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DESCRIPCION
Expansion de células NK

Campo técnico

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. La presente divulgacion se refiere a cultivos de
células e inmunoterapia, en particular, a la expansion a gran escala y activacion simultanea de células NK 'y linfocitos
T de tipo NK para usos terapéuticos. Las células se expanden en un sistema de cultivo automatizado cerrado, por
ejemplo, mediante el uso de un biorreactor.

Antecedentes de la invencion

El uso de inmunoterapia celular contra el cancer ha sido investigado a fondo desde la introduccion de las células
linfoliticas activadas por linfoquinas (LAK) a mediados de la década de 1980 (Grimm EA. y col., 1982; Rosenberg
S., 1985).

Uno de los enfoques mas experimentados ha sido la transferencia adoptiva de efectores citotdxicos alogénicos o
autdlogos con potencial citolitico de células de tumor para desencadenar un efecto injerto-contra-tumor (GvT). Entre
las diversas poblaciones de efectores que tienen un posible efecto anti-tumor, las células citoliticas naturales (NK) y
los linfocitos T de tipo NK destacan por su alta capacidad citotoxica (Sutlu T y Alici E., 2009).

Las células NK y T de tipo NK estan presentes normalmente solamente en un bajo ndmero en las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) y las preparaciones de células efectoras, como las células LAK. Por lo
tanto, se han desarrollado procedimientos que implican componentes en conformidad con las buenas practicas de
fabricacion actuales (BPFa) que permiten la expansion de células NK policlonales y linfocitos T de tipo NK en
matraces de cultivo de células utilizando PBMC de donantes sanos (Carlens S. y col., 2001 y el documento US
10/242.788), asi como pacientes con leucemia linfocitica crénica de linfocitos B (Guven H. y col., 2003), y mieloma
multiple (MM) (Alici E. y col., 2008). Se ha demostrado que estas células ejercen actividad citotdxica especifica
contra células de tumor humano frescas y en modelos experimentales de tumores humanos (Guimaraes F. y col.,
2006) lo cual abre la posibilidad de evaluarse en situaciones clinicas. Sin embargo, el cultivo en matraz convencional
es laborioso y complicado, por lo que limita el nimero de células que se pueden manejar en la practica.

Los protocolos desvelados anteriormente (p.gj., Miller JS. y col., 1994; Pierson BA. y col., 1996; Luhm J. y col.,
2002; Klingermann HG y Martinson J., 2004) dirigidos a la preparacion de células efectoras también incluyen
etapas como separacion de precursor de NK o CD56 antes del cultivo y el uso de células alimentadoras o
componentes incompatibles con las BPFa. Estas desventajas hacen que los protocolos anteriores estén por debajo
de ser 6ptimos y no son viables para dar soporte a estudios clinicos grandes.

Asimismo, la expansion de células NK en matraces de cultivo de células presenta el riesgo inherente de la
exposiciéon a agentes externos y contaminacion. Si bien el riesgo se reduce al minimo en entornos de laboratorios
BPFa, el uso de sistemas automatizados cerrados es preferente definitivamente ya que suministra cantidades
suficientes de células.

Dado que las células hematopoyéticas son relativamente sensibles al cizallamiento, es razonable asumir que
procedimientos de alta cizalla son inconvenientes para la expansion ex vivo (Nielsen, 1999). Siendo asi, es
improbable que los biorreactores de tanque en agitacion (Pierson. y col., 1996) o los sistemas de cultivo de
perfusion, que se basan en filtros externos y un alto caudal, proporcionen una alta eficiencia.

Existen muchos enfoques prometedores para el tratamiento de cancer con inmunoterapia basada en células NK y
linfocitos T de tipo NK. Sin embargo, la expansiéon ex vivo y la activacion de estas células efectoras en virtud de
sistemas cerrados compatibles con las BPFa son factores cruciales para facilitar un uso clinico frecuente.

Asimismo, otros investigadores también han realizado tentativas de expandir y/o activar células NK ex vivo y se han
investigado las opciones de tratamiento utilizando células NK purificadas/en reposo, altamente purificadas o a corto
plazo y activadas a largo plazo. Estos estudios han notificado que las infusiones de células NK se toleran
perfectamente y son parcialmente eficaces. No obstante, los protocolos utilizados para la preparacion de células
efectoras incluyen por lo general etapas adicionales, tales como la separacion de precursores de NK o CD56 antes
del cultivo y el uso de células alimentadoras y/o componentes incompatibles con las BPFa. Estas desventajas hacen
que los protocolos estén por debajo de ser éptimos para la produccion BPFa y no son viables para dar soporte a
estudios clinicos grandes.

Una evaluacién exhaustiva de los informes mencionados demuestra la necesidad de un procedimiento automatizado
para la expansion ex vivo optimizada de células NK. Un problema asociado a los cultivos en matraz convencionales
tiene que ver con el aumento a escala, es decir, el nimero de células esta limitado debido al complicado manejo de
los matraces. Ademas, el riesgo de infecciones es bastante alto, ya que el sistema esta expuesto al entorno cada
vez que se cambian los medios o se dividen las células. Otros problemas que hay que resolver estan relacionados
con el desarrollo de un procedimiento para la expansion de células efectoras que sea rentable, facil de manejar y
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que incluya unos componentes de calidad BPFa bien definidos. Preferentemente, el sistema de cultivo también esta
desprovisto de productos animales y células alimentadoras.

Carswell y col. (2000, Biotechnol. Bioeng., 68: 328-338) se refiere al cultivo de linfocitos T humanos en
biorreactores en agitacion para aplicaciones de inmunoterapia celular.

Meehan y col. (2008, Cytotherapy, 10: 30-37) se refiere a un modelo clinico para expansion ex vivo de multiples
poblaciones de células efectoras para terapia celular adoptiva.

Hillman y col. (1994, Cell Transplant., 3:263-271) se refiere a la expansion de linfocitos activados obtenidos de
carcinoma de células renales en un biorreactor hueco automatizado.

Hillman y col. (1992, Biotherapy, 5:119-129) es un articulo de revision acerca de la inmunoterapia adoptiva y el
desarrollo y futuro de los procedimientos de inmunoterapia contra el cancer.

Knazek y col. (1990, J. Immunol. Methods) se refiere a un procedimiento para cultivar linfocitos infiltrantes de
tumor humano en biorreactores de fibra huecos.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se define en las reivindicaciones adjuntas. La presente divulgacion se refiere a un sistema
cerrado para la expansion y activacion simultanea de células citoliticas naturales (NK) y linfocitos T de tipo NK, para
su uso como productos de terapia celular. En particular, la invencion desvela un procedimiento para la expansién a
gran escala y activacion simultanea a gran escala de células NK con el fenotipo CD3- CD56" y linfocitos T de tipo NK
con el fenotipo CD3+ CD56* tal como se define en las reivindicaciones, en el que las células expandidas presentan
una mayor citotoxicidad en comparacion con las células cultivadas utilizando procedimientos convencionales, como
matraces, en las mismas condiciones o en condiciones similares. El procedimiento de la invencién se desvelara con
mas detalle en la descripcion, los ejemplos no exhaustivos y en las reivindicaciones.

Los autores de la invencion han investigado la viabilidad de la expansion de células NK a gran escala utilizando
sistemas cerrados. Se han evaluado dos sistemas cerrados diferentes (bolsas de cultivo de células y un biorreactor
automatizado) en comparaciéon con los matraces de cultivo de células convencionales con el uso de PBMC de
donantes sanos y pacientes con MM, con el objeto de desarrollar un protocolo compatible con BPFa automatizado
que permite la produccién a gran escala de células NK para su uso en inmunoterapia.

Los autores de la invencion han completado con éxito a la vez una evaluaciéon segura de este producto celular en
una situacion alogénica en un ensayo clinico en fase | con pacientes con cancer (Barkholt L. y col., 2009).

En el presente documento se describe un procedimiento para la expansion a gran escala y se proporciona la
activacion simultanea de ciertos tipos de células, en el que se utiliza un sistema de cultivo de células cerrado y en el
que las células expandidas obtenidas segun dicho procedimiento presentan una mayor citotoxicidad, tal como se
determina a través de pruebas de citotoxicidad in vitro. Preferentemente, los tipos de células son células citoliticas
naturales (NK) con el fenotipo CD3"CD56" y/o linfocitos T de tipo NK con el fenotipo CD3*CD56".

De acuerdo con una divulgacion, el procedimiento comprende las etapas de adicion de dichas células a dicho
sistema cerrado que comprende un medio de crecimiento suplementado con suero, interleuquina-2 (IL-2) y
anticuerpos anti-CD3; la expansion de dichas células dentro de dicho sistema con agitacion y el calentamiento hasta
que: al menos un 35 % de la poblacion de células expandidas comprende células NK vy linfocitos T de tipo NK
activados, y dichas células expandidas presentan una mayor citotoxicidad, tal como se determina en las pruebas de
citotoxicidad in vitro.

De acuerdo con una realizacion del procedimiento descrito, se selecciona el suero del grupo que consiste en suero
humano y suero autdlogo. El medio se suplementa con aproximadamente 50 a aproximadamente 1500 U/ml de IL-2,
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 ng/ml de anticuerpos anti-CD3 y aproximadamente 1 a
aproximadamente 40 % de suero.

La agitacion y el calentamiento, de acuerdo con otra realizacion, se realizan en las siguientes condiciones: una
temperatura de aproximadamente 36 — 40 °C; una concentracion de CO; de aproximadamente 4,7 - 5,1 %; y un
balanceo suave a una velocidad y un angulo que permita que las células se adhieran a la superficie del sistema de
células cerrado. El balanceo se realiza a una velocidad de balanceo de aproximadamente 4-8/min y a un angulo de
balanceo de aproximadamente 4-8 °.

La expansion se realiza preferentemente hasta que el numero total de células se ha expandido al menos
aproximadamente 10 veces mas o hasta que al menos aproximadamente 50 % de la poblacion de células
expandidas comprende células NK activadas y linfocitos T de tipo NK, respectivamente.

La muestra de células utilizada para expandir dichas células puede ser una muestra de sangre periférica, lineas
celulares o sangre periférica estimulada con citoquinas. La muestra de células puede ser una muestra de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC).
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En una divulgacion, la muestra de células se recoge de una persona sana.

En una divulgacion, la muestra de células se recoge de un enfermo portador de tumor, preferentemente, que tiene
un tumor seleccionado del grupo que consiste en tumores hematolégicos y tumores solidos. En el contexto de la
presente invencion, las células son de una muestra de sangre periférica de un enfermo portador de tumor. En el
grado en que se divulguen otras muestras de células, se incluyen meramente con fines de referencia.

De acuerdo con otra realizacion, las células consisten predominantemente en células citoliticas naturales (NK) con el
fenotipo CD3-CD56".

La concentracion de células que se afiade inicialmente al sistema de células cerrado es preferentemente
aproximadamente 0,5 x 108 a aproximadamente 2 x 108 /ml de medio de crecimiento.

En una realizacién de la invencion, el procedimiento comprende ademas la etapa de afiadir al dia un volumen del
medio suplementado con suero e IL-2 que corresponde a aproximadamente 50 % del volumen de cultivo total y
descartar aproximadamente el mismo volumen de medio de crecimiento/dia desde el sistema de células cerrado, en
el que dicha etapa se lleva a cabo cuando ha aumentado la densidad celular total con al menos aproximadamente
50 % de la densidad celular inicial.

Preferentemente, dicha etapa se lleva a cabo cuando la densidad celular total ha aumentado al menos
aproximadamente un 300 % de la densidad celular inicial, pero en la que se cambiado aproximadamente 75 % del
volumen de cultivo total.

Alternativamente, dicha etapa se lleva a cabo cuando la densidad celular total ha aumentado al menos
aproximadamente un 500 % desde la densidad celular inicial, pero en la que ha cambiado aproximadamente un
100 % del volumen de cultivo total.

De acuerdo con otra realizacién mas aun, que se puede combinar libremente con una o mas de las realizaciones
desveladas, se incuban las células durante al menos aproximadamente 10 dias.

De acuerdo con una realizacioén el sistema de células cerrado es una bolsa pre-esterilizada.
De acuerdo con otra realizacion, el sistema de células cerrado es un biorreactor.

En el presente documento se desvela asimismo una suspension de células citoliticas naturales (NK) con el fenotipo
CD3- CD56" y linfocitos T de tipo NK con el fenotipo CD3*CD56* que presentan una mayor citotoxicidad. La
invencion proporciona una suspension de células NK con el fenotipo CD3- CD56* y linfocitos T de tipo NK con el
fenotipo CD3* CD56* tal como se define en las reivindicaciones, que se puede obtener a través del procedimiento
reivindicado.

Preferentemente estas células presentan una mayor citotoxicidad, tal como se determina a través de pruebas de
citotoxicidad in vitro, en comparacién con células expandidas en matraces.

En una suspension de células citoliticas naturales (NK) con el fenotipo CD3-CD56" y linfocitos T de tipo NK con el
fenotipo CD3*CD56* de acuerdo con la invencion, al menos 35 % vy, preferentemente, al menos 50 % de la poblacion
de células expandidas, comprende células NK activadas.

En el contexto de la presente invencion un biorreactor es un sistema de camara automatico reutilizable que puede
referirse a cualquier dispositivo o sistema que soporta un entorno bioldgicamente activo. Dentro del ambito de la
invencion descrita, el término biorreactor se refiere a un dispositivo o sistema previsto para cultivar células o tejidos
en el contexto de cultivo celular. Un ejemplo no exhaustivo de un sistema de biorreactor es el sistema de biorreactor
Wave 2/10 de GE-Healthcare, si bien los expertos en la materia apreciaran que existen biorreactores alternativos
disponibles por otras fuentes, o podran construir un biorreactor en el que se pueda realizar el procedimiento de la
presente invencion.

En el contexto de la presente invencion un sistema cerrado es un sistema de camara de crecimiento celular, que
consiste en un sistema en una bolsa de cultivo de células central, en el que se puede hacer proliferar las células de
forma eficiente y rapida ex vivo, sin ninguna otra etapa mas de paso adicional.

El término “citotoxicidad” significa la calidad de ser toxicas las células. Entre los ejemplos de agentes tdxicos se
incluyen sustancias quimicas o células inmunes como linfocitos citotoxicos como linfocitos T citotoxicos, células NK y
linfocitos T de tipo NK. Las células NKy los linfocitos T de tipo NK destacan por su alta capacidad citotdxica.

Las personas expertas en la materia pueden determinar la citotoxicidad utilizando procedimientos disponibles. Una
forma de determinar si las células presentan una mayor toxicidad es aplicar los analisis in vitro de citotoxicidad
mediada por células contra células K562 utilizando el ensayo de liberacién de Cr®' de 4 horas convencional.
Alternativamente, se puede emplear el ensayo de granulacion. Ambos procedimientos se desvelan en los ejemplos
adjuntos.
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En el contexto de la presente invencion, las expresiones “activacion” y "células NK activadas" se refieren a células
NK que han recibido una senal de activacion. Las células NK activadas son capaces de eliminar células con
deficiencias en la expresion de MHC clase I.

El término “activacion simultanea” de células NK y linfocitos T de tipo NK significa que se activan las células
sustancialmente de forma simultanea, preferentemente en el mismo cultivo de células.

Dada su fuerte actividad citolitica y el potencial para la auto-reactividad, la actividad de linfocito citolitico natural (NK)
esta ajustadamente regulado. Para eliminar células con una falta de expresiéon de MHC clase | o una expresion
anormal de MHC clase |, han de activarse las células NK. Las células NK deben recibir una sefial de activacion que
puede entrar de diversas formas, siendo las mas importantes de ellas las citoquinas, receptores Fc, receptores de
activacion e inhibidores.

En el contenido de la presente invencion, la expresion “expansion celular” se refiere al cultivo de células que
atraviesan una serie de etapas de division celular y por tanto expanden el nimero de células presentes en el cultivo.
Por lo tanto, la expresion “expansion de células NK” se refiere al cultivo de células NK que atraviesan una serie de
etapas de division celular y por tanto expanden el nimero de células presentes en el cultivo. La expresion “células
NK expandidas” se refiere a células NK obtenidas a través de la expansion de célula NK. Mas especificamente, en
una realizacion, la expresion “células NK expandidas” se refiere a un grupo policlonal de células CD3- CD56*
activadas crénicamente, asi como linfocitos T de tipo NK con el fenotipo CD3*CD56*, expandidas en un entorno de
calidad BPFa especifico y un medio de calidad BPFa.

En el contexto de la presente invencién el término “célula efectora” se refiere a una célula que realiza una funcion
especifica en respuesta a un estimulo, como pueda ser células en el sistema inmune. En una realizacién, las células
efectoras son un tipo de linfocitos que tienen capacidad citotoxica (es decir, inducen la muerte de otras células). Otra
realizacién son linfocitos comprometidos activamente en anticuerpos secretores. Entre los ejemplos no exhaustivos
de células efectoras se incluyen células NK, linfocitos T y linfocitos T de tipo NK.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1 A-D son diagramas en los que se muestra una comparacion del niumero de veces de expansion en
matraces y bolsas (1A) y en matraz y biorreactor (1B) y la pureza del producto final en matraz y bolsas (1C) y en
matraz y biorreactor (1D).

Las Figuras2 A-C son diagramas en los que se muestra una comparacion de fenotipos (A y B) y actividad
citotoxica (C) de las células expandidas tras diferentes protocolos de expansion.

Las Figuras 3 A-D son diagramas en los que se muestra la expansion de cultivos celulares iniciados en el
biorreactor en comparaciéon con matraces.

Las Figuras 4 A-B son diagramas en los que se muestra la comparacion funcional de células expandidas
directamente en biorreactores y matraces, respectivamente.

La Figura 5 muestra la comparacion fenotipica de células NK expandidas directamente en biorreactor y
matraces, respectivamente.

Descripcion detallada de la invenciéon

No definiéndose nada mas, se pretende que cualquier término y terminologia cientifica utilizada en el presente
documento tenga el significado que entienden comiunmente las personas expertas en la materia a la que pertenece
la presente invencion.

Debe advertirse que, tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas las
formas en singular “un/a” y “el/la” incluyen los referentes en plural a no ser que el contexto dicte claramente lo
contrario.

Asimismo, el término “aproximadamente” se utiliza para indicar una desviacion de +/- 2 % el valor dado,
preferentemente +/- 5 % y lo mas preferentemente +/- 10 % de los valores numéricos, cuando sea aplicable.

La expansioén ex vivo y la reinfusion de células citoliticas naturales (NK) para pacientes afligidos con una enfermedad
maligna ofrece un enfoque terapéutico potencialmente interesante y nuevo para combatir dicha enfermedad. Un
prerrequisito es la posibilidad de expandir y utilizar células NK que satisfacen las demandas de uso clinico. Los
autores de la presente invencion han sido capaces sorprendentemente de expandir células NK a gran escala para
aplicaciones clinicas, utilizando el procedimiento de la invencién. Por tanto, se proporciona un sistema de cultivo
cerrado automatizado en conformidad con las BPFa para la preparacion poblaciones efectoras enriquecidas con
células NK y linfocitos T de tipo NK a gran escala que se puede aplicar en situaciones clinicas.

Tal como se demuestra en los ejemplos mas adelante, el procedimiento de la invencidon expande y activa células NK
que tienen una capacidad citotoxica satisfactoria (es decir, inducen la eliminacion de otras células). La citotoxicidad
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de células NK hacia otras células puede medirse facilmente, por ejemplo, a través del recuento de células tradicional
antes y después de la exposicion a células NK activas. Dichos procedimientos son muy conocidos entre las
personas expertas en la materia.

La invencion se ilustra con los siguientes ejemplos no exhaustivos. En la medida en el que los Ejemplos contengan
materia objeto que se salga del ambito de las reivindicaciones de la presente invencion, se incluye meramente con
fines comparativos.

Ejemplos

1. Expansion ex vivo de células NK y linfocitos T de tipo NK de sangre periférica
Materiales & Procedimientos

Muestreo y aislamiento de células mononucleares de sangre (PBMC)

Se obtuvieron capas leucociticas, sangre periférica y productos de aféresis de donantes sanos o pacientes MM a
través del banco de sangre del Karolinska University Hospital, Huddinge. EI Comité de ética en investigacion local
aprobo el protocolo experimental.

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por centrifugacion de gradiente utilizando
Lymphoprep (Nyegaard, Oslo, Noruega). Se lavaron PBMC dos veces con solucion salina tamponada con fosfato
(PBS) (Gibco, Grand Island, NY, EE.UU.) y se evalu¢ la viabilidad celular por exclusién con azul tripano.

Medio de crecimiento y recuento de células

Para todos los sistemas se utilizé medio sin suero CellGro SCGM (CellGenix, Freiburgo, Alemania) con la adicion de
5 % de suero humano (Biowhittaker-Cambrex, Walkersville, MD, EE.UU.) y 500 U/ml rhIL-2 (Proleukin®, Novartis
Pharmaceuticals, East Hanover, NJ, EE.UU.) como medio de cultivo. Al comienzo del cultivo, se suplemento el
medio con anticuerpo anti-CD3 monoclonal (Orthoclone OKT-3, Ortho Biotech, Raritan, NJ, EE.UU) a una
concentracion final de 10 ng/ml. Se evalué el nimero de células total tifiendo las células con colorante azul tripano
los dias 0, 5-6, 9-10, 14-15 y 21 de cultivo. Se evaluaron los productos finales en cuanto a su seguridad, su pureza y
su identidad (viabilidad celular y fenotipo). Se calcularon los recuentos de células absolutos multiplicando el nimero
total de células con el porcentaje de estos subconjuntos determinado por citometria de flujo (BD FacsCalibur; BD
Biosciences, San José, CA, EE.UU.).

Expansién en matraces de cultivo de células

Las condiciones de cultivo para la expansion de células citotoxicas en matraces de cultivo de células ha sido
optimizada previamente en PBMC de personas sanas (Carlens S. y col.,, 2001). Brevemente, se cultivaron
inicialmente PBMC en matraces T25 (TPP, Trasadingen, Suiza) a una concentracién de 0,5 x 108 células/ml. Al cabo
de cinco dias, se repusieron los cultivos con medio fresco con 5 % de suero humano e IL-2 (500 U/ml), pero sin
OKT-3, cada 2-3 dias hasta el final del cultivo. Para prevenir la inhibicién del contacto del crecimiento de células
(Heiskala M. y col., 1987), se transfirieron las células a matraces mas grandes (T75 o T150: TPP, Trasadingen,
Suiza) o se pasaron a multiples matraces cuando fue necesario. Durante la reposicion del medio, se ajusto la
concentracién de células a 0,5 x 10° células/ml hasta el dia 10 y a 1 x 108 células/ml tras el dia 10. Ocasionalmente,
se congelaron ciertas porciones de las células para mantener el nimero de matraces manejable.

Expansion en el sistema de biorreactor Wave

El Biorreactor Wave es un sistema de cultivo de células, en el que se desarrollan las células dentro a una bolsa
estéril, desechable, a temperatura y CO- controlados, que se coloca en una plataforma calentada oscilante. Los
autores de la invencion han utilizado un sistema de biorreactor Wave 2/10 (GE Healthcare, Somerset, NJ, EE.UU.).
La experiencia anterior de los autores de la invencion con este sistema ha demostrado una eficiencia por debajo de
la 6ptima cuando se parte de voliumenes bajos y un nimero de células reducido. A pesar de ello, la cantidad de
células en las muestras de sangre periférica de los donantes no permite el inicio directamente en el biorreactor. Por
lo tanto, en los experimentos de optimizacion iniciales, los autores de la invencién partieron de cultivos en matraces
y transfirieron las células al biorreactor en torno al Dia 5 cuando se alcanz6 el nimero suficiente de células. Los
cultivos de biorreactor este dia partieron de 2 x 108 células/ml en 800 ml.

En los experimentos de validacion final, se obtuvo una unidad completa de sangre periférica o producto de aféresis
de los donantes y se iniciaron directamente los cultivos en biorreactores a partir del dia 0. Las situaciones para el
biorreactor fueron las siguientes en todos los casos: Temperatura 37 °C, CO.: 5 %, flujo de aire: 0.1, velocidad de
balanceo: 6/min, angulo de balanceo: 6 °. Se extrajeron muestras de las células y se hizo el recuento cada dia y no
se realizd una posterior alimentacion hasta que se alcanzé una densidad celular de 3 x 10% células/ml. A partir de
entonces en adelante, se alimentd el cultivo con 500 ml de medio al dia (50 ml/disparo). Cuando las células
alcanzaron una densidad de 6x10° células/ml, se alimentd la alimentaciéon a 750 mil/dia y después a
1 x 107 células/ml, a 1000 ml/dia.
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Expansion en bolsas Vuelife™

Vuelife™ (American Fluoroseal Corporation, MD, EE.UU.) es una bolsa de cultivo de células estéril hecha de etileno-
propileno fluorado que es inerte biologica, inmunolégica y quimicamente. Es altamente permeable a los gases y
opticamente transparente. Los cultivos en bolsas Vuelife se iniciaron con 5 x 10% células/ml en 60 ml de medio
utilizando bolsas Vuelife de 72 ml. Se incubaron las bolsas en una incubadora humidificada a 37 °C y 5 % CO.. Se
afiadié medio fresco cada 2-3 dias para ajustar la concentracion a 1 x 10% células/ml hasta el dia 10 y de
2 x 108 células/ml tras el dia 10. Se dividieron las células a bolsas mas grandes cuando fue necesario.

2. Analisis de subconjuntos de linfocitos y fenotipificacion por citometria de flujo
Materiales & procedimientos

Se analizé el fenotipo y porcentaje de células de subpoblaciones por citometria de flujo los dias 0, 5-6, 9-10, 14-15 y
20 de cultivo aplicando procedimientos normales con mAb conjugados con fluorocromo contra CD3, CD14, CD19,
CD45 y CD56.

En los experimentos de optimizacion iniciales, se sometieron las células el Dia 0 y las células el Dia 20 en cada una
de las condiciones de expansion a un analisis inmunofenotipico mas detallado. Para evitar la variabilidad entre una y
otra adquisicion, se descongelaron todas las muestras congeladas simultdneamente para una caracterizacion
fenotipica detallada del subconjunto de células NK por citometria de flujo. Este panel incluyé mAb conjugados con
fluorocromo contra los siguientes antigenos superficiales CD11a (HI111), CD3 (UCHT-1), CD7 (M-T701), CD14
(MOP9), CD16 (3G8), CD19 (HIB19), CD25 (M-A251), CD27 (MT271), CD56 (B159), CD57 (NK-1), CD226 (DX11),
NKB1 (DX9) y CD62L (DREG56) adquiridos de BD Biosciences, San José, CA, EE.UU.; CD244(2B4) (C1.7), NKG2D
(ON71), NKp30 (Z25), NKp44 (Z231), NKp46 (BAB281), de Beckman Coulter Inc., Fullerton, CA, EE.UU.; NKG2A
(131411), NKG2C (134591), KIR2DL1 (143211), KIR2DL3 (180701) de R&D Systems, Minneapolis, MN, EE.UU.

Todos los tefiidos de anticuerpos para citometria de flujo se realizaron de acuerdo con el siguiente protocolo. Se
lavaron las células una vez con PBS y se incubaron con cantidades apropiadas de anticuerpo a 4 °C durante 30 min.
Se lavaron las células marcadas con PBS y se fijaron en 4 % PFA antes de la adquisicion de datos. Se llevé a cabo
la adquisicion de datos en un FACSCalibur (BD) o CyFlow ML (Partec GmbH, Munster, Alemania) y se analizaron los
datos con un software CellQuest o Flo-Max. Para el analisis, se utilizaron ventanas de analisis SSC/FSC apropiadas
en torno a la poblacién de linfocitos CD14'CD19". Se seleccionaron las células NK como la poblacion CD3:CD56+.
Se seleccionaron los linfocitos T de tipo NK y los linfocitos T como poblaciones CD3*CD56* y CD3*CD56"
respectivamente.

Para cada uno de los receptores de superficie de célula analizados, se calcularon los valores de intensidad de
fluorescencia media (FFI) para las muestras del Dia 0 y el Dia 20. Para estimar el cambio en la expresion del
receptor, los autores de la invencién calcularon las relaciones MFI (MFI dia 20/MFI dia 0) para cada receptor.
Cuando la MFI para las muestras del dia 20 fue mayor que para el dia 0, la relacion MFI fue mayor de 1, lo cual
indica el grado relativo de regulacion positiva en ese receptor. Igualmente, una relacion MFI por debajo de 1 se
interpreté como una regulacion negativa en la expresion de ese receptor.

3. Evaluacién de citotoxicidad mediada por células
Materiales & procedimientos

Se evalud la capacidad citotoxica del producto final in vitro con un ensayo de liberacién de Cr®' de 4 horas
convencional contra células K562 (Aktas E. y col., 2009; Alter, G. y col., 2004). Brevemente, se marcaron células
diana K562 con 100 uCi de Cr%' durante 1 hora a 37 °C, se lavaron dos veces con PBS y se re-suspendieron en un
medio RPMI. Se coloco un total de 3 x 10* células diana en 100 pl de medio RPMI por triplicado en placas de 96
pocillos con fondo en V- y se incubaron durante 4 horas con 100 ul de células efectoras en concentraciones
apropiadas para obtener relaciones de efector: diana de 1:3 a 10:1. Se hizo el recuento de partes alicuotas de
sobrenadantes utilizando un sistema de recuento Packard Cobra Auto-Gamma Serie 5000 (Meridien, CT, EE.UU.).
Se calculd el porcentaje de liberacion de Cr®' especifica de acuerdo con la formula: porcentaje de liberacion
especifica = [(liberacion experimental — liberacion espontanea)/ (liberacion maxima — liberaciéon espontanea)] x 100.

Analisis de desgranulacion de células NK

Se co-incubaron productos de expansién con células diana K562 en una relacién de 1:1 en un volumen final de 200
pl en placas de 96 pocillos de fondo redondo a 37 °C y 5 % CO; durante 6 h. Se afiadié mAb anti-CD107a conjugado
con fluorocromo o el control isotipo IgG1 correspondiente al inicio del ensayo. Al cabo de 1 hora de incubacion, se
afiadié monensina (GolgiStop, Becton Dickinson) a una dilucion de 1:100. Se realizé el tefiido superficial incubando
células con mAb anti-CD3 y anti-CD56 durante 30 minutos sobre hielo. A continuacion, se lavaron las células, se
resuspendieron en PBS y se analizaron inmediatamente por citometria de flujo.

4. Andlisis estadistico
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Se llevd a cabo el analisis de datos, la preparacion de graficos y las comparaciones estadisticas con el software
GraphPad Prism (GraphPad Software Inc. CA, EE.UU.).

RESULTADOS
Evaluacion de bolsas de cultivo de células y biorreactor para la expansion de células NK

En una tentativa de utilizacién de un sistema de cultivo cerrado para la expansiéon de células NK, los autores de la
invencién compararon inicialmente las bolsas de cultivo de células con matraces utilizando PBMC de donantes
sanos. En la Figura 1A se muestra el nimero de veces de expansion de células en masa asi como de células NKy T
de tipo NK de cada donante al final del periodo de expansién. La expansion de células en masa media fue 530 veces
en bolsas mientras que el matraz produjo una media de expansion 1 110 veces mas. La expansion de NK en bolsas
parecié impresionante cuando se comparé con el matraz, especialmente, en tres de cada cinco donantes. Sin
embargo, cuando se tuvo en cuenta el porcentaje de células NK en el producto final (Figura 1C), se observé que la
expansion en bolsas no se correlaciona con la expansion en matraces y podria resultar en una pureza de células NK
inferior al final. El producto final en bolsas tuvo una media de 31 % de células NK mientras que el porcentaje de NK
medio en el producto final del matraz fue 53 %.

En la busqueda de un sistema de expansion cerrado que tenga como resultado un rendimiento comparable o
correlacionado con los matraces, los autores de la invenciéon evaluaron el uso de un sistema de biorreactor
automatizado en comparacién con la expansion en matraces, utilizando PBMC de donantes sanos. Los autores de la
invencion observaron la expansion de células en masa (expansiones medias: matraz 770 veces, biorreactor 77
veces) al mismo tiempo que las células NK se expandian preferentemente y aumentaban su participacion en la
poblacién en ambas condiciones. Si bien el nimero de veces de expansion (Figura 1B) en células NK fue inferior
que en los matraces en cuatro de los cinco donantes, los porcentajes de estas subpoblaciones en el producto final
fueron mas comparables y correlacionadas con la expansion en matraz (Figura 1D). El producto final de los
protocolos de expansion tuvo una media de 38 % células NK en el biorreactor mientras que habia 44 % de células
NK'y 16 % en matraces.

Cuando se compar6 con los resultados de las bolsas antes mencionados, el porcentaje de células NK en el
biorreactor fue superior al de las bolsas, incluso a pesar del hecho de que este grupo de donantes habia producido
una pureza de células NK peor en la expansion en matraz. En conjunto, los resultados expuestos indican que el
numero de veces de expansion de células NK es mejor en bolsas, mientras que la pureza es ligeramente superior en
el biorreactor.

Debido al uso de diferentes conjuntos de donantes y la alta variabilidad de un individuo a otro en la expansion de
células NK, no fue posible observar directamente las eficiencias relativas de los sistemas en bolsa y biorreactor.
Debido al hecho de que dos de los cinco donantes en estos diferentes grupos fueron realmente los mismos
individuos (donantes 1 y 2), los autores de la invencion tuvieron la oportunidad de comparar directamente la
eficiencia de expansion. Aunque tuvo una menor tasa del nimero de veces de expansion, el biorreactor tuvo un
porcentaje comparable de células NK en el producto final (64 %) cuando se compard con el matraz (74 %) que fue
mayor que las bolsas (47 %). En el caso de los linfocitos T de tipo NK, los porcentajes fueron muy préximos a 5 %
en los tres sistemas.

Se sometieron los productos de expansion de estos dos donantes a un analisis fenotipico adicional con el fin de
observar el patron de cambio en la expresion de receptor. Si bien, hubo una variabilidad de un individuo a otro,
segun lo habitual, los cambios en los niveles de expresion del receptor en los diferentes productos finales fueron
muy similares (Figura 2A y 2B). Se puede observar claramente que el grado de regulacion positiva y negativa en un
receptor dado es el mismo independientemente del protocolo de cultivo utilizado.

Para aclarar si las células NK en los productos finales de diferentes sistemas retienen el mismo estado de activacion
y presentan una citotoxicidad comparable, los autores de la invencion evaluaron la actividad citotoxica de los
productos finales frente a la linea celular K562 sensible a NK (Figura 2C). Los autores de la invencion no observaron
ninguna diferencia significativa entre las actividades citotoxicas de las preparaciones de células expandidas en
diferentes condiciones. Estos resultados aseguran que los procedimientos en cuestion son todos suficientes para
producir preparaciones de células con una mayor capacidad citotoxica.

Validacién de proceso de expansion de células NK en el biorreactor

Una vez demostrada la viabilidad del uso del biorreactor para el proceso de expansion, los autores de la invencion
continuaron con la validacion del proceso de expansion en el biorreactor en condiciones BPFa utilizando productos
de aféresis o sangre periférica unitaria completa para iniciar el cultivo directamente en el biorreactor desde el dia 0.
Se utilizé la PBMC de dos donantes sanos y dos pacientes MM para este proceso de validacion. Con fines
comparativos, se expandio el material de partida, PBMC, en paralelo utilizando matraces. La Figura 3 presenta las
curvas de expansion de células en masa y subpoblaciones de linfocitos para todos los donantes en biorreactor y en
matraces. El nimero total de células alcanzado fue mucho mayor en las expansiones en biorreactor, con una pureza
media de 37,5 % mientras que la pureza fue 43 % en matraces. Aunque la pureza de las células NK fue ligeramente
superior en los biorreactores, el nimero final de células NK alcanzado es suficientemente impresionante para
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facilitar el uso clinico de células NK expandidas en situaciones de inmunoterapia contra el cancer.
Células NK expandidas en biorreactor despliegan una capacidad citotdxica superior

En los experimentos expuestos, en los que la expansion se inicid en matraces y posteriormente se transfirio a
biorreactores, los autores de la invencion no detectaron ninguna diferencia en la capacidad citotoxica o el fenotipo de
los productos finales cuando se comparé con expansiones en matraz. Cabe destacar que los autores de la invencién
observaron que cuando se inicid la expansién directamente en biorreactores, la actividad citotdxica del producto final
contra células K562 fue notablemente superior cuando se comparé con el producto final de expansiones en matraz
en 3 de los 4 donantes (Figura 4A). Para examinar mejor este fenémeno, los autores de la invencion llevaron a cabo
ensayos de desgranulacion contra células K562 y midieron el porcentaje de células de desgranulacién en cada
subpoblacién de linfocitos (Figura 4B). Sorprendentemente, los autores de la invencién observaron que el grado de
desgranulacién observado en la fraccion de células NK desde las expansiones en biorreactor fue significativamente
mayor que la de células NK de expansiones en matraz en los 4 donantes. Igualmente, la desgranulacion de la
fraccion de linfocitos T de tipo N fue significativamente mayor en 3 de los 4 donantes. En conjunto, estos resultados
indican que el proceso de expansion llevado a cabo en el biorreactor se realiza mejor por lo que respecta a elevar la
capacidad citotoxica de células NK.

En una tentativa para explicar la diferencia de la capacidad citotdxica de los productos finales desde expansiones en
biorreactor y en matraz, los autores de la invencion realizaron una caracterizacion fenotipica detallada de las células
NK por citometria de flujo multicolor. La Figura 5A muestra la expresion de varios receptores de superficie en células
NK desde las expansiones en biorreactor y matraz y resume los resultados de todos los donantes y proporciona una
imagen general de la comparacion fenotipica entre el biorreactor y las expansiones de matraz. En general, las
células NK del producto final parecen similares independientemente de qué sistema de expansién se utilice, con
diferencias ligeras pero perceptibles en los niveles de expresion de CD11 b, NKG2D y NKp44. La regulacion positiva
de NKp44 es uno de los factores clave en la elevada capacidad citotoxica.

Este estudio evalia comparativamente el uso de matraces de cultivo de células, bolsas y un biorreactor para la
expansion ex vivo de células NK y T de tipo NK que se originan de PBMC en masa de donantes humanos en un
intento de investigar la viabilidad de produccion de células efectoras de calidad BPFa en sistemas automatizados
cerrados.

Los autores de la invenciéon han notificado anteriormente un medio de cultivo en conformidad con las BPFa que
promueve el enriquecimiento selectivo de células NK activadas en matraces de cultivos de células (Carlens S. y col.,
2001). En este punto, los autores de la invencién presentan la ultima etapa de optimizacién de un sistema de cultivo
cerrado automatizado de calidad BPFa para la preparacion de poblaciones efectoras enriquecidas con células NK a
gran escala que se puede aplicar en situaciones clinicas (Miller JS. y col., 1994; Luhm J. y col., 2002; Klingemann
HG y Martinson J., 2004; Koehl U. y col., 2005) y/o el uso de lineas de lineas de células alimentadoras (Ishikawa
E. y col., 2004; Torelli GF, y col., 2005) se ha utilizado ampliamente para la expansion de células NK en informes
anteriores. En este estudio, los autores de la invencidon no utilizan ninguna etapa de separacion, sino que utilizan
PBMC en masa para el cultivo, lo cual tiene como resultado una poblacién de células enriquecida en células NK que
esta diferenciada de LAK (Ramsdell FJ y Golub SH., 1987) y linfocitos citoliticos inducidos por citoquina (CIK)
(Chan JK. y col., 2006; Lu PH y Negrin RS., 1994) tanto por lo que respecta al contenido en células NK como en
actividad anti-tumor (Bordignon C. y col., 1999).

Los autores de la invencién han demostrado que los sistemas tanto en bolsa como en biorreactor proporcionan la
expansion de células NK. Una comparacion global de las tasas de expansion y la pureza del producto final entre los
dos sistemas cerrados utilizados en este estudio revela que el sistema de biorreactor proporciona una cantidad
suficiente de células NK con una mayor pureza y, ademas tiene muchos menos linfocitos T en el producto final
cuando se compara con las bolsas.

Sorprendentemente, los autores de la invencion han observado que la actividad de células NK es significativamente
superior en los productos de expansion desde reactores, en comparacion con los de matraces. La correlaciéon de los
niveles de expresion de recepcion con la respuesta de células NK frente a K562 ha revelado que los niveles de
expresion de CD132, CD25, CD57 y NKG2C se correlacionaron inversamente con la respuesta, mientras que los
niveles de expresion de NKp30, NKp44 y NKp46 se correlacionaron directamente. Observar la correlacion inversa
con la expresion del receptor NKG2C de activacion de linfocitos T es inhabitual pero tiene un escaso significado en
este caso, ya que las células K562 diana son conocidas por la falta de expresion de su ligando HLAE (Khalil-Daher
l. y col., 1999). El andlisis estadistico de receptores que se correlacionan con la respuesta de células NK ha revelado
que NKp44 se correlaciona positivamente con la respuesta y se expresa a un nivel significativamente mayor en
productos de biorreactor cuando se compara con expansiones en matraz. Esto puede explicar al menos en parte la
observacion de una alta capacidad citotoxica de los productos del biorreactor. A diferencia de otros NCR, NKp44
(Vitale M. y col., 1998) se expresa exclusivamente en células NK activadas y se regula positivamente tras la
estimulacion con IL-2 in vitro (Biassoni R. y col., 2002). Por tanto, en este caso, podria presentarse como un
fabricante sustituto de hasta qué punto se esta utilizando bien la IL-2 en el cultivo y cudl es el grado de activacion de
la poblacion de células NK. Por lo tanto, una expresion elevada de NKp44 proporciona una significancia funcional
para el procedimiento de expansion que se lleva a cabo en el biorreactor en lugar de en los matraces de cultivo de
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células convencionales.

En lo que respecta a la practica, los autores de la invencién han observado que todos los sistemas en cuestion
tienen ciertas ventajas y desventajas. La expansion en matraces de cultivos de células tiene el riesgo inherente de
exposicién a agentes externos y contaminacion. Aunque se reduce al minimo este riesgo en los entornos de
laboratorio BPFa, el uso de sistemas automatizados cerrados es definitivamente preferente ya que proporciona
suficientes cantidades de células. El inicio del cultivo en matraces no demanda un alto nimero de células, pero han
de mantenerse las células dentro de una determinada concentracion (Heiskala M. y col., 1987), la division en
nuevos matraces durante la expansion termina en un nimero imposible de matraces que manejar. El cultivo también
puede iniciarse con pocas células en bolsas pequeiias y tiene como resultado una buena expansion, pero la pureza
de las células NK es inferior que la de otros sistemas y sigue siendo necesario dividir las células en mas de una
bolsa. A pesar de ello, la expansién en células puede optimizarse facilmente en un laboratorio de cultivo de células
normal, sin la necesidad de invertir en un equipo adicional. Se puede llevar a cabo mas de una expansion
simultaneamente utilizando bolsas con la Unica limitacién del espacio de la incubadora, mientras que el biorreactor
requiere una inversion extra para la compra de la maquina y se puede utilizar para una expansion cada vez.

El biorreactor es el procedimiento mas practico, ya que requiere un tiempo practico minimo. Sin embargo, el inicio de
este sistema requiere muchas células y la velocidad de expansion es menor. El movimiento de balanceo continuo
del biorreactor asegura un entorno de cultivo dinamico y homogéneo que proporciona muchas ventajas como
puedan ser condiciones de cultivo uniformes, facilidad de muestreo y una mejor calidad de los procesos de control
como puedan ser la medicién del pH y el oxigeno disuelto. El uso de dichas condiciones de cultivo dinamicas es con
la mayor probabilidad un importante factor que contribuye a la viabilidad de las células en crecimiento mas
concentradas en el biorreactor. Esto evita cualquier desperdicio del medio o componentes adicionales, lo cual
reduce de forma espectacular el coste global del proceso. Al utilizar curvas de expansion promedio para cada
protocolo, los autores de la invencion han estimado que para adquirir un nimero similar de células NK, el sistema de
biorreactor utiliza aproximadamente 1/10 veces componentes de medio utilizados para las bolsas y 1/25 veces
componentes de medio utilizados para los matraces. El consumo de medios y citoquinas es incluso mas (en torno a
2,5 veces mas las bolsas) en los matraces.

Naturalmente, el uso de un sistema de biorreactor dinamico para el cultivo ex vivo exige evaluar con atenciéon una
serie de factores. Las células hematopoyéticas son relativamente sensibles a la cizalla y es razonable asumir que los
procesos con alta cizalla son inadecuados para la expansion ex vivo (Nielsen LK., 1999). Por lo tanto es improbable
que los biorreactores de tanque en agitacion (Pierson BA. y col., 1996) o los sistemas de cultivo de perfusion en
filtros externos o alto caudal proporcionen una alta eficiencia. Para conseguir el beneficio completo de un biorreactor,
seria deseable utilizar un sistema de produccion de tension a baja cizalla con un filtro de perfusion interno para
eliminar el medio (Nielsen LK., 1999) y el sistema de biorreactor utilizado en este estudio puede satisfacer estas
expectativas.

Otro factor que se debe considerar con atencién es el material utilizado en el entorno de cultivo. Unicamente algunos
materiales pueden soportar el crecimiento de células hematopoyéticas eficientemente y factores como la limpieza, la
esterilizacion y la reutilizacion afectan significativamente a su rendimiento (Laluppa JA. y col., 1997). Por tanto, el
uso de materiales desechables y pre-esterilizados es preferente. Los sistemas tanto de bolsa como de biorreactor
utilizados en este estudio son adecuados para la produccion a este respecto.

Una diferencia observada fue una viabilidad de células ligeramente inferior en los productos finales de los cultivos en
biorreactor y en bolsas cuando se compararon con los matraces. Esto es sobre todo probable debido al hecho de
que continuamente se eliminan por lavado las células muertas del matraz cada 2-3 dias cuando se cambia el medio
al mismo tiempo que ningun procedimiento de este tipo implica un sistema cerrado. No obstante, siempre es posible
utilizar una etapa de lavado de calidad BPFa al final del cultivo, antes de la administracion.

Todos los sistemas en cuestion tienen ciertas ventajas y desventajas practicas. La expansion de células NK en
matraces de cultivo de células tiene el riesgo inherente de la exposicién a agentes externos y contaminacion. Si bien
este riesgo se minimiza en los entornos de laboratorio BPFa, el uso de sistemas automatizados cerrados es
definitivamente preferente ya que suministra suficientes cantidades de células. El cultivo en matraces puede iniciarse
con un numero muy reducido de células, pero dado que las células han de mantenerse dentro de una determinada
concentracion, la division en nuevos matraces durante la expansion termina por ser un ndmero imposible de
matraces que manejar.

El cultivo también puede iniciarse con pocas células en bolsas pequefas y tiene como resultado una expansion muy
buena, pero la pureza de las células NK'y T de tipo NK es inferior que la de otros sistemas y sigue siendo necesario
dividir las células en mas de una bolsa. La expansion en bolsas puede optimizarse facilmente en un laboratorio de
cultivo de células normal, sin necesidad de invertir en un equipo adicional. Se puede llevar a cabo mas de una
expansion simultaneamente utilizando bolsas con la Unica limitacion del espacio de la incubadora, en cambio el
biorreactor puede utilizarse para una expansién cada vez.

En conclusién, los resultados presentados en el presente documento demuestran claramente que es posible
producir grandes cantidades de células efectoras altamente activadas para su posible uso en situaciones
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inmunoterapia adoptiva en un sistema de cultivo cerrado en condiciones BPFa.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para expansion a gran escala y activacion simultanea de células citoliticas naturales (NK) con el
fenotipo CD3-CD56" y linfocitos T de tipo NK con el fenotipo CD3+ CD56*, en el que dicha expansion y activacion se
lleva a cabo en un sistema cerrado y las células expandidas obtenidas presentan una mayor citotoxicidad tal como
se determina a través de una prueba de citotoxicidad in vitro, comprendiendo dicho procedimiento:

(i) proporcionar células de una muestra de sangre periférica de un enfermo portador de tumor;

(i) anadir las células a un biorreactor de bolsa de cultivo de células cerrada a una concentracion de
aproximadamente 0,5 x 10% a aproximadamente 2 x 108/ml de medio de cultivo de células suplementado con
suero, interleuquina 2 (IL-2) y anticuerpos anti-CD3;

(iii) incubar y expandir las células de la etapa ii) con agitaciéon en un movimiento de balanceo y calentamiento
hasta que al menos 50 % de la poblacion de células expandidas comprende células NK vy linfocitos T de tipo NK
activados; y

(iv) recoger dicha suspension de células expandidas de células NK y linfocitos T de tipo NK activados desde
dicho biorreactor, en el que dichas células presentan una mayor citotoxicidad en comparacion con células recién
aisladas, tal como se determina segun una prueba de citotoxicidad in vitro.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la expansiéon de células se realiza hasta que el
numero total de células se ha expandido al menos aproximadamente 10-veces.

3. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 1-2, en el que la muestra de células es una muestra de
sangre periférica estimulada con citoquinas.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la muestra de células es una muestra de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC).

5. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que las células se incuban
durante al menos aproximadamente 10 dias.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el suero se selecciona del grupo que consiste en
suero humano y suero autélogo.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1 o 6, en el que el medio estd suplementado con
aproximadamente 50 a aproximadamente 1500 U/ml de IL-2, aproximadamente 1 a aproximadamente 50 ng/ml de
anticuerpos anti-CD3 y aproximadamente 1 a aproximadamente 40 % de suero.

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el tumor se selecciona del
grupo que consiste en tumores hematoldgicos y tumores sélidos.

9. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que las células de la etapa (iv)
consisten predominantemente en células citoliticas naturales (NK) con el fenotipo CD3- CD56".

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 9, en el que las células de la etapa (iv) con el fenotipo CD3"
CD56* expresan también NKp44 a un nivel mas alto en comparacién con células citoliticas naturales activadas con
el fenotipo CD3- CD56* obtenidos de las expansiones en matraz.

11. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el biorreactor es un
biorreactor Wave.

12. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el movimiento de
balanceo es a una velocidad y un angulo que permiten que las células se adhieran a la superficie del sistema de
células cerrado.

13. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que el balanceo se realiza a
un angulo de balanceo de aproximadamente 4-8 °.

14. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que el balanceo se realiza a
una velocidad de balanceo de aproximadamente 4-8/min.

15. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que el procedimiento se
realiza a una temperatura de aproximadamente 36 a aproximadamente 40 °C, a una concentracién de CO, de
aproximadamente 4,7 a aproximadamente 5,1 %.

16. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que la agitacion y el
calentamiento se realizan en las siguientes condiciones: una temperatura de aproximadamente 36 a
aproximadamente 40 °C; una concentracion de CO, de aproximadamente 4,7 a aproximadamente 5,1 %; y un
balanceo suave a una velocidad y un angulo que permiten que las células se adhieran a la superficie del sistema de
células cerrado.
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17. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-12, en el que la agitacion y el
calentamiento se realizan en las siguientes condiciones: una temperatura de aproximadamente 36 a
aproximadamente 40 °C; una concentracion de CO; de aproximadamente 4,7 a aproximadamente 5,1 %; y a una
velocidad de balanceo de aproximadamente 4-8/min y a un angulo de balanceo de aproximadamente 4-8 °.

18. Una suspension de células citoliticas naturales (NK) con el fenotipo CD3- CD56* y linfocitos T de tipo NK con el
fenotipo CD3+ CD56* que se puede obtener a través de un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-17,

en la que se han expandido y activado células citoliticas naturales y linfocitos T de tipo NK desde una muestra de
sangre periférica de un enfermo portador de tumor, a través de un procedimiento de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-17

y en la que las células citoliticas naturales con el fenotipo CD3- CD56" presentan una mayor citotoxicidad tal
como se determina a través de una prueba de citotoxicidad in vitro cuando se comparan con células expandidas
en matraces y expresan NKp44 a un mayor nivel cuando se comparan con células expandidas en matraces

y en la que al menos 35 %, preferentemente al menos 50 % de la poblacién de células expandidas son células
NK activadas.

19. Una suspensioén de células de acuerdo con la reivindicacion 18, para su uso en el tratamiento de cancer.

20. Una composicion farmacéutica que comprende la suspension de células de acuerdo con la reivindicacion 18,
para su uso en el tratamiento de cancer.
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