje con CFSE de las células T. Las células T CD19*CD62L*CD8" y CD19*CD62L"CD8* se clasificaron en flujo de
las muestras de PBMC mezcladas, obtenidas después de la transferencia adoptiva y se marcaron con CFSE 0.625 uyM
(Molecular Probes) en PBS durante 10 minutos a 37 °C en agitacion constante, seguido por bloqueo con medio FCS al
20 %. Las células T marcadas con CFSE se sembraron a 1 x 10° células/pocillo en una placa de 96 pocillos con células
B autdlogas activadas con CD40L (2.5 x 10* células/pocillo) sometidas a pulsos con péptido IE de CMV a 200 ng/ml. La
dilucion de CFSE se analizdé mediante citometria de flujo después de cinco dias.

PCR con sondas fluorescentes. Las amplificaciones y los analisis por PCR se realizaron mediante el uso de un ensayo
de PCR cuantitativa en tiempo real (Perkin-Elmer Applied Biosystems)*® 48, El ADN (0.3-1 ug) se amplifico por duplicado
mediante el uso de cebadores de PCR y sondas TagMan (Synthegen) disefiadas para detectar una Unica secuencia
MP71CD20, mediante el uso de una sonda etiquetada con fluorescencia que abarca la unién del gen de CD20 y el vector
retroviral pMP7 1.

Los patrones consistieron de ADN derivado de las células T CD20. infundidas. Las alicuotas de las PBMC de preinfusion
sirvieron como control negativo.

Analisis de la longitud de los telébmeros. La longitud promedio de las repeticiones de los teldomeros en linfocitos individuales
se midi6 mediante flujo-FISH automatizado como se ha descrito*® 0. Las células, que se congelaron previamente en
DMSO 10 % (v/v) suero humano 20 % (v/v), se descongelaron y procesaron en placas de microtitulacion para el flujo-
FISH automatizado. Las células se hibridaron con o sin una sonda de PNA (CCCTAA)s;, especifica de teldmeros,
conjugada con FITC, a 0.3 pg/ml, se lavaron y contratifieron con LDS 751 a 0.01 pg/ml (Exciton Chemical). Para convertir
la fluorescencia medida en las células de la muestra, hibridadas con la sonda de PNA para telémeros marcada con FITC
en kilobases (kb) de repeticiones de los telémeros, los timocitos de bovino fijos con una longitud conocida de los telémeros
como control interno se procesaron simultaneamente con cada muestra®. Las perlas fluorescentes marcadas con FITC
se usaron para corregir los cambios diarios en la linealidad del citometro de flujo y las fluctuaciones en la intensidad y el
alineamiento del laser. El registro de los datos de citometria de flujo se realizé en un aparato FACSCalibur™ y el analisis
de los datos se realizé mediante el uso de un sistema de andlisis de datos CellQuestPro™ (BD).

Resultados

Caracterizacion de los clones de células T CD8* especificos de citomegalovirus (CMV), derivados de los subconjuntos
Tcem CD62L* y Tem CD62L. En este estudio se usaron Macaca nemestrina inmunocompetentes con infeccion latente de
CMV. Para identificar las células T CD8* especificas para CMV, se estimularon alicuotas de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de cuatro macacos con los péptidos inmediatos tempranos (IE)-1 o IE-2 de CMV de Rhesus y
se analizé la produccion de interferon-gamma (IFN-y) mediante citometria de flujo?®. Después de la identificacion de un
epitopo inmunogénico de CMV para cada macaco, se evalud la presencia de células T CD8* especificas en las fracciones
de células T CD62L*y CD62L,, purificadas a partir de las PBMC y que contienen Tcwy Tem respectivamente. La
estimulacion de células T CD62L* y CD62L" con los péptidos de CMV identificaron células T CD8" que produjeron IFN-y
en ambos subconjuntos (Figura 1a). La mayoria delas células T CD62L* fueron positivas para CCR7 y CD28, y
expresaron niveles bajos o nulos de granzima B. Las células T CD62L" fueron negativas mayoritariamente para CD28 y
CCRY7, y positivas para la granzima B (no mostrado).

Después se generaron clones de células T CD8* especificas para CMV para la transferencia adoptiva de las células
CD62L*CD8* (Tcm) y CD62L- CD8* (Tem) purificadas de tres macacos (Figura 1b). Los clones de células T CD8",
citoliticas, especificas para CMV, se obtuvieron de ambos subconjuntos Ty en todos los macacos. La eficiencia de
clonacién fue 13.6-23.2 % para los cultivos iniciados de Tcwm, y 0.4-10.4 % para los cultivos iniciados de Tewm. Los clones
de células T individuales se transdujeron con un vector retroviral que codifica ya sea una molécula truncada de CD19 de
la superficie celular (ACD19) o una molécula CD20 de longitud completa para permitir el seguimiento de las células in
vivo, y las células T transducidas se seleccionaron con perlas inmunomagnéticas (Figuras 1c, d). Un par de clones
derivados de Tcm y Tem se selecciond aleatoriamente de cada uno de los tres macacos, y se expandié en cultivo a > 5 x
10° células durante una duracion total del cultivo de 49 dias antes de la transferencia adoptiva. Independiente de su
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derivacion de células CD62L" o CD62L", todos los clones de células T especificas para CMV se diferenciaron a Te y fueron
negativas para CD62L, CCR7, CD28, y CD127, y positivas para la granzima B y perforina (Figura 2a). Los clones de
células T de cada par reconocieron el mismo péptido de CMV, tuvieron una avidez comparable, mostraron un crecimiento
casi idéntico después de la estimulacién del receptor de células T (TCR), y tuvieron similares longitudes de los
telémeros (Figuras 2b-d).

Persistencia in vivo de los clones Te CD8* derivados de Tcy CD62L* o Tem CD62L". Las células T autélogas modificadas
genéticamente se administraron por via intravenosa y se midié su frecuencia en la sangre, nédulo linfatico y médula 6sea
a intervalos después de la infusién. Un clon de células T modificadas con ACD19, derivado de Tewm se transfirié al macaco
02269 a una dosis de 3 x 108 células T/kg, que es aproximadamente el 5-10 % del conjunto de linfocitos totales de
macacos?®. Las células T CD19*CD8* se detectaron facilmente en la sangre un dia después de la infusién a una frecuencia
de 1.2 % de las células CD8* o 10 células/pl de sangre. Las células T CD19" en la sangre tuvieron un maximo en 3.7 %
de las células T CD8" (40 células/pl) en el dia tres después de la infusidn. Sin embargo, las células T no se detectaron
en la sangre obtenida en el dia cinco o multiples veces hasta los cuarenta y dos dias después de la infusion, y no estaban
presentes en las muestras de médula 6sea o nodulo linfatico obtenidas catorce dias después de la infusion (Figura 3a).
La misma dosis de un clon de células T especificas para CMV, modificadas con ACD19, derivadas del subconjunto Tcu se
transfirid a este macaco. En el dia uno después de la infusion, la frecuencia de las células T CD19*CD8"* en la sangre fue
de 2.2 % de las células T CD8" (10 células/pl). A diferencia del clon derivado de Tewm, las células derivadas de Tcm
persistieron en la sangre por mas de cincuenta y seis dias después de la infusion a -0.2 % de las células T CD8* (3-6
células/pl), y comprendieron el 1.2 % y 0.6 % de las células T CD8" en las muestras de médula ésea y nédulo linfatico
respectivamente, obtenidas catorce dias después de la infusion (Figura 3b). En un segundo macaco, se infundié un clon
derivado de Tcwm, modificadas con ACD19 primero a una mayor dosis de células de 6 x 10%/kg. Con esta dosis, las células
transferidas se detectaron en la sangre a una frecuencia de 26.3 % de las células T CD8* (228 células/pl) en el dia uno 'y
46.3 % de las células T CD8+ (734 células/pl) en el dia tres. El clon derivado de Tcwm transferido estuvo presente en la
médula 6sea y el nodulo linfatico obtenidos en el dia catorce a 4.7 % y 0.7 % de las células T CD8",
respectivamente (Figura 3c). La frecuencia de las células transferidas en la sangre decliné gradualmente durante los
veintiocho dias a un nivel estable de 7-10 células/ul que persistieron durante mas de once meses después de la
infusion (Figura 3c). Se administré la misma dosis de un clon derivado de Tem transducido para expresar CD20 para
permitir el seguimiento de las células y su reconocimiento respecto de las células T modificadas con ACD19, transferidas
previamente. La frecuencia de células T CD20*CD8* en la sangre un dia después de la infusion fue de 16.3 % de las
células T CD8* (103 células/pl), pero las células transferidas desaparecieron de la sangre hacia el dia cinco y no se
detectaron en la médula 6sea y el nédulo linfatico obtenidos catorce dias después de la infusién (Figura 3d). La
desaparicién de las células T modificadas con CD20 se confirmé mediante PCR para las secuencias del vector en ADN
aislado de las células mononucleares de sangre periférica, médula 6sea y nédulo linfatico obtenidas en el dia 14 (datos
no mostrados).

Las células Te CD8" derivadas de Tem experimentan una rapida apoptosis después de la transferencia adoptiva y
responden poco a la IL-15. La no persistencia de los clones de Te derivados de Tem en sangre, médula o nédulos linfaticos
después de la transferencia adoptiva puede deberse a la muerte celular in vivo y/o migracién a otros sitios tisulares. Los
clones derivados de Tem expresaron menores niveles de las proteinas antiapoptéticas bclxl y bcl-2 que los clones
derivados de Tcw, o que sugiere que pueden ser mas susceptibles a la apoptosis (Figura 4a). Por lo tanto, se infundié un
clon de células T derivadas de Tem, modificadas con ACD19, al tercer macaco y se midié la proporcion de células
transferidas en las PBMC que fueron positivas para yoduro de propidio (PI) y unién a anexina V?’. Aproximadamente el
40 % de las células T CD19*CD8* en las PBMC fueron positivas a Pl y/o anexina V cuando se analizaron directamente
en el dia uno, y 45 % fueron positivas después de cultivar las PBMC durante 24 horas (Figura 4b).

Consistente con los animales anteriores, el clon derivado de Tem se detectd en la sangre solo durante tres dias, y no
estuvo presente en las muestras de médula 6sea o nédulo linfatico del dia catorce (Figura 4c). Después se infundio un
clon de células T derivadas de Tcu, modificadas con ACD19, en el mismo animal y se analiz6 la proporcion de células
apoptoticas. Menos del 20 % de las células Tcwm transferidas fueron positivas a Pl y/o anexina V en las PBMC analizadas
directamente, y esta fraccion disminuy6 a 12 % después de 24 horas de cultivo (Figura 4b). El clon derivado de Tcm migré
a la médula 6sea y nédulos linfaticos (Figura 4c), y persistio en la sangre por mas de setenta y siete dias como se observé
previamente (datos no mostrados). Consideramos que la supervivencia selectiva de las células T derivadas de Tcwm in vivo
podria deberse a la capacidad de respuesta a las citocinas homeostaticas como IL-15 que mantienen las células T de
memoria CD8* enddgenas?®-3°, y las alicuotas cultivadas de los clones derivados de Tew y Tem en medios que contienen
dosis bajas de IL-15, IL-2 o IL-7. Ambos clones Tee derivados de Tem y Tcem carecieron de la expresion de IL-7Ra (Figura
2a) y murieron rapidamente in vitro cuando se cultivaron en IL-7 o en medio solo (Figura 4d). El cultivo en IL-15 o IL-2
tampoco mejor6 la viabilidad de los clones derivados de Tem (Figura 4d). Por el contrario, los clones derivados de Tewm
fueron rescatados de la muerte celular por mas de 30 dias en IL-15 y mostraron mejor supervivencia en IL-2 (Figura
4d). La capacidad de respuesta de los clones derivados de Tcm a la IL-15 se correlacioné con mayores niveles de IL-
15Ra, IL-2RB®, e IL-2Ry de la superficie celular en comparacion con los clones derivados de Tem (Figura 4e).

Los clones Te CD8" transferidos de manera adoptiva, derivados de Tcm adquieren un fenotipo de memoria in vivo. La
migracion de los clones Tg CD8+ derivados de Tcwm a los nédulos linfaticos sugirié que CD62L podria reexpresarse en las
células transferidas in vivo. CD62L no se detectd en los clones de células T en el momento de la transferencia
adoptiva (Figura 2a), o después del cultivo en ausencia de estimulacién con antigeno con citocinas (IL-2, IL-7, IL-15, IL-
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21), PBMC autdlogas, o células dendriticas derivadas de monocitos (datos no mostrados). Sin embargo, en los tres
macacos, se observaron células CD19*CD62L*CD8* en la sangre tan temprano como a los tres dias después de la
infusion de los clones derivados de Tcwm y se detectaron en las muestras de sangre, médula 6sea y nodulo linfatico
obtenidas en el dia 14 (Figura 5a, b). La proporcion de células T transferidas que fueron CD62L* en el nddulo linfatico fue
mayor que en sangre o médula (Figura 5b).

CD62L no se expreso durante el corto periodo en que el clon derivado de Tewm persistio en la sangre en cualquiera de los
tres macacos (Figura 5a). Después se examiné si las células T que persistieron in vivo después de la transferencia
adoptiva adquirieron otros marcadores fenotipicos de células T de memoria que no estaban presente en las Tg infundidas.
Catorce dias después de la transferencia de células, un subconjunto de las células T CD19*CD8* en sangre y nodulo
linfatico expresaron CCR7, CD28, y CD127 (Figuras 5c-e). Este analisis se repitid en las muestras de sangre, médula
6sea y ndédulo linfatico obtenidas dos meses después de la infusion del clon derivado de Tem en el macaco 02258. En este
momento mas tarde, las células T CD19" infundidas comprendieron 1.4 % de las células T CD8+ en el nddulo linfatico y
estas células T fueron uniformemente positivas para marcadores de Tcm que incluyen CD62L, CCR7, CD28 y
CD127 (Figuras 5b-e). Las células T transferidas estaban presentes en niveles menores en la sangre y la médula 6sea, y
contenian ambas fracciones CD62L* y CD62L". Las células T CD19" transferidas que persistieron a largo plazo en la
sangre y expresaron CD62L, también expresaron CR7, CD28 y CD127 (no mostrado). Por lo tanto, a pesar de la
diferenciacién a Te durante la expansion de una sola célula Tcw a mas de 5 x 10° células, una fraccion significativa de los
clones de células T transferidas fueron capaces de persistir a largo plazo, competir con las células T enddgenas por los
nichos anatémicos de Tcw, y reexpresar marcadores fenotipicos de Tcwm.

Las células T de memoria establecidas por transferencia adoptiva muestran propiedades funcionales de ambos Tcm Y Tew.
Un objetivo de la inmunoterapia con células T es establecer una mezcla estable de células T de memoria que puedan
responder a un antigeno mediante la produccion de citocinas y la diferenciacion a células efectoras citoliticas. Las células
derivadas de Tcuw CD19* transferidas que persistieron en la sangre produjeron IFN-y después de la estimulacién con
péptido y su frecuencia fue comparable con las células T CD8* enddgenas, especificas para CMV, CD19 (Figura 6a). La
funcién citolitica de estas células T se examind mediante clasificacién de las células T de la sangre en las fracciones
CD19*CD62L*CD8* y CD19*CD62L"CD8"*. Para estos experimentos, fue necesario mezclar las muestras de PBMC de
multiples puntos de tiempo para obtener células suficientes para los ensayos. Las células T CD19*CD62L"- demostraron
actividad citolitica casi equivalente a la del clon de células T y expresaron granzima B, mientras que las células T
CD19*CD62L" no tuvieron una actividad citolitica directa y tuvieron baja expresiéon de granzima B (Figura 6b). La
estimulacion in vitro de las células T CD19*CD62L" con los anticuerpos monoclonales anti-CD3 y anti-CD28 generd células
Te con actividad citolitica, lo que demuestra que estas células pueden reinducirse para diferenciarse a Tg citoliticas (Figura
6b). Ademas, las fracciones de células T CD19*CD62L* y CD19*CD62L" clasificadas se marcaron con CFSE y se
monitoreo la proliferacion cinco dias después de la estimulacion con antigenos in vitro. El setenta y cuatro por ciento de
las células CD62L" experimentaron 5 o mas divisiones celulares, pero solo el 13 % de las células CD62L" experimentaron
5 o mas divisiones (Figura 6¢). Por lo tanto, la transferencia adoptiva de un clon Te derivado de la mezcla de Tcw establecio
distintas poblaciones de células in vivo con las propiedades funcionales de Tcm y Tewm.

Previamente habiamos demostrado en estudios en seres humanos que la infusion de células T que expresan un antigeno
foraneo puede cebar y potenciar las respuestas de células T de memoria endégenas con especificidad antigénica®'. Por
lo tanto, para determinar si las Ty establecidas mediante transferencia adoptiva pueden responder a la estimulacion con
antigenos in vivo, se infundio una pequefia dosis (1 x 107/kg) de células T autdlogas sometidas a pulsos con péptido IE
de CMV (T-APC) en el macaco A99171 dos meses después de administrar las células T derivadas de Tcm modificadas
con ACD19. Las T-APC sometidas a pulsos con péptido se lisaron eficientemente por el clon de células T especificas para
CMV in vitro (Figura 6e). Dentro de los 7 dias de la infusion de las T-APC, hubo un aumento de 4 a 5 veces en las
cantidades absolutas de las células T especificas para |IE tanto modificadas con ACD19 como enddgenas en la
sangre (Figura 6d). Por lo tanto, las células T de memoria, establecidas mediante transferencia adoptiva fueron tan
capaces como las células T de memoria enddgenas de expandirse en respuesta al antigeno in vivo.

Discusion

La pobre supervivencia de las células T transferidas de manera adoptiva que se dirigen a células infectadas o cancerosas
se ha correlacionado con la falta de eficacia terapéutica en los ensayos clinicos' 618, La persistencia y eficacia de las
células T cultivadas puede mejorarse a veces por agotamiento de los linfocitos huésped antes de la transferencia de
células para eliminar las células reguladoras y la competencia por las citocinas que favorecen la supervivencia, y por la
administracion de IL-2 después de la transferencia de células'®'”. Sin embargo, el éxito de estas intervenciones no ha
sido uniforme en cuanto a mejorar la persistencia de las células lo que sugiere que las propiedades intrinsecas de las
células T aisladas para una terapia adoptiva pueden ser criticas para establecer una inmunidad duradera. Aqui, usamos
el marcaje de genes para mostrar que los clones Te CD8* con especificidad antigénica derivados in vitro del subconjunto
Tcm pero no de Tem, persisten a largo plazo in vivo, ocupan los nichos de las células T de memoria, y readquieren
propiedades fenotipicas y funcionales de Tcw después de la transferencia adoptiva.

Después de encontrar el antigeno in vivo, las células T experimentan proliferacion y diferenciacién programada inducidas

por sefiales del TCR, moléculas coestimuladoras y de adhesion, y receptores de citocinas'82932 Estos eventos dan como
resultado la generacion de gran cantidad de Te que mueren a medida que el antigeno se elimina, y un grupo mas pequefio
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de Tcm y Tem fenotipicamente distintas que persisten durante la vida y responden a la reexposicion al antigeno con
diferenciacion a Te. Los datos de estudios en animales murinos y seres humanos apoyan un modelo de diferenciacion
lineal en el que las Tcm dan lugar a ambas Tem Yy Te, aunque sigue siendo posible que Tcw y Tem representen linajes
separados'®33-3% | a capacidad de memoria de las células T para mantenerse durante la vida sugiere que al menos
algunas Ty deben ser capaces de autorrenovacion y diferenciacion?s.

Los resultados presentados aqui sugieren que el aislamiento de Tcwm para la insercion de genes puede proporcionar una
poblacion de células T reactivas a tumores con una capacidad mejorada para persistir después de la transferencia
adoptiva.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Un método para obtener una preparacion de linfocitos T citotoxicos (CTL) CD8* de primate, util para la
inmunoterapia adoptiva que comprende las etapas de:

(a) enriquecer una poblacion de linfocitos T obtenida de un primate donante para una subpoblacion de linfocitos
T de memoria central CD62L*" CD8* (Tcm), para generar asi una composicion enriquecida de Tcm que esta
enriquecida de linfocitos Tcy CD62L* y agotada de linfocitos T de memoria efectores CD62L" (Tew); ¥

(b) expandir las células de la composicién enriquecida de Tcwm in vitro, opcionalmente en presencia de interleucina
(IL) 15, para producir una preparacion de CTL enriquecida de CTL derivados de Tcwm, la preparacion de CTL
comprende células T efectoras (Te), en donde las células Te tienen una disminucion de la expresion de CD62L
en comparacion con la composicion enriquecida de Ty de la etapa (a).

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la preparacion de CTL enriquecida de Tcm comprende
células T efectoras CD8* (Te) (i) que son positivas para la granzima B y/o perforina, y/o (ii) que son rescatadas
de la muerte celular mediante la adicion de IL-15 en un cultivo in vitro.

Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en donde la etapa de expansion se lleva a
cabo en presencia de IL-15 e IL-2.

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la composiciéon de Tcm de la etapa
(a) comprende 40 % o menos de los linfocitos Tem antes de la etapa (b).

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende, ademas, modificar
genéticamente in vitro la composicion enriquecida de Tcm de la etapa (a) con al menos un gen que dirige a las
células cancerosas u otras células patogénicas, preferentemente el gen es un inmunorreceptor modificado
genéticamente.

Una preparacion de linfocitos T citotéxicos (CTL) CD8* de primate, ttil para la inmunoterapia adoptiva, obtenida
del método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la preparacién de CTL esta
enriquecida de células T efectoras CD8* de primate (Te) que tienen disminucion de la expresion de CD62L en
comparacion con las células T de memoria central CD8* (Tcwm), ¥y que persisten después de la transferencia
adoptiva a un sujeto in vivo durante al menos 5 dias; preferentemente al menos 14 dias; opcionalmente que
comprende células modificadas genéticamente con un gen que dirige a las células cancerosas u otras células
patogénicas, preferentemente el gen es un inmunorreceptor modificado genéticamente.

Una preparacion de CTL CD8* de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en donde la preparacion de CTL comprende
60 % o mas de las células T efectoras CD8" (Te) de primate.

Una preparacion de CTL CD8* de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la preparacion de CTL consiste
esencialmente en las células T efectoras CD8* (Te) de primate.

Una preparacién de CTL CD8* de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde las células en
un cultivo in vitro son rescatadas de la muerte celular mediante la adicién de IL-15 en comparacion con las células
T efectoras CD8" (Te) derivadas de las células T de memoria efectoras CD8* (Tewm).

Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o una preparacion de CTL CD8* de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en donde la preparacién de CTL se formula en un portador
farmacéuticamente aceptable.

Una preparacion de CTL CD8* de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 para usar en la
inmunoterapia adoptiva en un sujeto humano.

La preparacion de CTL CD8* para usar de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la preparacion de CTL es
alogénica al sujeto, singénica al sujeto, o autdloga al sujeto.

La preparacion de CTL CD8"* para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11 o la reivindicaciéon 12, en donde la
inmunoterapia adoptiva comprende una administracion concurrente de interleucina 15 al sujeto en una cantidad
eficaz para aumentar la proliferacién de la preparacion de CTL CD8"* en el sujeto.

La preparacién de CTL CD8* para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, en donde
(a) el sujeto padece de cancer; preferentemente el cancer es cancer de colon, cancer de pulmoén, cancer hepatico,
cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer de piel, cancer 6seo, tumor cerebral, carcinoma
de células escamosas, melanoma, leucemia, o mieloma; o (b) en donde el sujeto padece de una enfermedad
infecciosa; preferentemente una infeccion viral, infeccién bacteriana o infeccion protozoaria.
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La preparacion de CTL CD8"* para el uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en donde el

sujeto es inmunodeficiente.
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