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DESCRIPCION
Mezclas pep para generar CTL multiviricos con amplia especificidad
Campo técnico

La presente invencion generalmente se refiere a los campos de inmunologia, biologia celular, biologia molecular y
medicina.

Antecedentes de la invencion

Aunque el trasplante de células madre hematopoyéticas (HSCT, de sus siglas en inglés) puede curar tumores malignos
hematoldgicos y trastornos genéticos, la extensién a donantes que no sean hermanos compatibles con HLA ha dado
como resultado la apariciéon de infecciones viricas como los principales contribuyentes a la morbilidad y mortalidad
después de un trasplante . Con el advenimiento de un cribado virico mas intensivo y una deteccion mejorada, se ha
implicado un numero creciente de patdgenos viricos en estas complicaciones, expandiéndose desde el
citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein Barr (EBV, de sus siglas en inglés), el virus del herpes simple (HSV, de sus
siglas en inglés), el adenovirus (Adv) y BK para incluir el virus del herpes humano (HHV, de sus siglas en inglés)-6, el
virus sincitial respiratorio (RSV, de sus siglas en inglés), la paragripe y la gripe 2. Si bien los agentes farmacologicos
son la terapia estandar para algunos, tienen toxicidades sustanciales, generan variantes resistentes, con frecuencia
son ineficaces y no brindan proteccion a largo plazo 58.

La restauracion de la inmunidad especifica del virus ofrece una alternativa atractiva a los farmacos convencionales.
Los inventores han demostrado que los linfocitos T citotoxicos (CTL, de sus siglas en inglés) especificos de virus
expandidos in vitro generados a partir de donantes de células madre con especificidad para uno (EBV), dos (EBV y
Adv) o tres (EBV, CMV y Adv) virus son seguros y eficaces y previenen y tratan la infeccion virica o la enfermedad en
el contexto de HSCT 79, Mas recientemente, los CTL especificos de virus almacenados, parcialmente compatibles con
HLA (CTL de terceros) se muestran prometedores en receptores de aloinjertos con enfermedad virica avanzada 012

A pesar de estos resultados clinicos alentadores, la implementacion mas amplia de terapia con linfocitos T esta
restringida por (i) el espectro limitado de virus que pueden ser dirigidos eficazmente en una sola linea de linfocitos T,
y (ii) la logistica de fabricacion. La competencia antigénica entre linfocitos T de alta y baja frecuencia, asi como entre
multiples antigenos expresados en diferentes niveles y la competencia por la presentacion en células presentadoras
de antigenos (APC, de sus siglas en inglés) compartidas puede favorecer la generacion de lineas dominadas mediante
respuestas a un solo virus o a un espectro restringido de antigenos viricos '®'* limitando asi la cobertura antivirica
proporcionada por un solo producto de linfocitos T. Ademas, el proceso de fabricacion actual es complejo, requiere
material de virus infeccioso (EBV/Adv), produccién de un vector de grado clinico y cultivo in vitro prolongado (10-12
semanas) 81015 Para abordar este ultimo problema, algunos grupos han evaluado enfoques mas rapidos para producir
productos de linfocitos T para la transferencia adoptiva. Estos incluyen la seleccion streptamer para aislar directamente
los linfocitos T CD8+ especificos del virus de la sangre periférica '8, asi como la seleccidn de células basadas en la
produccién de citocinas (IFN) o la expresién de marcadores de activacion (por ejemplo, CD154) después de la
exposicion al antigeno 719, Sin embargo, estos enfoques son caros, requieren un gran volumen de sangre inicial, que
no siempre esté disponible, particularmente en el contexto de donantes no relacionados, y no puede aplicarse a virus
con bajas frecuencias de precursores de linfocitos T circulantes.

Existe una necesidad en la materia de un mecanismo por el cual se pueda generar rapidamente una sola preparacion
de CTL policlonales que sea consistentemente especifica para antigenos inmunodominantes y/o subdominantes
procedentes de mas de un virus, incluidos aquellos que son causas frecuentes de enfermedad o muerte después de
un trasplante, por ejemplo.

Breve sumario de la invencion

En el presente documento, se describen métodos y composiciones que se refieren a componentes del sistema
inmunitario que se modifican para reconocer inmunogénicamente dianas particulares. Algunos aspectos descritos en
el presente documento se refieren al desarrollo de linfocitos T citotoxicos (CTL) que se dirigen a una fraccién biologica
que provoca una respuesta inmunitaria en un individuo. Los aspectos especificos descritos en el presente documento
se refieren al desarrollo de CTL que se dirigen a, al menos, un antigeno de un patégeno (incluyendo virus, bacterias
u hongos) u otro antigeno asociado a una enfermedad. Determinados aspectos descritos en el presente documento
se refieren al desarrollo de CTL que se dirigen a antigenos de al menos un virus, por ejemplo. Aspectos alternativos
descritos en el presente documento se refieren al desarrollo de CTL que se dirigen a, al menos, un antigeno tumoral,
por ejemplo. En al menos algunos casos, los CTL se dirigen a antigenos de dos o mas virus (o dos o mas tumores, en
los aspectos alternativos descritos en el presente documento). En algunas realizaciones, los CTL se dirigen a uno o
mas, dos o mas, tres 0 mas, o cuatro o mas antigenos del mismo virus. En algunas realizaciones, los CTL se dirigen
a un antigeno de mas de un virus. En determinadas realizaciones, los CTL se dirigen a uno o mas, dos o mas, tres o
mas, o cuatro 0 mas antigenos de diferentes virus.

En particular, la invencion proporciona un método para generar linfocitos T citotdxicos (CTL) que se dirigen a, al menos,
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un antigeno de dos o mas virus, que comprende las etapas de poner en contacto las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC, de sus siglas en inglés) con al menos dos bibliotecas de péptidos, comprendiendo cada una de
dichas bibliotecas de péptidos, péptidos que se superponen en secuencia para abarcar parte o la totalidad de un
antigeno virico y que tienen al menos siete aminoacidos de longitud; y expandir la cantidad de linfocitos T especificos
de virus en presencia de una o mas citocinas, en donde (a) uno de los virus es el virus BK y el antigeno se selecciona
de LT y VP-1; o (b) uno de los virus es HHVG6 y el antigeno se selecciona de U14, U11, U71, U54 y U90; o (c) uno de
los virus es RSV y el antigeno se selecciona de N y F; o (d) uno de los virus es el virus de la gripe y el antigeno se
selecciona de MP1 y NP1; y en donde el método se realiza en ausencia de células dendriticas pulsadas por péptidos
aisladas.

La presente divulgacion proporciona mejoras significativas y no obvias en los métodos para generar lineas de CTL
con especificidad contra multiples antigenos tumorales o multiples virus (por ejemplo). En la generaciéon de CTL con
tal especificidad, los métodos descritos en el presente documento evitan la necesidad de células dendriticas en la
preparacién de dichas lineas. En algunos casos, el antigeno se presenta a las PBMC en forma de uno o mas péptidos
que abarcan parte o la totalidad del antigeno. Los péptidos antigénicos pueden proporcionarse a las PBMC en una
biblioteca de mezclas de péptidos, que pueden denominarse mezclas pep. En otros aspectos descritos en el presente
documento, en la preparacién de los CTL, el método descrito en el presente documento, permite la combinacién de
una variedad de mezclas pep. En algunos casos, la coleccién de antigenos puede incluir tanto antigenos
inmunodominantes como subdominantes, sin embargo, a pesar de la presencia de antigenos inmunodominantes en
la coleccion con antigenos subdominantes, sorprendentemente se generan antigenos subdominantes que incluyen
antigenos especificos de CTL.

En algunos aspectos descritos en el presente documento, un individuo necesita los métodos y/o composiciones
descritos en el presente documento. En aspectos especificos descritos en el presente documento, el individuo esta
inmunocomprometido (que, por ejemplo, puede definirse como un individuo cuya capacidad para combatir
enfermedades infecciosas o cancer con el sistema inmunitario estd comprometida o completamente ausente). En
aspectos especificos descritos en el presente documento, el individuo inmunocomprometido ha tenido un trasplante
de células madre, ha recibido un trasplante de érganos y/o ha recibido uno o mas tratamientos contra el cancer, que
incluyen quimioterapia o radiacién, por ejemplo. En algunos casos, el individuo adquirié6 o heredé el trastorno de
inmunodeficiencia. En algunos aspectos descritos en el presente documento, se proporcionan métodos y/o
composiciones descritos en el presente documento a los que estan inmunocomprometidos por su enfermedad y/o su
tratamiento.

En algunos aspectos descritos en el presente documento, existe un mecanismo por el cual se puede generar
rapidamente una sola preparacion de CTL policlonales (por ejemplo, CD4+ y CD8+) que son consistentemente
especificos para una variedad de antigenos inmunodominantes y/o subdominantes procedentes de uno o mas virus
(por ejemplo, EBV, CMV, Adyv, virus BK, HHV6, RSV y el virus de la gripe) que son causas frecuentes de enfermedad
o muerte después de un trasplante. Estos aspectos se adaptan facilmente a la implementacion clinica y es util como
un agente antivirico de amplio espectro "comercial". Estos aspectos utilizan péptidos estandarizados (sintéticos) como
estimulo y mejora de las citocinas para promover la supervivencia y expansion de linfocitos T, son facilmente
adaptables a la implementacion clinica y son utiles como agentes antiviricos de amplio espectro seguros y eficaces
para todos los receptores de trasplantes de alto riesgo, por ejemplo.

En algunas realizaciones de la invencion, existe un método para generar linfocitos T citotdxicos (CTL) que se dirigen
a, al menos, un antigeno de dos o mas virus, que comprende las etapas de: poner en contacto una pluralidad de
células mononucleares de sangre periférica con al menos dos bibliotecas de péptidos, comprendiendo cada una de
dichas bibliotecas de péptidos, péptidos que se superponen en secuencia para abarcar parte o la totalidad de un
antigeno virico y que tienen al menos siete aminoacidos de longitud; y expandir la cantidad de linfocitos T especificos
de virus en presencia de una o mas citocinas; en donde (a) uno de los virus es el virus BK y el antigeno se selecciona
de LT y VP-1; o (b) uno de los virus es HHV6 y el antigeno se selecciona de U14, U11, U71, U54 y U90; o (c) uno de
los virus es RSV y el antigeno se selecciona de N y F; o (d) uno de los virus es el virus de la gripe y el antigeno se
selecciona de MP1 y NP1; y en donde el método se realiza en ausencia de células dendriticas pulsadas por péptidos
aisladas. En determinadas realizaciones, la una o mas citocinas se seleccionan del grupo que consiste en IL4, IL7 y
una combinacién de las mismas. En algunas realizaciones, los péptidos se definen ademas como péptidos que se
superponen en secuencia para abarcar parte o la totalidad de un antigeno virico. Por ejemplo, en determinados
aspectos, los péptidos se superponen con al menos tres, cuatro, cinco o seis aminoacidos, y en algunas realizaciones
los péptidos tienen al menos seis, siete u ocho 0 mas aminoacidos de longitud.

En algunas realizaciones descritas en el presente documento, los virus dirigidos por los mecanismos descritos en el
presente documento se seleccionan del grupo que consiste en EBV, CMV, adenovirus, virus BK, HHV6, VRS, virus de
la gripe, virus de la paragripe, bocavirus, coronavirus, LCMV, paperas, sarampién, metapneumovirus, parvovirus B,
rotavirus, virus del Nilo occidental, JC, HHV7, y una combinacién de los mismos. En aspectos especificos, el virus es
EBV y el antigeno se selecciona del grupo que consiste en EBNA1, LMP2 y BZLF1. En aspectos especificos, el virus
es CMV y el antigeno se selecciona del grupo que consiste en IE1 y pp65. En casos especificos, el virus es Adv y el
antigeno se selecciona del grupo que consiste en Hexon y Penton. En algunas realizaciones, el virus es virus BK y el
antigeno se selecciona del grupo que consiste en LT y VP-1. En algunas realizaciones, el virus es HHV6 y el antigeno
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se selecciona del grupo que consiste en U14 y U90. En aspectos especificos, el virus es RSV y el antigeno se
selecciona del grupo que consiste en N y F. En determinadas realizaciones, el virus es el virus de la gripe y el antigeno
se selecciona del grupo que consiste en MP1 y NP1.

Los CTL generados por el método de la invencién pueden administrarse a un individuo, por ejemplo, un individuo
inmunocomprometido. Por lo tanto, la presente divulgacién proporciona CTL que se dirigen a, al menos, un antigeno
de dos 0 mas virus para su uso en un meétodo de tratamiento de enfermedades en un individuo, comprendiendo el
método generar los CTL usando un método de la invencion y administrar los CTL a dicho individuo. En algunos casos,
el individuo ha tenido un trasplante alogénico de células madre. En realizaciones especificas, las células se administran
mediante inyeccion, tal como inyeccion intravenosa, intramuscular, intradérmica, subcuténea, intraperitoneal, etc., por
ejemplo. En algunas realizaciones, el individuo tiene linfoma o leucemia. En algunas realizaciones, los CTL se definen
ademas como CTL policlonales CD4+ y CD8+. Las PBMC pueden ser alogénicas para el individuo o son autélogas
para el individuo. En algunos aspectos descritos en el presente documento, los métodos de la invencion comprenden
ademas la etapa de exponer los CTL a una o mas composiciones que estimulan la divisiéon celular, tal como
fitohemaglutinina; en algunos aspectos, el compuesto es un mitégeno.

Breve descripcion de los dibujos

Para una comprension mas completa de la presente divulgaciéon, ahora se hace referencia a las siguientes
descripciones tomadas junto con el dibujo adjunto, en el que:

FIG. 1: Las citocinas que promueven el crecimiento mejoran la activacion y expansion de los CTL especificos de
antigeno. Las PB-MC se estimularon con mezcla pep pp65 en presencia de IL2, IL15, IL4+7 o sin citocinas
exogenas. La expansion celular se evalu6 después de 9-11 dias de cultivo mediante recuento celular usando
exclusioén con azul de tripano (n = 5). Los resultados se muestran como niumeros medios de células +/- EEM. (A).
Panel B Proliferacion de linfocitos T CD3+ en las diferentes condiciones de cultivo evaluadas mediante dilucion
con CFSE. M1 muestra el porcentaje de células que se sometieron al menos a 7 duplicaciones de células el dia
10 después de la estimulacion. Los cultivos a granel se analizaron para la expresion del marcador de linfocitos T y
NK en el dia 10 después de la activacion. La expresién media +/- EEM en lineas de CTL generadas a partir de 5
donantes se muestra en el Panel C. El Panel D muestra la produccion de citocinas a partir de CTL CD3/CD4+
(auxiliares) y CD3/CD8+ (citotdxicos) el dia 9 después del inicio en un donante representativo (los graficos de
puntos mostrados se seleccionaron por células CD3+). Los resultados resumidos de la produccion de citocinas
intracelulares de tres donantes (media +/- DT) se muestran en el Panel E. Finalmente, se evalu6 el perfil de
produccién de citocinas de CTL especificos de pp65 iniciados con o sin citocinas mediante un ensayo multiplex
usando sobrenadante cosechado 18 h después de la reestimulacién antigénica (n = 4). Las citocinas Th1 se
muestran en el panel izquierdo, mientras que las citocinas Th2 prototipicas se muestran en el panel derecho (Panel
F). La presencia de linfocitos T reguladores se evalu6 mediante tincién de FoxP3. Los graficos mostrados se
seleccionan por CTL CD3+/CD4+ (Panel G).

FIG. 2: Los CTL estimulados con péptidos y activados con plasmidos comparten caracteristicas fenotipicas y
funcionales similares. Los CTL del panel A se estimularon directamente con una mezcla pep pp65 o usando CD
nucleofeccionadas con un plasmido de ADN que codifica el mismo antigeno. La expansién celular se evalud
mediante el recuento usando exclusion de azul de tripano (n = 4). El panel B muestra la expresion de marcadores
de la superficie celular (promedio +/- expresion de DT) en CTL 11 dias después de la estimulacion (n = 4). IFN
ELlIspot evalué la amplitud de la reactividad de los linfocitos T en CTL especificos de pp65 activados por plasmido
y mezcla pep en el dia 9 usando un total de 22 mini agrupaciones de péptidos que representan todos los péptidos
pp65. Los datos se normalizaron al 100 % para el nimero maximo de SFC por 1x10° CTL. (Panel C). El panel D
muestra la avidez de TCR de CTL activado por plasmido frente a la mezcla pep generada a partir de 2 donantes
representativos. Para evaluar la avidez, los pp65-CTL se estimularon con diluciones en serie de mezcla pep pp65
(pp65) o péptidos con epitopos relevantes (coincidentes con HLA) (NLV, QAD). La liberacion de IFN de CTL
estimulados se evaluoé mediante el ensayo ELlspot y las células SFC/1x10% maximas se normalizaron al 100 %
para fines de comparacioén.

FIG. 3: La longitud del péptido no afecta la amplitud de la reactividad. El panel A muestra un esquema de tres
bibliotecas de péptidos que abarcan una porcion de Adv-Hexon que se usaron para el inicio de CTL. Las bibliotecas
de péptidos consistieron en péptidos de 15aa, 20aa o 30aa que cubren el 414aa C-terminal inmunogénico de Adv-
Hexon. B Analisis fenotipico de CTL realizado el dia 10 después de la estimulacion (n = 6). Los resultados se
muestran como media +/- EEM. Se probo la amplitud de la reactividad utilizando IFNy ELIspot como una lectura,
con la biblioteca de péptidos superpuestos Hexon de 15mer dividida en minigrupos, de modo que cada grupo
contenia 5-6 péptidos contiguos, como estimulo.

FIG. 4: Las lineas de CTL especificas de antivirus activadas por mezclas pep muestran una especificidad similar a
los linfocitos T activados por plasmidos. Las lineas de CTL se generaron usando CD nucleofeccionadas con
plasmidos de ADN que codifican EBNA-1, LMP2, BZLF-1 (EBV), Hexon, Penton (Adenovirus), IE-1y pp65 (CMV)
o estimulacion directa de PBMC con las correspondientes mezclas pep. La especificidad se determind 10 dias
después del inicio con IFN ELIspot como lectura. Los resultados se expresan como células de entrada SFC/1x109.
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El control fue la liberacion de IFN en respuesta a la estimulacion con mezcla pep irrelevante.

FIG. 5: Generacion de CTL especificos de antivirus. El panel A muestra un esquema de la estrategia de agrupacion
de antigenos para el inicio de CTL. Las PBMC se estimularon con mezclas pep agrupadas por virus (A), divididos
en subgrupos: inmunodominantes y subdominantes (B), divididos en subgrupos que abarcaban antigenos de virus
latentes o liticos (C), y finalmente todos los antigenos se agruparon juntos en una mezcla maestra (D). Después
de la activacion, se agruparon las PBMC y se transfirieron al G-Rex10 (15x108/G-Rex). Después de 10 dias, se
analizé la especificidad de las lineas CTL generadas usando estas 4 estrategias de agrupacion que utilizan el
ensayo IFN ELIspot como lectura y las mezclas pep individuales como estimulo. Los resultados de 2 donantes
representativos se presentan en el Panel B que no muestran diferencias en la especificidad de las lineas. El Panel
C confirma que el CTL multivirus se puede generar de forma reproducible mediante la agrupacién de todas las
mezclas pep en una mezcla maestra para la activacion (n = 8). Los resultados se expresan como células de entrada
SFC/1x10% +/- EEM. El control fue la liberacion de IFN en respuesta a la estimulacion con una mezcla pep
irrelevante. La especificidad antigénica de los linfocitos T CD3/CD8+ (citotdxicos) y CD3+CD8- (auxiliares) se
evalud mediante tincion intracelular de IFN después de la estimulacion nocturna con los antigenos equivalentes.
Los resultados de un donante representativo se muestran en el Panel D. El Panel E muestra que las lineas son
polifuncionales segun se evalua usando ICS para IFN y TNF en un donante representativo.

FIG. 6: Los CTL especificos de multivirus pueden expandirse in vitro. El dia 9 después de la estimulacion inicial,
los CTL se reestimularon usando blastos PHA pulsados con mezcla pep. El panel A muestra la expansién de los
CTL desde el inicio (dia 0) hasta el dia 16, después de una segunda estimulacién el dia 9/10 (n = 4). La expansion
de CTL se evalué usando exclusiéon de azul de tripano y los resultados se muestran como numeros de células
promedio +/- DT. El panel B muestra los resultados de 1 donante representativo que ilustra la especificidad
antigénica de los CTL CD3/CD8+ y CD3/CD8- (CD4+) después de la segunda ronda de estimulacion usando IFN
ICS. El panel C muestra los resultados resumidos de 6 donantes después de la primera (dia 9) y la segunda (dia
16) estimulacion, utilizando IFN ELIspot como lectura. Los resultados se expresan como células de entrada
SFC/1x105% +/- DT y el control fue la liberacidén de IFN en respuesta a la estimulacién con mezcla pep irrelevante.
Las capacidades citotdxicas de los CTL generados se evaluaron mediante un ensayo de liberacion de Cr®' estandar
de 4-6 h utilizando blastos PHA pulsados con mezcla pep como dianas. La lisis especifica después de la primera
y segunda estimulacion de 2 donantes representativos se muestra en el Panel D.

FIG. 7: Fenotipo y especificidad de los CTL especificos de Penton y LMP2 generados en presencia de diferentes
citocinas promotoras del crecimiento. Analisis fenotipicos de CTL en el dia 9 después del inicio con mezclas pep
de Penton (arriba a la izquierda) o LMP2 (panel superior a la derecha) y cultivo en presencia o ausencia de
diferentes citocinas. Los resultados se presentan como % medio de células positivas +/- DT. IFL ELIspot prob¢ la
especificidad de CTL de 3 donantes. Los resultados se expresan como células de entrada SFC/1x10% +/- DT y el
control fue la liberacién de IFN en respuesta a la estimulacion con una mezcla pep irrelevante.

FIG. 8: Expansion de linfocitos T CD3+ después de la adicion de citocinas promotoras del crecimiento. Los numeros
de linfocitos T totales se calcularon en funcion de los numeros de células totales evaluadas mediante recuento de
células usando exclusién con azul de tripano y el porcentaje de linfocitos T CD3+ detectados en el dia 9 después
del inicio de CTL evaluado mediante analisis de citometria de flujo. Se muestran los resultados de 5 donantes
(nimero medio de células +/- EEM).

FIG. 9: La avidez de TCR es comparable en las PBMC activadas por el plasmido Hexon CD y estimuladas con
mezcla pep. La avidez de TCR de CTL especificos de Hexon estimulados con CD nucleofeccionadas con plasmido
o PBMC estimuladas con mezcla pep se probé mediante dilucién en serie de mezcla pep Hexon o TDL de péptido
restringido HLA-A1 con IFN ELIspot como lectura. Los resultados se representan como % de SFC maximo.

FIG. 10: Expansion comparable de CTL estimulados con mezclas pep agrupadas versus mezclas pep individuales.
La expansion celular de CTL generados a partir de 2 donantes se evalué usando exclusién con azul de tripano 9
dias después de la estimulacién de PBMC. Los resultados se expresan como nimeros medios de células +/- DT.

FIG. 11: Falta de alorreactividad en PBMC estimuladas con mezcla pep. El potencial alorreactivo de los CTL
activados con mezcla pep estimulados, ya sea una vez (n = 4) o dos veces (n = 2) se prob6é mediante el ensayo
de liberacion de Cr5' frente a un intervalo de blastos PHA alogénicos no coincidentes con HLA como dianas.

Descripcion detallada de la invencidon
I. Definiciones

De acuerdo con una antigua convencion de derecho de patentes, las palabras "un" y "uno/una" cuando se usan en la
presente memoria descriptiva junto con la palabra que comprende, incluidas las reivindicaciones, denotan "uno o mas".
Los aspectos descritos en el presente documento pueden consistir 0 consisten esencialmente en uno o mas
elementos, etapas del método y/o métodos de la invencién. Se contempla que cualquier método o composicion
descritos en el presente documento pueden implementarse con respecto a cualquier otro método o composicidon
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descritos en el presente documento.

La expresion "antigeno tumoral”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia antigénica
producida/expresada en células tumorales y que desencadena una respuesta inmunitaria en el hospedador.

La expresion "antigeno virico", como se usa en el presente documento, se refiere a un antigeno que es de naturaleza
proteica y esta estrechamente asociado con la particula virica. En realizaciones especificas, un antigeno virico es una
proteina de recubrimiento.

Il. Realizaciones generales de la invencién

En determinados aspectos descritos en el presente documento, la presente divulgacién se refiere al desarrollo de CTL
que se dirigen a uno o mas antigenos de al menos un virus o al menos un antigeno tumoral, por ejemplo. En algunos
casos, los CTL se dirigen a uno o mas antigenos de dos 0 mas virus o dos 0 mas tumores.

La presente divulgacion se refiere a métodos para generar lineas de CTL con especificidad contra mdltiples antigenos
tumorales o multiples virus en al menos realizaciones generales. En los métodos de producciéon de CTL, el antigeno
se presenta a las PBMC (por ejemplo) en forma de uno o mas péptidos que abarcan parte o la totalidad del antigeno.
Los péptidos antigénicos pueden proporcionarse a las PBMC en una biblioteca de mezclas de péptidos, que pueden
denominarse mezclas pep, y pueden proporcionarse multiples bibliotecas de mezclas pep a la misma coleccion de
PBMC. En algunas realizaciones, la coleccion incluye antigenos inmunodominantes y subdominantes.

Algunos aspectos descritos en el presente documento se utilizan en individuos después de un trasplante de células
madre hematopoyéticas (HSCT). Las infecciones viricas graves y fatales siguen siendo comunes después de un
HSCT. La transferencia adoptiva de linfocitos T citotoxicos (CTL) especificos para los antigenos EBV, CMV y
adenoviricos puede tratar infecciones que son impermeables a terapias convencionales, pero la implementaciéon mas
amplia y la extensién a virus adicionales estan limitadas por la competencia entre los antigenos procedentes de virus
y los procedimientos de fabricacidon que consumen mucho tiempo y son laboriosos. En el presente documento se
describe un sistema que genera rapidamente una sola preparacién de CTL policlonales (CD4+ y CD8+) que es
consistentemente especifica para 15 antigenos inmunodominantes y subdominantes procedentes de 7 virus (EBV,
CMV, Adv, BK, HHV6, RSV y virus de la gripe) que cominmente causan morbilidad y mortalidad después de un
trasplante. Los CTL pueden producirse rapidamente (10 dias) mediante una sola estimulacion de PBMC donantes con
una mezcla de péptidos que abarca los antigenos diana en presencia de las posibles citocinas prosupervivencia IL4 e
IL7. Este enfoque reduce el impacto de la competencia antigénica con el consiguiente aumento del repertorio
antigénico y la frecuencia de linfocitos T especificos de virus. Los aspectos descritos en el presente documento pueden
introducirse facilmente en la practica clinica y son una alternativa rentable a los agentes profilacticos antiviricos
comunes para receptores de HSCT alogénicos.

lll. Patégenos y antigenos patégenos

En algunos aspectos descritos en el presente documento, los CTL generados se proporcionan a un individuo que tiene
o esta en riesgo de tener una infeccidon patdgena, que incluye una infeccion virica, bacteriana o fungica. El individuo
puede o no tener un sistema inmunitario deficiente. En algunos casos, el individuo tiene una infeccion virica, bacteriana
o fungica después de un trasplante de 6rganos o células madre (incluido el trasplante de células madre
hematopoyéticas), o tiene cancer o ha sido sometido a un tratamiento contra el cancer, por ejemplo. En algunos casos,
el individuo tiene infeccion después de una deficiencia adquirida del sistema inmunitario.

La infeccion en el individuo puede ser de cualquier tipo, pero, en aspectos especificos, la infeccidn es el resultado de
uno o mas virus. El virus patégeno puede ser de cualquier tipo, pero, en realizaciones especificas, es de una de las
siguientes familias: Adenoviridae, Picornaviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae, Flaviviridae, Retroviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Papovaviridae, Polyomavirus, Rhabdoviridae o Togaviridae. En algunos
aspectos, el virus produce antigenos inmunodominantes o subdominantes o produce ambos tipos. En casos
especificos, el virus se selecciona del grupo que consiste en EBV, CMV, adenovirus, virus BK, HHV6, VRS, virus de
la gripe, virus de la paragripe, bocavirus, coronavirus, LCMV, paperas, sarampion, metapneumovirus, parvovirus B,
rotavirus, virus del Nilo occidental, virus de la gripe espafiola y una combinacién de los mismos.

En algunos aspectos, la infeccion es el resultado de una bacteria patdgena, y la presente invencion es aplicable a
cualquier tipo de bacteria patdgena. Las bacterias patdgenas ejemplares incluyen al menos Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae, Clostridium botulinum, Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Rickettsia prowazekii,
Streptococcus, Pseudomonas, Shigella, Campylobacter, y Salmonella.

En algunos aspectos, la infeccion es el resultado de un hongo patégeno, y la presente invencién es aplicable a
cualquier tipo de hongo patégeno. Los hongos patégenos ejemplares incluyen al menos Candida, Aspergillus,
Cryptococcus, Histoplasma, Pneumocystis, o Stachybotrys.

IV. Antigenos tumorales
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En aspectos en los que se emplean CTL especificos de multiTAA para el tratamiento y/o la prevencion del cancer, se
pueden dirigir a una variedad de TAA. Los antigenos tumorales son sustancias producidas en las células tumorales
que desencadenan una respuesta inmunitaria en un hospedador.

Los antigenos tumorales ejemplares incluyen al menos lo siguiente: antigeno carcinoembrionario (CEA, de sus siglas
en inglés) para canceres de intestino; CA-125 para cancer de ovario; MUC-1 o antigeno tumoral epitelial (ETA, de sus
siglas en inglés) o CA15-3 para cancer de mama; tirosinasa o antigeno asociado a melanoma (MAGE) para melanoma
maligno; y productos anormales de ras, p53 para una variedad de tipos de tumores; alfafetoproteina para hepatoma,
cancer de ovario o testicular; subunidad beta de hCG para hombres con cancer testicular; antigeno prostatico
especifico para cancer de prostata; beta 2 microglobulina para mieloma multiple y en algunos linfomas; CA19-9 para
cancer colorrectal, del conducto biliar y pancreatico; cromogranina A para cancer de pulmoén y préstata; TA90 para
melanoma, sarcomas de tejidos blandos y cancer de mama, colon y pulmoén. Se conocen ejemplos de antigenos
tumorales en la materia, por ejemplo, en Cheever et al., 2009, que se incorpora en el presente documento como
referencia en su totalidad.

Los ejemplos especificos de antigenos tumorales incluyen al menos CEA, MHC, CTLA-4, gp100, mesotelina, PD-L1,
TRP1, CD40, EGFP, Her2, TCR alfa, trp2, TCR, MUCA1, cdr2, ras, 4-1BB, CT26, GITR, OX40, TGF-a. WT1, MUC1,
LMP2, E6 E7 de PVH, EGFRVIII, HER-2/neu, MAGE A3, p53 no mutante, NY-ESO-1, PSMA, GD2, Melan A/MART1,
Ras mutante, gp 100, p53 mutante, Proteinasa3 (PR1), bcr-abl, Tirosinasa, Survivina, PSA, hTERT, EphA2, PAP, ML-
IAP, AFP, EpCAM, ERG (gen de fusién TMPRSS2 ETS), NA17, PAX3, ALK, Receptor de andrégenos, Ciclina B1,
Acido polisialico, MYCN, RhoC, TRP-2, GD3, Fucosil GM1, Mesotelina, PSCA, MAGE A1, sLe(a), CYP1B1, PLACI,
GM3, BORIS, Tn, GloboH, ETV6-AML, NY-BR-1, RGS5, SART3, STn, Anhidrasa carbonica IX, PAX5, OY-TES1,
proteina espermatica 17, LCK, HMWMAA, AKAP-4, SSX2, XAGE 1, B7H3, Legumaina, Tie 2, Page4, VEGFR2, MAD-
CT-1, FAP, PDGFR-B, MAD-CT-2 y antigeno relacionado con Fos 1, por ejemplo.

V. Generacion de Bibliotecas de mezclas pep

En algunas realizaciones de la invencioén, se proporciona una biblioteca de péptidos a las PBMC en ultima instancia
para generar CTL. La biblioteca, en casos particulares, comprende una mezcla de péptidos ("mezclas pep") que
abarcan parte o la totalidad del mismo antigeno. Las mezclas pep utilizadas en la invencion pueden provenir de
bibliotecas de péptidos disponibles comercialmente formadas por péptidos que tienen una longitud de 15 aminoacidos
y que se superponen entre si por 11 aminoacidos, en ciertos aspectos. En algunos casos, pueden generarse
sintéticamente. Los ejemplos incluyen los de JPT Technologies (Springfield, VA) o Miltenyi Biotec (Auburn, CA). En
realizaciones particulares, los péptidos tienen al menos 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 o mas aminoacidos de longitud, por ejemplo, y en realizaciones
especificas hay una superposiciéon de al menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, o 34 aminoacidos de longitud, por ejemplo. La mezcla de diferentes péptidos
puede incluir cualquier proporcion de los diferentes péptidos, aunque en algunas realizaciones cada péptido particular
esta presente en sustancialmente los mismos numeros en la mezcla que otro péptido particular.

VI. Terapia de combinacion

En determinados aspectos descritos en el presente documento que se refieren a CTL generados contra antigenos
tumorales, los aspectos clinicos descritos en el presente documento se combinan con otros agentes eficaces en el
tratamiento de la enfermedad hiperproliferativa, tales como los agentes antineoplasicos. Un agente "antineoplasico”
es capaz de afectar negativamente el cancer en un sujeto, por ejemplo, mediante la destruccion de células cancerosas,
la induccion de apoptosis en células cancerosas, la reduccion de la tasa de crecimiento de las células cancerosas, la
reduccion de la incidencia o el nimero de metastasis, la reduccion del tamafio del tumor, la inhibicion del crecimiento
tumoral, la reduccion del suministro de sangre a un tumor o células cancerosas, la estimulacion de una respuesta
inmunitaria contra las células cancerosas o un tumor, la prevencion o la inhibicién de la progresién del cancer, o el
aumento de la vida util de un sujeto con cancer. Mas generalmente, estas otras composiciones se proporcionarian en
una cantidad combinada eficaz para destruir o inhibir la proliferacion de la célula. Este proceso puede implicar poner
en contacto las células cancerosas con la construccion de expresion y el (los) agente(s) o factor(es) multiple(s) al
mismo tiempo. Esto puede lograrse poniendo en contacto la célula con una composicién o formulacion farmacoldgica
unica que incluye ambos agentes, o poniendo en contacto la célula con dos composiciones o formulaciones distintas,
al mismo tiempo, en donde una composicién incluye la construccion de expresion y la otra incluye el segundo
agente(s).

La resistencia de las células tumorales a los agentes de quimioterapia y radioterapia representa un problema
importante en oncologia clinica. Un objetivo de la investigacion actual sobre el cancer es encontrar formas de mejorar
la eficacia de la quimioterapia y la radioterapia mediante la combinacion con la terapia génica. Por ejemplo, el gen del
herpes simple-timidina quinasa (HS-tK, de sus siglas en inglés), cuando se administra a los tumores cerebrales
mediante un sistema de vectores retroviricos, induce con éxito la susceptibilidad al agente antivirico ganciclovir'. En
el contexto de la presente divulgacion, se contempla que la terapia celular podria usarse de manera similar junto con
intervencion quimioterapéutica, radioterapéutica o inmunoterapéutica, ademas de otros agentes proapoptoticos o
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reguladores del ciclo celular.

De manera alternativa, la terapia descrita en el presente documento puede preceder o seguir al otro tratamiento del
agente en intervalos que varian de minutos a semanas. En los aspectos en los que el otro agente y la terapia descritos
en el presente documento se aplican por separado al individuo, en general, se aseguraria de que no pase un periodo
de tiempo significativo entre el momento de administracion, de modo que el agente y la terapia aln sean capaces de
ejercer un efecto combinado ventajoso en la célula. En dichos casos, se contempla que uno pueda poner en contacto
a la célula con ambas modalidades dentro de aproximadamente 12-24 h entre si y, mas preferentemente, dentro de
aproximadamente 6-12 h entre si. Sin embargo, en algunas situaciones, puede ser conveniente extender el periodo
de tiempo para el tratamiento de manera significativa, en los que transcurren varios dias (2, 3, 4, 5, 6 o0 7) a varias
semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) entre las administraciones respectivas.

Se pueden emplear diversas combinaciones, la presente divulgacion es "A" y el agente secundario, tal como radio o
quimioterapia, es "B":

A/B/A B/A/B B/B/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/AIA AIB/AIA AIA/B/A

Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan segin sea necesario. También se contempla que varias terapias
estandar, asi como la intervencion quirdrgica, se pueden aplicar en combinacion con la terapia celular de la invencion.

A. Quimioterapia

Las terapias contra el cancer también incluyen una variedad de terapias combinadas con tratamientos quimicos y
radiolégicos. Las quimioterapias combinadas incluyen, por ejemplo, abraxano, altretamina, docetaxel, herceptin,
metotrexato, novantrona, zoladex, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida,
camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina,
bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopdsido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de union al receptor de
estrégenos, taxol, gemcitabina, navelbina, inhibidores de farnesil-proteina transferasa, transplatino, 5-fluorouracilo,
vincristina, vinblastina y metotrexato, o cualquier variante analoga o procedente de lo anterior.

B. Radioterapia

Otros factores que causan dafo en el ADN y se han utilizado ampliamente incluyen lo que comunmente se conoce
como rayos Y, rayos X y/o la administracién directa de radioisotopos a las células tumorales. También se contemplan
otras formas de factores que dafian el ADN, como las microondas y la radiacion UV. Es muy probable que todos estos
factores afecten a una amplia gama de dafios en el ADN, en los precursores del ADN, en la replicacion y reparacion
del ADN, y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de dosificacién para rayos X van
desde dosis diarias de 50 a 200 roentgens durante periodos prolongados de tiempo (3 a 4 semanas), hasta dosis
Unicas de 2000 a 6000 roentgens. Los intervalos de dosificacion para los radioisétopos varian ampliamente y dependen
de la semivida del is6topo, la fuerza y el tipo de radiacion emitida y la absorcién por las células neoplasicas.

Los términos "contraido" y "expuesto", cuando se aplican a una célula, se usan en el presente documento para describir
el proceso mediante el cual una construccién terapéutica y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico se
administran a una célula diana o se colocan en yuxtaposicion directa con la célula diana. Para lograr la eliminacion o
la estasis celular, ambos agentes se administran a una célula en una cantidad combinada eficaz para destruir la célula
o evitar que se divida.

C. Inmunoterapia

Los productos inmunoterapéuticos, en general, se basan en el uso de células y moléculas efectoras inmunitarias para
atacar y destruir las células cancerosas. El efector inmunitario puede ser, por ejemplo, un anticuerpo especifico para
algun marcador en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo solo puede servir como un efector de la terapia o
puede reclutar otras células para afectar realmente la destruccion celular. El anticuerpo también puede conjugarse con
un farmaco o toxina (quimioterapéutico, radionuclido, la cadena A de ricina, toxina colérica, toxina Pertussis, etc.) y
servir simplemente como un agente de direccionamiento. De manera alternativa, el efector puede ser un linfocito que
lleva una molécula de superficie que interactua, directa o indirectamente, con una diana de células tumorales. Varias
células efectoras incluyen linfocitos T citotdxicos y células NK.

La inmunoterapia, por lo tanto, podria usarse como parte de una terapia combinada, junto con la terapia celular descrita
en el presente documento. El enfoque general para la terapia combinada se analiza a continuacion. En general, la
célula tumoral debe tener algun marcador que pueda ser dirigido, es decir, no esta presente en la mayoria de las otras
células. Existen muchos marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser adecuado para dirigir en el contexto
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de la presente divulgacion. Los marcadores tumorales comunes incluyen antigeno carcinoembrionario, antigeno
especifico de la prostata, antigeno asociado a tumor urinario, antigeno fetal, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72, HMFG,
antigeno de Sialyl Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de estrégenos, receptor de laminina, erb By p155.

D. Genes

En otro aspecto mas, el tratamiento secundario es una terapia génica en la que se administra un polinucleétido
terapéutico antes, después o al mismo tiempo que los aspectos clinicos descritos en el presente documento. Una
variedad de productos de expresion estan abarcados dentro de la divulgacion, incluyendo inductores de la proliferacion
celular, inhibidores de la proliferacién celular o reguladores de la muerte celular programada.

E. Cirugia

Aproximadamente el 60 % de las personas con cancer se someteran a algun tipo de cirugia, que incluye cirugia
preventiva, diagnéstica o de estadificacion, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento contra el cancer
que se puede usar junto con otras terapias, como el tratamiento de la presente divulgacion, quimioterapia, radioterapia,
terapia hormonal, terapia génica, inmunoterapia y/o terapias alternativas.

La cirugia curativa incluye la reseccién en la que todo o parte del tejido canceroso se extrae, extirpa y/o destruye
fisicamente. La reseccion tumoral se refiere a la extirpacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la
reseccion del tumor, el tratamiento mediante cirugia incluye cirugia con laser, criocirugia, electrocirugia y cirugia de
control miscopico (cirugia de Mohs). Se contempla ademas que los aspectos descritos en el presente documento se
pueden usar junto con la eliminacion de canceres superficiales, precanceres o cantidades incidentales de tejido
normal.

Tras la escision de parte o la totalidad de las células cancerosas, tejidos o tumores, se puede formar una cavidad en
el cuerpo. El tratamiento se puede lograr mediante perfusion, inyeccion directa o aplicacion local del area con una
terapia antineoplasica adicional. Dicho tratamiento puede repetirse, por ejemplo, cada 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7 dias, o cada
1,2,3,4y5semanasocada 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses. Estos tratamientos pueden ser de diferentes
dosis también.

F. Otros agentes

Se contempla que se pueden usar otros agentes en combinacién con los aspectos descritos en el presente documento
para mejorar la eficacia terapéutica del tratamiento. Estos agentes adicionales incluyen agentes inmunomoduladores,
agentes que afectan la regulacidon positiva de los receptores de la superficie celular y las uniones GAP, agentes
citostaticos y de diferenciacion, inhibidores de la adhesion celular o agentes que aumentan la sensibilidad de las
células hiperproliferativas a los inductores apoptéticos. Los agentes inmunomoduladores incluyen el factor de necrosis
tumoral; interferdn alfa, beta y gamma; IL-2 y otras citocinas; F42K y otros analogos de citocinas; o MIP-1, MIP-1beta,
MCP-1, RANTES, y ofras quimiocinas. Se contempla ademas que la regulacién positiva de los receptores de la
superficie celular o sus ligandos tales como el ligando Fas/Fas, DR4 o DR5/TRAIL potenciaria las capacidades de
induccién apoptética de los aspectos descritos en el presente documento mediante el establecimiento de un efecto
autocrino o paracrino sobre las células hiperproliferativas. Los aumentos en la sefializacién intercelular mediante el
aumento del nimero de uniones GAP aumentarian los efectos antihiperproliferativos en la poblacién de células
hiperproliferativas vecinas. En otro aspecto, los agentes citostaticos o de diferenciacién pueden usarse en combinacion
con los aspectos descritos en el presente documento para mejorar la eficacia antihiperproliferativa de los tratamientos.
Los inhibidores de la adhesion celular se contemplan para mejorar la eficacia de los aspectos descritos en el presente
documento. Ejemplos de inhibidores de la adhesion celular son los inhibidores de la cinasa de adhesion focal (FAK,
de sus siglas en inglés) y la lovastatina. Se considera ademas que otros agentes que aumentan la sensibilidad de una
célula hiperproliferativa a la apoptosis, como el anticuerpo ¢225, podrian usarse en combinacién con los aspectos
descritos en el presente documento para mejorar la eficacia del tratamiento.

La terapia hormonal también se puede usar junto con los aspectos descritos en el presente documento o en
combinacién con cualquier otra terapia contra el cancer descrita anteriormente. El uso de hormonas puede emplearse
en el tratamiento de ciertos tipos de cancer como el de mama, prostata, ovario o cancer cervical para reducir el nivel
o bloquear los efectos de ciertas hormonas como la testosterona o el estrégeno. Este tratamiento a menudo se usa
en combinacion con al menos otra terapia contra el cancer como una opcion de tratamiento o para reducir el riesgo de
metastasis.

Inhibidores de ADN metiltransferasa y/o inhibidores de histona desacetilasa. Ejemplos de inhibidores de ADN
metiltransferasa incluyen, por ejemplo, 5-azacitidina, 5-aza-2’-desoxicitidina, 1-beta-D-arabinofuranosil-5-azacitosina
y dihidro-5-azacitidina. Inhibidores ejemplares de HDAC incluyen &cidos hidroxdmicos, tales como tricostatina A;
tetrapéptidos ciclicos (tales como trapoxina B) y los depsipéptidos; benzamidas; cetonas electréfilas; y los compuestos
de acido alifatico tales como fenilbutirato y acido valproico.

VII. Kits
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Cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento puede estar comprendida en un kit. En un
ejemplo no limitante, una biblioteca de mezclas pep puede estar comprendida en un kit, cualquier tipo de células puede
proporcionarse en el kit, y/o pueden proporcionarse en el kit reactivos para la manipulacion de mezclas pep y/o células.
Los componentes se proporcionan en medios recipientes adecuados.

Los kits pueden comprender una composicion alicuota adecuada de los aspectos descritos en el presente documento.
Los componentes de los kits pueden envasarse en medios acuosos o en forma liofilizada. EI medio recipiente de los
kits generalmente incluira al menos un vial, tubo de ensayo, matraz, frasco, jeringa u otro medio recipiente, en el que
se puede colocar adecuadamente un componente, y preferentemente, alicuotas. Cuando hay mas de un componente
en el kit, el kit también contendrd generalmente un segundo, tercer u otro recipiente adicional en el que los
componentes adicionales se pueden colocar por separado. Sin embargo, varias combinaciones de componentes
pueden estar comprendidas en un vial. Los kits también incluirdan normalmente un medio para contener los
componentes en confinamiento cerrado para venta comercial. Dichos recipientes pueden incluir recipientes de plastico
inyectados o moldeados por soplado en los que se retienen los viales deseados.

Sin embargo, los componentes del kit pueden proporcionarse como polvo(s) seco(s). Cuando los reactivos y/o
componentes se proporcionan como un polvo seco, el polvo se puede reconstituir mediante la adicién de un disolvente
adecuado. Se prevé que el disolvente también se pueda proporcionar en otro medio recipiente.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente los aspectos descritos en el presente
documento.

EJEMPLO 1
IL2, IL15 e IL4+7 PROMOCIONAN LA EXPANSION DE LINFOCITOS T ACTIVADOS CON PEPTIDOS IN VITRO

Para aumentar el intervalo de antigenos viricos que podria ser reconocido por una sola linea de CTL y mitigar el
impacto de la competencia antigénica para retener los linfocitos T de alta y baja frecuencia, los inventores estimularon
PBMC en presencia de diferentes citocinas Th1, pro-proliferativas y prosupervivencia. Luego, los inventores
compararon la frecuencia y el repertorio de las células que responden con las generadas mediante la activacion
convencional en ausencia de citocinas. En experimentos exploratorios, se simularon PBMC con una mezcla pep
(biblioteca de péptidos de 15mers superpuestos) que abarca el antigeno inmunodominante CMV-pp65, luego se
expandio sin citocinas, o con medios complementados con (i) IL15 (5ng/ml), (ii) IL2 (20U/ml), o (iii) IL4 (1666U/ml) +
IL7 (10ng/ml). Después de 9-12 dias, los inventores evaluaron la expansion celular, el fenotipo, la especificidad y la
funcion.

Los cultivos complementados con IL15 o IL4+7 mostraron la mayor expansion general (5 £ 0,6 y 3,7 + 0,5 veces de
aumento, respectivamente) durante 9 dias (n = 5). Los cultivos que fueron estimulados en ausencia de citocinas no se
expandieron (0,6 + 0,04), mientras que la condicidn de IL2 fue intermedia (2,7 + 0,1) (Figura 1A). Para determinar si
los numeros de células superiores fueron una consecuencia de la proliferacion de linfocitos T mejorada, la
supervivencia mejorada o la combinacion, las células se marcaron con CFSE en el dia 0 y luego se analizaron cada
2-3 dias para medir la duplicacion celular, mientras que las células vivas y apoptéticas/necréticas se distinguieron
mediante tincién con anexina-Pl (no mostrada). El analisis de citometria de flujo no demostré diferencia en el numero
de divisiones celulares desde el dia 0-5. Sin embargo, desde el dia 5 en adelante, las células cultivadas en citocinas
continuaron dividiéndose, mientras que en su ausencia, la division celular se redujo y la viabilidad fue consistentemente
menor (Figura 1B). Estos datos indican que la supervivencia mejorada de las células en proliferacion hizo la
contribucion principal al aumento observado en el nimero de células en cultivos complementados con citoquinas.

EJEMPLO 2
IL4+7 APOYA LA EXPANSION SELECTIVA DE LOS LINFOCITOS T POLICLONALES POLARIZADOS CON TH1

La actividad y persistencia 6ptima de linfocitos T in vivo requiere tanto linfocitos T auxiliares (CD4+) como citotdxicos
(CD8+) 23, Por lo tanto, los inventores utilizaron analisis fenotipicos para determinar que las células en los cultivos
complementados con citoquinas reflejaban la expansion selectiva de los linfocitos T policlonales. Los inventores
encontraron la frecuencia mas baja de linfocitos T CD3+ en cultivos complementados con IL2 0 IL15 (72,8 £ 2,1 % y
61,3 + 3,7 %, respectivamente), que en su lugar contenia un nimero significativamente mayor de células NK CD56+
que otras condiciones (27,1 + 2,3 % y 37,7 + 3,7 %, respectivamente) (n = 5). Por el contrario, los cultivos 1L4+7
estaban compuestos casi en su totalidad por linfocitos T CD3+ (92,6 + 0,4 %), con linfocitos T CD8+ y
significativamente mas linfocitos T CD4+ (61 + 2,7 %) que las otras condiciones complementadas con citocinas (IL2
26 + 4 %, IL15 17,6 £ 4,3 %, p = 0,024, p = 0,004, respectivamente) (FIG. 1C). Para confirmar que los linfocitos T
CD8+ y CD4+ eran especificos de antigeno y producian citocinas efectoras, los inventores realizaron tincion
intracelular de citocinas (ICS, de sus siglas en inglés) para IFN. La FIG. 1D muestra resultados representativos de 1
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donante, mientras que la FIG. 1E muestra resultados resumidos para 3 donantes. Los datos confirman que los cultivos
complementados con IL4+7 contenian linfocitos T productores de IFN especificos de antigeno en ambos
compartimentos (CD4+ 39,3 % * 16,4 %, CD8+ 22,2 % + 2,2 %), a niveles sustancialmente mas altos que en otras
condiciones (sin citocina: CD4+ 2,3 % + 3,9 %, CD8+ 0,8 % * 0,5 %; IL15: CD4+ 1,7 % + 1,4 %, CD8+ 13,9 % + 2,8 %
e IL2: CD4+ 2,2 % £ 3,1 %, CD8+ 12,6 % £ 2,6 %, n = 3). Se obtuvieron resultados similares usando mezclas pep de
antigenos viricos subdominantes Adv (Penton) y EBV (LMP2); de hecho, el crecimiento de células NK fue aun mas
evidente en las condiciones complementadas con IL2 e IL15 (FIG. 7).

IL4 es una citocina Th2 prototipica, por lo tanto, para evaluar de manera mas exhaustiva el perfil de citocinas de los
CTL inducidos, se evalué el sobrenadante de los linfocitos T activados con antigeno usando la matriz luminex. La
Figura IF muestra que, ademas de IFNy, las lineas complementadas con IL4+7 produjeron las citocinas Th1
prototipicas GM-CSF, IL-2 y TNFa, a niveles similares a los de los CTL inducidos por IL2. Ademas, los niveles de
citocinas Th2 (IL5 e IL13) no fueron sustancialmente diferentes y no hubo evidencia de crecimiento regulatorio de
linfocitos T, segun se evalué mediante tincién de CD4/CD25/FoxP3+ (FIG. 1G). Por lo tanto, IL4, en combinacién con
IL7, induce la expansion selectiva de linfocitos T policlonales polarizados con Th1 que producen mudltiples citocinas
efectoras tras la estimulacion (FIG. 8).

EJEMPLO 3

LAS BIBLIOTECAS DE PEPTIDOS CON SUPERPOSICION DE 15MER ACTIVAN LOS LINFOCITOS T CON
ESPECIFICIDAD Y AVIDIDAD SIMILARES A LAS GENERADAS CON ANTIGENO DE LONGITUD COMPLETA
PROCESADO ENDOGENAMENTE.

Para abordar las preocupaciones de que las mezclas pep podrian reactivar los linfocitos T de baja avidez incapaces
de reconocer los antigenos que las células infectadas por el virus procesan y presentan de forma natural, los inventores
compararon los CTL activados por mezcla pep pp65 con los generados usando CD nucleofeccionadas con un plasmido
de ADN que codifica el mismo antigeno 2°2'. Después de la activacion, cada conjunto de células se expandié en IL4+7.
La expansion fue similar entre los grupos, con 107 + 23,4 x 108 células generadas usando PB-MC pulsadas con mezcla
pep (expansion de 7,2 veces) frente a 130,3 + 46,9 x 10° células en los cultivos estimulados con CD (expansion de
8,7 veces) (FIG. 2A) (n = 3). El andlisis fenotipico demostré que los CTL activados con mezcla pep eran
predominantemente CD4+ (74,3 + 19,3 %), con un componente CD8+ menor (22,8 + 19,2 %), al igual que los CTL
activados con plasmidos (CD4+ 70,6 £+ 14,2 % y CD8+ 26,5 + 13,4 %) y ambos expresaron niveles similares de
memoria y marcadores de activaciéon CD62L, CD28 y CD45RO (61 + 46,7 %, 86,5 + 3,5 %, 92 + 7,1 % mezcla pep
frente a 77 + 28,3 %, 85,5 + 0,7 %, 87,5 + 13,4 % de plasmido) (FIG. 2B). A continuacion, los inventores compararon
la amplitud de los epitopos reconocidos mediante la medicion de las respuestas a 110 péptidos de 20mer
(superpuestos por 15aa) que abarcan CMV-pp65 y dispuestos en 22 grupos de manera que cada péptido se
representara en 2 grupos ?*. La FIG. 2C muestra que tanto el reconocimiento de un péptido dado como la magnitud
de la respuesta al mismo cambiaron poco por la fuente de antigeno. Finalmente, los inventores compararon la avidez
funcional mediante IFNy ELIspot usando diluciones logaritmicas de los péptidos de mezcla pep pp65 o epitopo (A2-
NLV y A24-QAD) como estimulo. Como se muestra en la FIG. 2D, no hubo diferencias significativas en la avidez de
los CTL. Estos datos se confirmaron para otros antigenos viricos usando mezcla pep Adv-Hexon y el plasmido que
codifica el antigeno virico como estimulo (FIG. 9).

EJEMPLO 4

LOS PEPTIDOS 15MER ACTIVAN LOS LINFOCITOS T CD4+ Y CD8+ EFICAZMENTE COMO PEPTIDOS LARGOS
(20MER O 30MER)

Como los epitopos de CD4+ (> 20aa) pueden ser mas largos que los epitopos de CD8 (8-10aa), los inventores
determinaron a continuacion si los péptidos mas largos inducirian frecuencias mas altas de linfocitos T CD4+
especificos de antigeno. Los inventores obtuvieron tres bibliotecas de péptidos superpuestos (n.° 1 - 15mers
superpuestos por 11, n.° 2 - 20mers superpuestos por 15, y n.° 3 - 30mers superpuestos por 15) que abarcan el
extremo C (aa539-953) de Adv-Hexon; una region rica en epitopos CD4+ y CD8+ 2526 (FIG. 3A). Los inventores
estimularon directamente las PBMC con cada una de las bibliotecas y evaluaron el fenotipo, la especificidad del epitopo
y la amplitud de las lineas.

Fenotipicamente, las lineas fueron comparables, con un predominio de células CD4+ (media 56 + 5,5 % frente a 59 +
5,8 % frente a 60 £ 6 %) y un componente menor CD8+ (media 21 + 0,2 % frente a 20 + 0,1 % frente a 16 £ 0,2 %), y
niveles similares marcadores de memoria y de activacion CD62L, CD28 y CD45RO (CD62L - 60 + 1,9 % frente a 57 +
1,9 % frente a 51 +/- 1,6 %, CD28 - 88 + 0,6 % frente a 84 + 2,1 %, frente a 89 + 0,6 % y CD45RO - 58 + 1,7 % frente
a 60 £ 1,6 % frente a 60 £ 1,2 %) (15mer frente a 20mer frente a 30mer) (n = 6). Para saber si el espectro de los
epitopos reconocidos difiere en funcién de la biblioteca estimulante; los inventores volvieron a exponer los CTL
inducidos con subgrupos de péptidos de cada biblioteca y no encontraron diferencias consistentes o estadisticamente
significativas en la amplitud de péptidos reconocidos. Los resultados de los minigrupos que se vuelven a exponer de
15mer se muestran en la FIG. 3C. Dado que las mezclas pep de 15mer estan faciimente disponibles como productos
de investigacion y clinicos, los inventores realizaron todos los experimentos posteriores con esta fuente de antigeno.
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EJEMPLO 5

GENERACION DE UN CULTIVO DE LINFOCITOS T UNICO CON ESPECIFICIDAD SIMULTANEA PARA ADV, EBV
Y CMV

Después de generar con éxito CTL utilizando péptidos procedentes de un Unico antigeno virico y cultivar en IL4+7, los
inventores prepararon un cultivo unico de CTL que reconoce simultdneamente CMV, EBV y Adv. Para cada virus, los
inventores se dirigieron a antigenos inmunogénicos; CMV - IE1 y pp65, Adv - Hexon y Penton, y EBV - EBNA1, LMP2
y BZLF1 8917182731 y PBMC pulsadas con las mezclas pep relevantes antes del cultivo en IL4+7. Después de 9-12
dias, los inventores compararon la reactividad antivirica de los CTL resultantes con los generados usando el protocolo
de CTL de trivirus clinico actual que usa CD nucleofeccionadas con plasmidos que codifican los mismos antigenos
como estimulo 202! (FIG. 4). IFNy ELIspot confirm6 que los CTL generados mediante mezclas pep de 4 donantes
tenian actividad antivirica contra los tres virus y los siete antigenos estimulantes. La frecuencia de linfocitos T reactivos
contra EBV (EBNA1, LMP2, BZLF1) y CMV (IE1, pp65) fue comparable independientemente del estimulo. Por el
contrario, los 4 donantes tenian significativamente mas linfocitos T reactivos a Adv (Hexon y Penton) en cultivos
estimulados con mezclas pep [Hexon - media 462,3, intervalo 373-572,5 frente a media 112, intervalo 53-421,5
SFC/2x10° CTL; p = 0,01, Penton - media 317, intervalo 105,5-345 frente a media 51,25, intervalo 4-134 SFC/2x10%
CTL, p = 0,02, mezcla pep frente a plasmido, respectivamente].

EJEMPLO 6

EXTENSION A VIRUS ADICIONALES

Para determinar si el enfoque de estimulacion directa de mezclas pep podria extenderse para generar lineas de CTL
especificos de antivirus dirigidas a un espectro mas amplio de diferentes virus clinicamente relevantes, los inventores
estimularon PBMC con mezclas pep que abarcan 2 o 3 antigenos inmunogénicos de linfocitos T del CMV, Adv, EBV,

BK, virus de la gripe, RSV y HHV6 (Tabla 1).

Tabla 1: Antigenos ejemplares de virus ejemplares

Virus Antigeno

EBV EBNA-1, LMP2, BZLF1
CMV IE-1, pp65

Adenovirus Hexon, Penton

virus BK LT, VP-1

Gripe MP1, NP1

RSV N,F

HHV-6 U14, U90

Para determinar si la competencia antigénica impediria el agrupamiento, los inventores segregaron las mezclas pep y
estimularon las PBMC con minigrupos que contienen mezclas pep de, A) cada virus; B) virus inmunodominantes (CMV,
VRS, gripe, HHV6) y subdominantes (Adv, EBV, BK); C) virus liticos (Adv, RSV, gripe) y latentes (EBV, CMV, HHV®6,
BK), o D) una mezcla maestra de todas las mezclas pep (FIG. 5A). No hubo diferencia ni en la velocidad de expansion
(FIG. 10), ni en la especificidad o magnitud global de la respuesta dirigida contra cada antigeno, independientemente
de la composicion del grupo estimulante de mezcla pep (FIG. 5B). Por lo tanto, todos los estudios posteriores utilizaron
la mezcla maestra (condicién D). La FIG. 5C muestra 8 lineas de CTL adicionales con especificidad de multivirus
consistente. Las respuestas mas altas se observaron contra CMV-pp65 y Adv-Hexon (951,6 + 82,1 y 461,4 + 19,2
SFC/1x10° CTL) mientras que la actividad contra HHV6-U90, EBV-BZLF1 y EBV-LMP2 fue mas débil (26,9 + 4,2, 35,6
+ 5, 39,6 + 2,6 SFC/1x10° CTL). Adv-Penton, virus de la gripa-MP1 y RSV-F demostraron tasas de respuesta
intermedia (191 + 13,7, 117,6 = 8,6, 90,1 + 10,3 SFC/1x10° CTL, respectivamente) (FIG. 5C). Las lineas eran
policlonales y polifuncionales con actividad contra los virus estimulantes detectables en las fracciones CD4+ y CD8+
(FIG. 5D), y las células reactivas producian una actividad in vivo superior tanto de IFNy como de TNFa 3233, La FIG.
5E muestra los resultados para un donante representativo en el que un 63 % de todos los Adv, 55 % de CMV, 40 %
de EBV, 46 % de RSV, 36 % de virus de la gripe y 28 % de HHV6 para los que los CTL son especificos produjeron
IFNy y TNFa después de la estimulacion antigénica. El ICS para IFNy y/o TNFa mostré que un 67,7 + 13,3 % de todas
los linfocitos T en cultivos multivirus eran especificos de antigeno. Es probable que este porcentaje se subestime ya
que algunos CTL especificos de virus no producen citocinas ni producen citocinas efectoras distintas de IFNy y TNFa
33. Finalmente, a pesar de que estos CTL habian recibido solo una sola estimulacién, no hubo evidencia de
alorreactividad, evaluada mediante el ensayo de liberacion de Cr5' usando blastos de PHA no coincidentes con HLA
como dianas (FIG. 10), una consideracion importante si estas células se van a utilizar para el tratamiento de receptores
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alogénicos de HSCT.
EJEMPLO 7
EL CTL ESPECIFICO DE MULTIVIRUS PUEDE EXPANDIRSE IN VITRO

Para descubrir silos CTL especificos de multivirus podrian expandirse aiin mas para proporcionar nimeros adecuados
para uso de terceros o "comercial", los inventores volvieron a estimular las células con blastos de PHA autélogas
pulsadas con la misma mezcla maestra de mezclas pep. Se obtuvo una expansion secundaria de una media de 8,4 +
2 veces durante 7 dias, hasta un nimero de células final de 604,6 + 23,7 x 10° (FIG. 6A). La FIG. 6B muestra que los
CTL expandidos permanecieron policlonales, con actividad detectada en los compartimientos de CD4+ y CD8+. La
expansion se asocid con un aumento general en la magnitud de la respuesta dirigida contra todos los antigenos
estimulantes en el dia 16 en relacién con el dia 9 (FIG. 6C) de modo que > 80 % de las células en los cultivos
reestimulados produjeron IFNy y/o TNFa. De manera similar, estos cultivos expandidos tenian una mayor actividad
citolitica, que oscilaba entre > 60 % (CMV) al 14 % (BK), lo que demuestra la especificidad retenida para los
antigenos/virus subdominantes e inmunodominantes sin alorreactividad (FIG. 11).

EJEMPLO 8
IMPORTANCIA DE DETERMINADOS ASPECTOS DESCRITOS EN EL PRESENTE DOCUMENTO

Los inventores han demostrado que pueden generar rapidamente linfocitos T policlonales, CD4+ y CD8+, con
especificidades dirigidas a una amplia gama de virus liticos y latentes responsables de la infeccidon en el hospedador
inmunocomprometido y después de un HSCT. Estas células estaban polarizadas con Th1, tenian una gran avidez por
una multiplicidad de antigenos viricos individuales, producian multiples citocinas efectoras tras la estimulacion y
destruian dianas infectadas con virus sin alorreactividad. Debido a que los inventores generaron estos linfocitos T
utilizando combinaciones de bibliotecas de péptidos clinicamente disponibles y citocinas pro-supervivencia, el enfoque
deberia ser adecuado para la aplicacion clinica.

Si bien el CMV, el EBV y el Adv son las infecciones viricas detectadas con mayor frecuencia después de un HSCT
alogénico, los receptores también son susceptibles a numerosos otros virus, incluidos BK, JC, HHV6, HHV7, virus de
la gripe, virus de la paragripe, coronavirus y RSV, todos los cuales pueden causar morbilidad y mortalidad severas '2.
Varios de estos virus solo se detectan estacionalmente (por ejemplo, el virus de la gripe, VSR), mientras que otros,
tales como HHV7, JC y coronavirus, son poco frecuentes, por lo que no es factible cubrir todos estos patégenos
después de un trasplante mediante la generacion de productos individualizados de linfocitos T especificos para virus
y pacientes. Por lo tanto, los inventores buscaron desarrollar una estrategia que permitiera la produccién de una sola
linea de CTL con especificidad simultanea para una multiplicidad de antigenos.

En los ensayos clinicos actuales de linfocitos T especificos de virus, los inventores han utilizado EBV-LCL,
adenovectores y/o plasmidos de ADN que codifican el antigeno virico para generar linfocitos T dirigidos a virus 792021,
El uso de un antigeno de longitud completa asegura que se puedan generar CTL de todos los donantes,
independientemente de HLA, y que el antigeno es procesado fisiolégicamente por APC y produce CTL que reconocen
multiples epitopos de linfocitos T CD4+ y CD8+ y tienen suficiente avidez para destruir dianas infectadas por un virus.
La induccion de lineas que reconocen multiples epitopos también minimiza el escape del virus debido a la pérdida de
epitopos y produce una posible actividad antivirica y sostenida in vivo **. Sin embargo, los requisitos para
virus/vectores vivos son barreras para estudios clinicos mas amplios y de fase tardia, y también limitan el nimero de
patogenos a los que se puede dirigir una sola linea de linfocitos T 89. Por lo tanto, los inventores evaluaron si las
mezclas pep clinicamente aplicables podrian usarse como alternativa. Aunque los estudios clinicos que utilizan
péptidos de epitopos minimos como vacunas han dado como resultado tolerancia inmunitaria o la activacion de
linfocitos T de baja avidez 3%, Melief y sus colegas demostraron recientemente mejores resultados con péptidos largos
(22-45aa) que contienen secuencias de epitopo de CD4+ y CD8+ 36, Observaron que estos péptidos largos fueron
procesados endogenamente, presentados a los linfocitos T por APC e indujeron tanto linfocitos T auxiliares como
citotdxicos, lo que dio como resultado respuestas de CTL robustas y eficaces 6. Segun estos datos, los inventores
optaron por utilizar una fuente de antigeno completa en forma de bibliotecas de péptidos superpuestos, pero para la
induccién optima de CTL policlonales, los inventores compararon péptidos de diferentes longitudes (15mers, 20mers
y 30mers) para la estimulacion. Sin embargo, los inventores no vieron diferencias en el fenotipo, la especificidad o la
amplitud del epitopo de las lineas, destacando las diferencias entre la administracion de péptidos como una vacuna,
donde uno se basa en APC enddégenas para absorber y procesar la activacion de los linfocitos T in vitro frente a
antigeno usando APC profesionales dentro de las PBMC en relaciones optimas de efector:diana 3. Dada la
disponibilidad clinica inmediata de mezclas pep que contienen péptidos 15mer que cubren todos los epitopos CD8+
posibles y la mayoria de los epitopos CD4+, los inventores sustituyeron esta fuente de antigeno y pudieron demostrar
la equivalencia a los CTL "generados convencionalmente" con respecto a la especificidad y avidez del epitopo 2021,

Luego, los inventores abordaron la mejor manera de extender la amplitud de las especificidades de antigeno/epitopo

que podrian acomodarse dentro de una sola linea de CTL. Fisiolégicamente, los linfocitos T se activan cuando reciben
sefiales de estimulacién con TCR (sefial 1), coestimulacion (sefial 2) y citocinas (sefial 3). Los "CTL convencionales"
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se activan en ausencia de citocinas exdgenas, un déficit que parece afectar negativamente su capacidad proliferativa
in vitro y también aumenta su susceptibilidad a la muerte celular inducida por activacién (AICD, de sus siglas en inglés),
lo que probablemente de como resultado un repertorio mas restringido de reconocimiento de epitopos. De acuerdo
con esta posibilidad, tanto la frecuencia como la amplitud de las células con especificidad virica podrian aumentarse
complementando los cultivos con citocinas inflamatorias y pro-supervivencia al inicio. Los inventores optaron por
probar las citocinas que apoyan la proliferacion celular in vitro e in vivo (IL2, IL15) 3839, asi como combinaciones (IL4+7)
que también apoyan la retencién de un fenotipo de memoria central y promueven la supervivencia de linfocitos T
mediante regulacion positiva de moléculas antiapoptoticas, por ejemplo, Bcl-2 4043, Solo las lineas complementadas
con IL4+7 promovieron selectivamente la expansion y supervivencia de los linfocitos T especificos de virus CD4+ y
CD8+: cabe destacar que, las células inducidas se polarizaron con Th1 a pesar de la exposicién a IL4, una citocina
Th2 prototipica. Dada la disponibilidad clinica de ambas citocinas y su seguridad en ensayos clinicos en humanos 444°,
IL4+7 cumpli6 con los requisitos del estudio actual, sin embargo, otras citocinas proinflamatorias capaces de imitar el
entorno presente durante una infeccion virica pueden producir beneficios similares. Por ejemplo, von Rossum y sus
colegas informaron recientemente que los linfocitos T CD8+ activados con CD3/28 cultivados en un cdctel inflamatorio
que consiste en IL1 + IL6 + IL23 sufrieron significativamente menos destruccion celular después de la activacion en
comparacion con las células activadas en cualquiera de las citocinas solas o activadas en presencia de 1L12 46,

La estimulacién directa de PBMC con mezclas pep y cultivo en condiciones complementadas con citocinas también
permitid superar una segunda barrera importante para aumentar el espectro de virus dirigidos en una sola linea de
CTL, a saber, la competencia antigénica resultante del uso de un APC comun para presentar simultaneamente
multiples componentes antigénicos de diferentes virus 8°. La competencia antigénica resulta tanto del acceso limitado
de los péptidos a las moléculas de HLA como de las limitaciones fisicas en la estimulacién simultanea de los linfocitos
T de alta y baja frecuencia '3'4. Para superar estos problemas, los investigadores han utilizado APC artificiales (AAPC,
de sus siglas en inglés) que estan genomanipuladas con moléculas para proporcionar el TCR y los eventos
coestimuladores necesarios para la formacion de la sinapsis inmunitaria 7. Sin embargo, para evitar las inevitables
complejidades y costes de introducir un producto celular modificado genéticamente en el proceso de fabricacion, los
inventores evaluaron si las PBMC de los pacientes podrian actuar como una fuente de células presentadoras y
respondedoras de antigeno. Los linfocitos B, los monocitos y los macréfagos pueden tener la capacidad de presentar
antigeno a los linfocitos T y estas APC pueden utilizar endo y exopeptidasas para liberar epitopos de clase | o clase |l
de péptidos 15mer 4849, Al aprovechar estas propiedades, los inventores pueden evitar la dependencia de una Gnica
APC que exprese de forma enddégena multiples antigenos a diferentes niveles como un estimulador de linfocitos T
compartido y, en su lugar, tienen un grupo diverso de APC en el que cada célula tiene el potencial de mostrar un
repertorio diverso de péptidos, lo que permite un acceso suficiente para los linfocitos T de alta y baja frecuencia. Por
lo tanto, la competencia antigénica tanto dentro de la APC como entre los linfocitos T podria aliviarse. Como prueba
de principio, los inventores generaron un solo cultivo de linfocitos T con reactividad para 15 antigenos procedentes de
7 virus latentes y liticos (EBV, CMV, BK, HHV6, Adv, gripe y RSV) utilizando mezclas pep agrupadas como estimulo
y no se vio evidencia de competencia. Se pueden incluir patégenos adicionales en esta plataforma, aunque en algunos
aspectos, en ultima instancia, los niumeros de APC pueden llegar a ser limitantes; por lo tanto, las adiciones deben
realizarse de manera gradual y se debe evaluar los cambios en la frecuencia y amplitud del reconocimiento de linfocitos
T de todos los péptidos en la mezcla.

Criticamente para la viabilidad clinica, el enfoque fue capaz de producir grandes cantidades de linfocitos T especificos
de virus. Mediante la siembra de solo 1,5x10” PBMC en el G-Rex y una sola estimulacion in vitro, los inventores
podrian fabricar regularmente 1x108 CTL en 10 dias, con un enriquecimiento > 10 veces en células especificas de
virus y una reduccion correspondiente en los linfocitos T alorreactivos a los niveles observados en CTL convencionales
estimulados repetidamente, que tienen un registro de seguridad comprobado in vivo 7959, Por lo tanto, utilizando la
nueva tecnologia de fabricacion, los inventores predicen que los CTL especificos de multivirus seran seguros para la
infusién después de una sola exposicion a mezclas pep y proporcionaran proteccion antivirica de amplio espectro sin
GvHD. En caso de que se requieran células adicionales, por ejemplo, si se establecen CTL especificos de virus
almacenados para receptores de terceros, una segunda estimulacion utilizando blastos de PHA pulsados con mezcla
pep puede expandir el numero total de CTL sin afectar su especificidad o amplitud de epitopo.

EJEMPLO 9

MATERIALES Y METODOS EJEMPLARES

A. Donantes y lineas celulares

Las PBMC se obtuvieron de voluntarios sanos con consentimiento informado utilizando un protocolo aprobado por el
IRB del Baylor College of Medicine. Se utilizaron PBMC para generar CD, lineas CTL y blastos de PHA. Los blastos
de PHA se generaron a partir de PBMC (2x10%/ml) usando PHA (5 ug/ml) y se mantuvieron en medios de CTL (RPMI
1640, Click's al 45 % (Irvine Scientific, Santa Ana, CA), GlutaMAX TM-l 2 mM y suero AB humano al 5 %)
complementado con IL2 (100 U/ml, NIH, Bethesda, VA), que se repone cada 3 dias.

B. Generacion de CTL - Estimulacion peptidica
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i. Péptidos/mezclas pep

Para la estimulacion de PBMC, los inventores usaron mezclas pep disponibles comercialmente (15mers superpuestos
por 11aa que abarcan EBV-LMP2, BZLF1, EBNA1; Adv-Penton, Hexon; CMV-pp65, IE-1; BKV-VP1, T grande; virus
de la gripe A-MP1 (H3N2), NP (H3N2); RSV-F, N, JPT Technology, Berlin, Alemania. Las mezclas pep que abarcan
HHV6 U14 y U90 fueron sintetizadas por Genemed Synthesis Inc., San Antonio, Texas EE.UU.. Proimmune sintetiz6
bibliotecas de péptidos que abarcaban el extremo C de 414aa de Adv-Hexon, Oxford, Reino Unido o Alta Bioscience,
University of Birmingham, Edgbaston, Birmingham, Reino Unido. Los péptidos liofilizados se reconstituyeron a 5 mg/ml
en DMSO.

ii. Estimulacion de PBMC

Se sedimentaron 15x10% PBMC frescas/congeladas en un tubo de 15 ml y se pulsaron durante 30-60 min a 37 °C con
bibliotecas de péptidos/mezclas pep, individualmente o agrupadas, a una concentracion de 100 ng/péptido/15x108
PBMC. Después de la incubacion, las células se volvieron a suspender en medio CTL solo o0 se complementaron con
citocinas (como se describe a continuacion) y se transfirieron a un G-Rex10 (Wilson Wolf Manufacturing Corporation,
New Brighton, MN) (15x108/G-Rex10) o se colocaron en una placa de 24 pocillos (2x108/pocillo). Los medios y las
citocinas se reabastecieron el dia 5, y los cultivos se dividieron cuando alcanzaron una densidad > 50x108/G-Rex10 o
> 3x108 células/24 pocillos. En los dias 9-12, los CTL se recogieron, contaron y usaron para estudios fenotipicos y
funcionales.

iii. Citocinas para promover la activaciéon y expansion de CTL

Los inventores compararon 4 condiciones; (i) sin citocina, (ii) IL7 (10 ng/ml) + IL4 (1666 U/ml), (iii) IL15 (5 ng/ml) (R&D
Systems, Minneapolis, MN) y (iv) IL2 (20 U/ml). Se afiadieron citocinas a los CTL en el dia 0 y se repusieron el dia 5.
En algunos aspectos, se emplean 400 U de IL4.

iv. Expansion de CTL

Para la expansion, los CTL se reestimularon en una relacion S:R de 1:1 con blastos de PHA autdlogos pulsados con
mezcla pep irradiados (30 Gy) en medios de CTL con IL4+7 e IL15 (5 ng/ml) el dia de la reestimulacion y se alimentaron
con IL15 dos veces por semana. Siete dias después, se recogieron los CTL y se usaron para estudios adicionales.

C. Citometria de flujo
i. Inmunofenotipado

Los CTL se tifieron en la superficie con anticuerpos monoclonales para: CD3, CD4, CD8, CD16, CD56, CD28,
CD45RO0, y CD62L (Becton Dickinson BD, Franklin Lakes, NJ). Las células se lavaron una vez con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, de sus siglas en inglés) (Sigma, St Louis, MO) que contenia FBS al 2 % (HyClone,
Thermo Fisher Scientific Inc, NH), se sedimentaron y se afiadieron anticuerpos en cantidades saturantes (10 ml).
Después de 15 minutos a 4 °C en oscuridad, las células se lavaron dos veces y se analizaron. Se adquirieron
aproximadamente 20.000 células vivas utilizando un FACSCalibur equipado con el programa informatico Cell Quest

ii. CFSE

Para medir la proliferacién celular se aislaron PBMC, se sedimentaron y se pulsaron con mezcla pep pp65 (100
ng/15x108 PBMC) durante 30-60 min. A continuacién, las PBMC se lavaron dos veces usando PBS + FBS al 0,1 % y
se incubaron durante 10 minutos con 1501/20x10° PBMC, CSFE 10 uM. Posteriormente, se afiadio FBS en una
relacion 1:1y se incubd durante 10 minutos a 37 °C. Después del marcado con CFSE, las PBMC se lavaron dos veces
usando PBS + FBS al 2 % y se colocaron en placas a una concentracion de 1x10%ml en medio CTL con citocinas. La
dilucién de CFSE se examind cada 2-3 dias mediante flujo después de la tincion de la superficie con CD3, CD4, CD8
y CD56.

iii. Tinciéon de FoxP3

Para medir los linfocitos T reguladores, se realizé la tincién de Foxp3 usando el kit de tincion de FoxP3 de e-Bioscience.
En resumen, los CTL se dejaron reposar en medios de CTL durante 48 h, luego se volvieron a suspender 1x108 CTL
en PBS + FBS al 2 % y se tifieron en la superficie para CD3, CD25 y CD4. Después del lavado, las células se volvieron
a suspender en 1 ml de solucién de fijacidn/permeabilizaciéon y se incubaron durante 1 hora a 4 °C, luego se lavaron,
se volvieron a suspender en tampon de permeabilizacion y se incubaron con 0,2 pl de isotipo o 10 pl de anticuerpo
FoxP3 (clon PCH101) durante 30 minutos a 4 °C. Después de un lavado final, se adquirieron las células usando un
FACSCalibur equipado con el programa informatico Cell Quest.

iv. Tincién intracelular de citocinas
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los CTL se recogieron, se resuspendieron a una concentracion de 5x108/ml en medio CTL y se colocaron en placas a
200 pl/pocillo en una placa de 96 pocillos. Luego se estimularon las células con 100 ng de mezcla pep de prueba o de
control en presencia de Brefeldin A (1 ug/ml), (BD) CD28 y CD49d (1 ug/ml) durante 5-7 horas. Posteriormente, los
CTL se lavaron con PBS + FBS al 2 %, se sedimentaron y se tifieron en la superficie con CD8, CD4 y CD3 (10
pl/anticuerpo/tubo). Después de 15 minutos, las células se lavaron dos veces, se sedimentaron, se fijaron y se
permeabilizaron con solucion Cytofix/Cytoperm (BD) durante 20 minutos a 4 °C en oscuridad. Después de lavar dos
veces con PBS/FBS al 2 % que contenia saponina al 0,1 % (Calbiochem, EMD Chemicals, NJ), las células se
incubaron con 20 pl de anticuerpos de IFNy y/o TNFa (BD) durante 30 minutos a 4 °C en oscuridad. Luego se lavaron
las células dos veces con PBS frio/FBS al 2 % que contenia saponina al 0,1 % y se analizaron al menos 200.000
células vivas de cada poblacién con un FACSCalibur equipado con el programa informatico Cell Quest (BD).

D. Estudios funcionales
i. Ensayo multiple

Para evaluar la produccion de citocinas, los inventores utilizaron ensayos muiltiples. Se volvieron a estimular 1x10°
pp65-CTL usando 500 ng/ml de mezcla pep pp65 o de control. Después de 16 horas, se recogio el sobrenadante y se
evalud el perfil de citocinas utilizando el panel de perlas magnéticas de citocina humana de alta sensibilidad MILLIPLEX
(Millipore, Billerica, MA). Especificamente, se incubaron 50 pl de sobrenadante durante la noche a 4 °C con perlas de
anticuerpo de citocina. Después de la incubacion, las muestras se lavaron y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente (TA) con el anticuerpo de deteccidn biotinilado. Finalmente, se afiadié estreptavidina-ficoeritrina durante 30
minutos a TA, luego las muestras se lavaron y analizaron usando el instrumento Luminex 200. Las muestras se
analizaron por duplicado.

ii. Ensayo de inmunopuntos ligado a enzimas

Los inventores utilizaron ELISpot para cuantificar los linfocitos T productores de IFNy y evaluar la amplitud de la
reactividad en las lineas de CTL. Las poblaciones se diluyeron en serie de 4-1x10° células/pocillo, y se midio la
actividad especifica de antigeno después de la estimulacion directa de mezcla pep o minigrupos de péptidos. Cada
condicion se analizo por triplicado. Después de 20 horas, las placas se desarrollaron como se describid previamente
22 se secaron durante la noche a TA, luego se enviaron a Zellnet Consulting, Nueva York, NY, para su cuantificacion.
Se trazaron SFC y los nimeros de célula de entrada, y se calculd una regresion lineal después de excluir los puntos
de datos de meseta.

iii. Evaluacion de avidez de TCR

La avidez de TCR fue evaluada por IFN ELIspot. Se estimularon 2x10% CTL con diluciones en serie de mezclas pep
(pp65, Hexon) o péptidos 9mer (NLV-pp65: NLVPMVATV HLA-A2 restringido, QYD-pp65: QYD- PVAALF HLA-A24
restringido; TDL-Hexon: TDLGQNLLY HLA-A1 restringido). La frecuencia de linfocitos T especificos para cada
antigeno/péptido se expresé como un porcentaje del numero maximo de SFC/células de entrada.

iv. Ensayo de liberacion de cromo

Los inventores midieron la especificidad citotoxica en un ensayo de liberacion de Cr®! estandar de 4 horas, usando
relaciones de E:D de 40:1, 20:1, 10:1 y 5:1. Los CTL se usaron como efectores y las dianas fueron blastos de PHA
pulsados con mezclas pep. Los blastos de PHA autdlogos y alogénicos solos o cargados con una mezcla pep
irrelevante se usaron como controles de especificidad y alorreactividad. El porcentaje de lisis especifica se calculd
como [(liberacidn experimental - liberacidon espontanea)/(liberacién maxima - liberacion espontanea)] x 100.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para generar linfocitos T citotdxicos (CTL) que se dirigen a, al menos, un antigeno de dos o mas
virus, que comprende las etapas de:

- poner en contacto células mononucleares de sangre periférica (PBMC) con al menos dos bibliotecas de péptidos,
comprendiendo cada una de dichas bibliotecas de péptidos, péptidos que se superponen en secuencia para
abarcar parte o la totalidad de un antigeno virico y que tienen al menos siete aminoacidos de longitud; y
- expandir la cantidad de linfocitos T especificos de virus en presencia de una o mas citocinas,
en donde:
(a) uno de los virus es el virus BK y el antigeno se selecciona de LT y VP-1; o
(b) uno de los virus es HHV6 y el antigeno se selecciona de U14, U11, U71, U54 y U90; o
(c) uno de los virus es RSV y el antigeno se seleccionade Ny F; o
(d) uno de los virus es el virus de la gripe y el antigeno se selecciona de MP1 y NP1,
y en donde el método se realiza en ausencia de células dendriticas pulsadas por péptidos aisladas.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde la una o mas citocinas se seleccionan del grupo que consiste en IL4, IL7
y una combinacion de las mismas.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde los péptidos se superponen por al menos tres aminoacidos.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los CTL son CTL CD4+ y CD8+
policlonales.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas la etapa de exponer los
CTL a una o méas composiciones que estimulan la division celular.
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