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DESCRIPCION
Células dendriticas alogénicas mejoradas para uso en el tratamiento de cancer
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para proporcionar células dendriticas pro-inflamatorias con la
capacidad de activar células t alogénicas a través de la trayectoria directa de alorreconocimiento, asi como al uso de
estas células dendriticas proinflamatorias en el tratamiento de cancer.

Antecedentes

Las terapias tradicionales del cancer, como la cirugia, radiacién y quimioterapia, son frecuentemente insuficientes
para tratar pacientes de cancer y habitualmente provocan efectos secundarios graves. La inmunoterapia ha
mostrado ser alentador como un método de tratamiento alternativo con menos efectos secundarios negativos.

La inmunoterapia del cancer ha progresado enormemente recientemente gracias a la introduccién de anticuerpos de
blogueo de control inmune, en particular anticuerpos que bloquean interacciones de PD-1 (proteina 1 de muerte
celular programada) y ligando de PD-1 (PD-L1). Sin embargo, solo una parte de los pacientes de cancer se
aprovechan de este tipo de tratamiento. Ademas, solo es eficaz contra ciertas formas de cancer. Como todavia hay
lugar para mejoras en este campo, las inmunoterapias del cancer evolucionan para ser mas eficaces y enérgicas.

Actualmente esta bien establecido que el sistema inmune tiene células, particularmente linfocitos T citotéxicos CD8+
(CTLs), que reconocen y potencialmente destruyen células tumorales. No obstante, un problema principal es que la
capacidad de destruccion de estas células T no es inducida o sélo débilmente inducida en pacientes de cancer. Por
tanto, es de interés desarrollar estrategias de inmunoterapia para "activar" el sistema inmune para que tenga
reconocimiento y destruccion de células tumorales.

Las estrategias de inmunoterapia de cancer existentes, que implican la activacion de linfocitos T citotoxicos CD8+
(CTLs) se han dirigido principalmente a DCs derivadas de pacientes autdlogas, con contenido de antigenos, que han
sido diferenciadas y cargadas con antigenos ex vivo. La premisa subyacente de esta propuesta es que la eficacia y
el control proporcionados por la manipulacién ex vivo de las DCs genera DCs con una fuerte capacidad de
presentaciéon de antigenos y coestimuladora. La calidad de la respuesta de las células T depende de la capacidad de
estas DCs aut6logas para presentar antigenos tumorales a células T de una manera restringida a MHC (las DCs y
las células T tienen que ser del mismo individuo, es decir, autélogas) en nddulos linfaticos de drenaje y por tanto
crear una respuesta de células T especifica para tumores.

Las células dendriticas (DCs) modificadas ex vivo derivadas de pacientes se dirigen a inducir una inmunidad de
células T especificas para tumores mediante educacion directa de células T contra antigenos asociados a tumores o
especificos de tumores. Aunque se ha observado la prueba de principio para vacunas de DCs autélogas en diversos
estudios clinicos, las respuestas clinicas son todavia subdptimas (Anguille, S., et al. 2014. Clinical use of dendritic
cells for cancer therapy. Lancet Oncol 15: €257-267). Ademas, los resultados clinicos variables parece que se
correlacionan con el estado de activacion de las DCs de las vacunas, por tanto, el consenso en el campo en este
momento conduce a procedimientos de optimizaciéon y estandarizacion para las producciones de mejoradores
inmunes capaces de inducir respuestas inmunes polarizadas de tipo T-helper tipo 1 (Th1) mediadas por DC.

Sin embargo, de forma interesante, descubrimientos recientes indican que las DCs de vacunas modificadas ex vivo
requiren la ayuda de DCs transelntes enddgenas para cebar la inmunidad especifica de células T CD8+ (Yewdall,
A. W, et al 2010. CD8+ T cell priming by dendritic cell vaccines requires antigen transfer to endogenous antigen
presenting cells. PLoS One 5: e11144; Liu, C., et al 2008. Plasmacytoid dendritic cells induce NK cell-dependent,
tumor antigen-specific T cell cross-priming and tumor regression in mice. J Clin Invest 118: 1165-1175). Este cebado
indirecto de DCs transeuntes se ha encontrado por muchos que es dependiente de la secrecidn activa de factores
pro-inflamatorios activadores de células inmunes por las DCs administradas.

Las DCs humanas derivadas de monocitos inmaduros pueden secretar cantidades sustanciales de citoquinas T-
helper (Th-1) y quimiocinas cuando son estimuladas mediante un coctel de estimulos, como ligandos de receptores
de tipo Toll (TLR) y IFN-y (Napolitani, G., A. et al 2005. Selected Toll-like receptor agonist combinations
synergistically trigger a T helper type 1-polarizing program in dendritic cells. Nat Immunol 6: 769-776; Lovgren, T., D.
et al 2017. Enhanced stimulation of human tumor-specific T cells by dendritic cells matured in the presence of
interferon-gamma and multiple toll-like receptor agonists. Cancer Immunol Immunother). Ademas, la funcién del
cebado indirecto de DCs transeuntes enddgenas implica que la administracién local de DCs alogénicas (aloDCs)
puede crear un medio enriquecido en factores proinflamatorios a través de la denominada "trayectoria directa de
alorreconocimiento”, conduciendo posteriormente a una captacion y activacion mejoradas de DCs transelntes
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enddgenas mediante factores proinflamatorios liberados por células T alorreactivas captadas y activadas (Wallgren,
A. C et al. 2005. Direct allorecognition promotes activation of bystander dendritic cells and licenses them for Th1
priming: a functional link between direct and indirect allosensitization. Scand J Immunol 62: 234-242). Esta
trayectoria directa de alorreconocimiento, un fendmeno en el que hasta un 10% de las células T del receptor
trasplantado pueden resultar activadas por su reconocimiento directo de complejos de MHC/péptidos alégénicos
intactos presentes en DCs alogénicas derivadas de injertos (véase Lombardi G, et al Allorecognition of DR1 by T
cells from a DR4/DRw13 responder mimics selfrestricted recognition of endogenous peptides. Proc Natl Acad Sci
USA 1989;86:4190-4), es una respuesta vigorosa, que parece violar la regla de la restricciéon auto-MHC, y es
accionada principalmente por mimetismo antigénico (véase Lechler R, et al Dendritic cells in transplantation - friend
or foe? Immunity 2001;14:357-68).

El uso de DCs alogénicas (aloDCs) ha sido previamente descrito en la técnica (véanse los documentos EP
1.509.244 B1 y EP 2.534.242 B1). Ademas, la propuesta de aloDCs usando aloDCs proinflamatorias inyectadas por
fia intratumoral ha sido ensayada satisfactoriamente en un ensayo clinico de fase I/ll en pacientes con carcinoma de
células renales metastatico (mMRCC) como se expone por Laurell, A et al. (véase Intratumorally injected pro-
inflammatory allogeneic dendritic cells as immune enhancers: a first-in-human study in unfavourable risk patients with
metastatic renal cell carcinoma. Journal for ImmunoTherapy of Cancer, 2017, 5: 52) y es actualmente objeto de
estudios clinicos adicionales en un estudio de fase Il multicentros aleatorio en pacientes diagnosticados con mRCC
(NCT02432846). Los datos del ensayo clinico de fase I/l en pacientes de mRCC indicaron que la administracion
intratumoral de aloDCs indujo la activacion de células T especificas de tumores con infiltracion intratumoral
fuerte/masiva de células T CD8+ en la mayoria de los pacientes tratados. Ademas, se observé un efecto sinérgico
antitumoral en combinaciéon con sunitinib. Se propuso que las aloDCs indujeron una respuesta de células T
especificas del tumor y que la adicién de sunitinib hace que el tumor sea mas sensible a la respuesta de células T
especificas del tumor, ya que el sunitinib se ha mostrado que afecta y reduce el nimero de células supresoras
derivadas de mieloides y células T reguladoras.

Sin embargo, el uso de aloDCs en la técnica aparentemente proporciona una estrategia de inmunoterapia alentadora
y seria todavia de interés hacer posible una mejora adicional de la capacidad de las aloDCs para mejorar el niumero
y la funcion de linfocitos T citotéxicos CD8+ que afectan a las células tumorales.

Sumario

Consecuentemente, la presente invencion busca paliar, aliviar, eliminar o evitar una o mas de las deficiencias
potenciales anteriormente identificadas en la técnica y desventajas aisladamente o en cualquier combinacién
proporcionado, segun un primer aspecto de la invencién, un método para proporcionar una célula dendritica
proinflamatoria que tiene una capacidad mejorada para activar células T alogénicas a través de la trayectoria directa
de alorreconocimiento y que esté infectada con un adenovirus. Este método comprende las etapas de:

- proporcionar una célula dendritica inmadura;
- infectar la célula dendritica con un adenovirus; y

- madurar la célula dendritica inmadura en forma de una célula dendritica proinflamatoria, en que dicha maduracién
se realiza mediante la adiciéon del ligando de receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C, un ligando TLR7/8, como
Resiquimod y un interferén gamma (IFN-y) para inducir la maduracién de la célula dendritica inmadura.

Las células dendriticas proinflamatorias que estan infectadas con un adenovirus y maduradas mediante la adicion
del ligando de receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C, un lingando TLR7/8, como Resiquimod, y con interferon gamma
(INF-y) tienen, contrariamente a la opinion predominante, una capacidad mejorada para estimular la trayectoria
directa o alorreconocimiento de células T alogénicas, como se determina in vitro durante una reaccién de leucocitos
mixtos (MLR). De forma importante, estas células dendriticas proinflamatorias por tanto tienen también una
capacidad aumentada para aumentar, ocasionalmente, a través de la activacion/maduracién de DCs transeuntes
con contenido de antigenos, el numero y funcion de linfocitos T citotoxicos CD8+ aut6logos (con respecto a las DCs
transeuntes) que son capaces de reconocer especificamente células tumorales. Por tanto, estas células dendriticas
proinflamatorias infectadas con adenovirus son Utiles como un nuevo mejorador inmune alégénico basado en células
mejorado en el tratamiento o prevencién del cancer.

Otras ventajas y caracteristicas de la invencion se definen en las reivindicaciones dependientes. Ademas, se
elaboran caracteristicas ventajosas de la invencién en las realizaciones descritas en la presente memoria
descriptiva.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

En inmunoterapia basada en células dendriticas (DCs) derivadas del paciente, es decir, autélogas, estas son
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modificadas normalmente ex vivo para expresar o comprimir antigenos tumorales (antigenos asociados a tumor o
especificos del tumor). Como es reconocido en la técnica, estan disponibles diversos medios para modificar DCs
para expresar o comprometer antigenos tumorales. Estos medios incluyen una infeccion con vectores virales, por
ejemplo, vectores de adenovirus, virus adenoasociados, lentivirus y retrovirus, con genes que codifican antigenos
tumorales.

Como ya se describio con anterioridad en la presente memoria descriptiva, se pueden usar también DCs alogénicos
proinflamatorios en inmunoterapia, ya que se ha encontrado que activan DCs transeuntes. Las DCs alogénicas
administradas por via intratumoral no es necesario que tenga contenido de antigenos (es decir, expresar o
comprometer antigenos tumorales), ya que los antigenos tumorales para un tratamiento mediante DCs transelntes
enddgenas activadas estan presente de alguna manera en el sitio de administracion. El uso de DCs alogénicas
como mejoradores inmunes basados en células en la inmunoterapia del cancer se basa en la estimulacién de la
trayectoria directa del alorreconocimiento mediante células T alogénicas en una reaccién de leucocitos mixtos
(MLR), dando lugar a una produccion adicional de factores proinflamatorios (Wallgren et al, 2005, Scand J Immunol
62: 234-242).

Se ha mostrado previamente (véase el documento EP 2.534.242 B1) que las DCs alogénicas, maduradas en DCs
proinflamatorias mediante el uso de una combinacién del receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C, Resiquimod (un
ligando TLR7/8), e interferén gamma (IFN-y) proporcionan una composicion util en el tratamiento intratumoral del
cancer, por ejemplo, carcinoma de células renales metastatico.

En la evaluacién de los diversos medios para proporcionar DCs que portan antigenos tumorales se confirm6, como
era de esperar, que la infeccién de DCs inmaduras con un adenovirus no impide la capacidad de una mezcla que
comprende del receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-1:C, Resiquimod (un ligando TLR7/8), e interferon gamma (IFN-vy)
para inducir la maduracion de las DCs inmaduras en forma de DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus. Las
DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus secretaron preferentemente factores inflamatorios en una cantidad
correspondiente a la de las DCs proinflamatorias no infectadas, confirmado asi los informes previos.

Sin embargo, se estimd que eran de ninglin o de poso uso en un ajuste alogénico, dado que la infeccion con
adenovirus es conocido en la técnica que dificulta la capacidad de CDs infectadas para activar células T alogénicas
en una MLR.

Especialmente, ya en 2002 Jonleit et al (cf. Jonuleit et al in Gene Therapy (2000) 7, 249-254) informaron que la
infeccion de DCs con un adenovirus con E1 sustituido y E3 suprimido y la maduracién con factores proinflamatorios
dificultaba la capacidad de las DCs resultantes para estimular la proliferacion de células T alogénicas (CD4+ y
CD8+) en una relacién elevada de DC respecto a células T. An, Tan et al. informaron (véase BLOOD, (2005),
105(10), 3824- 3832) que la infeccion de DCs derivadas de monocitos maduradas (TNF-alfa, IL-1 beta, IL-6, and
PGE2) con un adenovirus suprimié la capacidad de las DCs para activar células T alogénicas en una MLR. Ademas,
Neston et al. han informado (véase Immunology (2008), 125, 469-479) que las DCs infectadas con adenovirus
maduraron con factores proinflamatorios (TNF-alfa, IL-1 beta, IL-6 y PGE2) tienen una capacidad grandemente
reducida de favorecer la proliferacion de células T alogénicas. Segun Newton, el efecto es especificos para una
infeccion adenoviral, ya que no se observd el mismo efecto con DCs falsamente infectadas o infectadas con
lentivirus.

No obstante, se evalué la capacidad de DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus para activar células T
alogénicas en una MLR. Se encontrd, muy sorprendentemente, en profundo contraste con la opinién predominante,
que la infeccion adenoviral no dificult6 la capacidad para activar células T alogénicas en una MLR, con la condicién
de que las DCs hubieran madurado mediante el uso de una combinacién del receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C,
un ligando TLR7/8, como Resiquimod y un interferon gamma (IFN-y).

De hecho, incluso se encontr6 que las DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus tenian una capacidad
mejorada para estimular la trayectoria directa de alorreconocimiento segun se determin6 mediante la activacion de
células T alogénicas co-cultivadas en MLR y la produccién aumentada de IFN-gamma. Ademads, las CDs
proinflamatorias infectadas con adenovirus no solamente tenian una capacidad mejorada para estimular la
trayectoria directa de alorreconocimiento, sino que también proporcionaron una maduracién aumentada de CDs
transelntes alogénicas que condujeron posteriormente a una mejora de la capacidad de estas DCs transelntes para
activar células T especificas de antigenos autdlogas (con respecto a las DCs transelntes). Por tanto, las DCs
proinflamatorias infectadas con adenovirus son Utiles como un mejorador inmune alogénico basado en células
mejoradas para ser usado en el tratamiento del cancer, en cuyo modo de accién es dependiente de la trayectoria
directa de alorreconocimiento.

Consecuentemente, una realizacion de la presente invencion se refiere a una célula dendritica proinflamatoria
infectada con un adenovirus. La célula dendritica proinflamatoria infectada con adenovirus tiene una capacidad
mejorada para activar células T alogénicas a través de la trayectoria directa de alorreconocimiento. Ademas, la
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célula dendritica proinflamatoria infectada con adenovirus ha sido obtenida por medio de:
- proporcionar una célula dendritica inmadura;

- transducir la célula dendritica con un vector de adenovirus; y

- madurar la célula dendritica inmadura en forma de una célula dendritica proinflamatoria.

La maduracion de la célula dendritica inmadura en forma de una célula dendritica proinflamatoria se realiza
mediante la adicion del receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C, un ligando TLR7/8, como Resiquimod y un interferon
gamma (IFN-y) para inducir la maduracion de la célula dendritica inmadura.

El presente coctel de maduracion que comprende una combinacion del receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C, un
ligando TLR7/8, como Resiquimod y un interferon gamma (IFN-y) ha sido descrito en el documento WO
2011/098516. El receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C es un analogo sintético de dsRNA que comprende una
cadena de poli(l) reasociada a una cadena de poli(C). El tamafo de la cadena puede variar. El tamafo puede ser de
200 pares de bases a 8.000 pares de bases, como de 200 a 1.500 o de 1.500 a 8.000 pares de bases. El ligando
R848 de TLR7/8 es denominado también Resiquimod en la técnica. Como una alternativa a Resiquimod, se pueden
usar Gardiguimod o Imiquimod como ligandos de TLR7/8. Normalmente, las DCs inmaduras son expuestas a los
factores de activacion durante 8 a 24 horas, como durante 18 horas.

Segun una realizacién, los factores de maduraciéon usados son receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-I:C, un ligando
TLR7/8, como Resiquimod y un interferén gamma (IFN-vy).

Aunque no es necesario, la activacion puede incluir adicionalmente, segun una realizacién alternativa, la adicion de
al menos una sustancia seleccionada entre el grupo que consiste en ligandos TLR2, ligandos TLR4, como
lipopolisacarido bacteriano y monofosforil-lipido A, ligandos de TLR9, como secuencias de oligonucleétidos CpG
(ODN) que distinguen DNA microbiano de DNA de mamifero, interferén alfa (IFN-a), interleucina 1p (IL-1B) y factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Ademads, la activacion preferentemente no comprende la adicién de prostaglandina
E2 (PGE2) con el fin de evitar que las DCs maduras se conviertan en DCs migratorias que saldran rapidamente del
sitio de inyeccion (tumor), lo que seria desventajoso en el contexto de esta invencion.

Con posterioridad a la activacién, las DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus pueden ser lavadas para
separar esencialmente la totalidad de los factores de activacion. Por tanto, los factores de activacion normalmente
son retirados por lavado antes del uso de las DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus como mejorador
inmune en la terapia inmune del cancer. La supresion de los factores de activacion evita la coadministracion de
factores de activacion (afadidos para inducir DCs proinflamatorias ex vivo). La coadministracion de factores de
activaciéon conducira lo mas probablemente a una activacion fuerte y persistente también de DCs inmaduras
captadas por via intratumoral, conduciendo a su diferenciacién en forma de DCs maduras proinflamatorias en lugar
de la diferenciacion deseada en forma de DCs maduras migratorias.

Con el fin de mejorar la capacidad para activar células T alogénicas a través de la trayectoria directa de
alorreconocimiento, determinada mediante la reaccion de leucocitos mixta (MLR), la DC es infectada con un
adenovirus.

Son conocidos diversos adenovirus en la técnica. En el documento US 9.017.672, se describe un tipo preferido de
adenovirus, que es un adenovirus modificado por hexén TAT (transactivador de transcripcion)-PTD (dominio de
transduccion) mejorado con eficacia de suministro de genes. Este vector ha sido adicionalmente estudiado por Yu,
D., como se recoge en 2013 en PLoS One 8: €54952.

Segun una realizacién, el presente adenovirus es un serotipo 5 de adenovirus (Ad5). El serotipo 5 de adenovirus
(Ad5) puede ser un serotipo 5 de adenovirus (Ad5) con eje y/o glébulo de fibras a partir de serotipo 35 de adenovirus
(Ad35) en lugar del eje y/o glébulo de fibras de Ad5. Como es reconocido por el experto en la técnica, diversos
serotipos de adenovirus, que incluyen el Ad5 y el Ad35, son conocidos en la técnica. Al sustituir el eje y/o glébulo de
fibras de Ad5 con un eje y/o glébulo de fibras de Ad35, se mejora la eficacia de la transduccion. Ademas, es
preferido que la proteina de hexdn del vector de adenovirus se modifique para que comprenda al menos un dominio
de transduccién de proteinas (PTD) del transactivador de transcripcion (TAT) del virus de inmunodeficiencia humano
(HIV). Al modificar la proteina del hexén del vector de adenovirus para que comprenda al menos un dominio de
transduccion de proteionas (PTD) del transactivador de transcripcién (TT del virus de inmunodeficiencia humano
(HIV), se mejora la eficacia de la transduccion. La secuencia TAT-PTD puede ser introducido en la region 5 hiper-
variable (HV5R) de la proteina del hexdn. Segun una realizacion, la proteina del hexdn del vector de adenovirus
comprende por tanto una secuencia de aminodcidos segun la SEQ ID N° 1 (YGRKKRRQRRR). Ademas, la
secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID N° 1 puede estar flanqueada por conectores cortos y por tanto puede
comprender una secuencia de aminoacidos segun la SEQ ID N2 2 (AGGGAGGGYGRKKRRQRRRGGGAGGGA). Un
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ejemplo de un adenovirus preferido (Ad5PTDf35) se describe en PLoS One (2013) 8(1): €54952. Ademas, el
adenovirus puede ser un adenovirus con delecion de E1. Como es reconocido por un experto en la técnica, la
delecién de E1 implica que el adenovirus es deficiente en replicacion. Con el fin de tener un mejor control del virus
en el sujeto al que es administrado, se prefiere que el adenovirus sea deficiente en replicacién. Segun una
realizacién, el adenovirus es por tanto deficiente en replicacion, por ejemplo, con delecion de E1. El adenovirus
puede ser también un adenovirus con delecion de E3, como un adenovirus de delecién de E1/E3.

Sin embargo, los adenovirus son usados en la técnica como vectores de suministro de genes, y los efectos que
subyacen en la presente invencién no son dependientes de la inclusién de cualquier gen que codifique un antigeno
tumoral en el vector del adenovirus, sino de la infeccidon con un adenovirus como tal. Por tanto, la DC proinflamatoria
infectada con adenovirus, segun una realizaciéon de la invencién, no comprende ningun gen que codifique antigenos
tumorales, es decir, las DCs estan infectadas con el adenovirus, pero no transducidas con genes que codifican
antigenos tumorales.

Aunque no es necesario que las DCs proinflamatorias alogénicas sean administradas por via intratumoral, en
algunas aplicaciones (cuando el tumor es dificil de alcanzar mediante inyeccién o es demasiado pequefio) puede ser
todavia de interés proporcionar unas DCs proinflamatorias infectadas con un adenovirus que codifique antigenos
tumorales, es decir, infectado y transducido con DCs y, por tanto, que expresa antigenos asociados a tumores o
especificos de tumores. La DC proinflamatoria infectada con adenovirus, por tanto, segin una realizacién,
comprende al menos un gen que codifica un antigeno asociado al tumor o especifico del tumor. al proporcionar DCs
proinflamatorias infectadas con un adenovirus que comprende al menos un gen que codifica un antigeno asociado al
tumor o especifico del tumor, la célula dendritica infectada es transducida para expresar un antigeno asociado al
tumor o especifico del tumor. Ejemplos de antigeno tumoral que es expresado por la DC proinflamatoria transducida
incluyen antigenos oncovirales, como papilomavirus humano, virus de Epstein-Barr, virus de Sarcoma de Kaposis o
virus de polioma de células de Merkel y neoantigenos derivados de mutaciones.

Al proporcionar las presentes DCs proinflamatorias infectadas con adenovirus, son infectadas DCs tanto inmaduras
como maduras en forma de DCs proinflamatorias. Los aspectos de la infeccién, asi como la maduracion, han sido ya
descritos en la presente memoria descriptiva. Segun una realizacién, la infeccién y la maduracion, respectivamente,
se realizan de forma simultanea. Segun una realizacion alternativa, la DC inmadura es infectada en primer lugar
para proporcionar una DC infectada con adenovirus inmadura y, posteriormente, es madurada en forma de una CD
proinflamatoria infectada con adenovirus.

La provision de DCs inmaduras es bien conocida en la técnica. Normalmente, los monocitos son aislados en primer
lugar a partir de leucocitos de sangre periférica, por ejemplo, mediante leucoferesis de sangre completa. Los
monocitos aislados pueden ser seguidamente diferenciados en forma de células dendriticas inmaduras mediante el
uso de interleucina 4 (IL-4) y factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). EI monocito
puede ser cultivado en medio de cultivo celular complementado con factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF) en combinacién con interleucina-4 (IL-4), durante 2 a 7 dias, como aproximadamente 5 dias,
para diferencias los monocitos en forma de CDs inmaduras. Ademas, en el documento WO 2014/096033 se
describe un procedimiento para proporcionar DCs inmaduras.

Si se congelan las células dendriticas proinflamatorias con posterioridad a la activacion, pueden ser almacenadas.
Normalmente, las células dendriticas proinflamatorias son congeladas en un medio que contiende dimetilsulféxido
(DMSO) y suero o plasma. Antes de su uso, las células congeladas son descongeladas y el DMSO puede ser
retirado por lavado. alternativamente, las células descongeladas son usadas directamente.

Para un uso en el tratamiento de cancer, la célula dendritica proinflamatoria infectada con adenovirus puede sr
formulada en forma de una composicién farmacéutica. La composicion farmacéutica puede comprender al menos un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, como una solucién salina tamponada con fosfato, agua o una emulsion,
como una emulsién de aceite/agua o de agua/aceite. La composicion farmacéutica puede comprender ademas un
agente humectante. Ademas, la composicién farmacéutica puede comprender adyuvantes, excipientes,
estabilizadores, conservantes y/o otros componentes farmacéuticos conocidos en la técnica.

Como un ejemplo, el vehiculo puede ser una solucién salina que comprende albiumina de suero humano.
Adicionalmente, el vehiculo puede ser un medio que conserve células congeladas. Como ejemplo, la célula
dendritica proinflamatoria infectada con adenovirus, como ya se ha mencionado, puede ser congelada en plasma de
donante universal inactivado con calor que comprende dimetilsulféxido (DMSQO) para permitir su almacenamiento.
Este medio que comprende células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus puede ser usado
directamente, por ejemplo, inyectado por via intratumoral, una vez descongelado. Alternativamente, las células
congeladas en este medio pueden ser descongeladas, lavadas y nuevamente puestas en suspensiéon en solucion
salina que comprende albimina de suero humano antes de ser administradas, por ejemplo, infectadas por via
intratumoral.

La composicion farmacéutica aceptable puede ser formulada para una administracion parenteral, como intratumoral,
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intradermal, subcutanea o intranodal. En una administracion intratumoral, la composicion farmacéutica aceptable es
inyectada directamente en un tumor. Como ya se describié (véase el documento WO 2011/098516), las células
dendriticas proinflamatorias son U(tiles en el tratamiento del cancer, ya que pueden inducir una reaccién
proinflamatoria a través de una reaccion de leucocitos mixtos (MLR) en el sitio de administracion, captando y
activando unas DCs propias del paciente (denominadas en la presente memoria descriptiva DCs transeulntes) para
desarrollar DCs migratorias con contenido tumoral.

Por tanto, una realizacion adicional se refiere a una célula dendritica proinflamatoria infectada con adenovirus, o una
composicién que comprende estas células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus para ser usadas
en el tratamiento o la prevencion de cancer. En este uso, las células dendriticas proinflamatorias infectadas con
adenovirus son alogénicas al sujeto, con el fin de hacer posible inducir una MLR que active las propias células T
alorreactivas de los sujetos, que sean alogénicas a las células dendriticas proinflamatorias infectadas con
adenovirus administradas. Ejemplos de canceres para ser tratados mediante las células dendriticas proinflamatorias
infectadas con adenovirus incluyen, pero sin limitacion, carcinoma de células renales, carcinoma hepatocelular,
tumores estromales gastrointestinales, cancer de conductos biliares, canceres de cabeza y de cuello, cancer de
pulmén de células no pequefas, cancer gastrico, cancer cervical y melanoma maligno.

Cuando se usan en el tratamiento del cancer, las células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus
pueden ser combinadas con otras terapias existentes. Una alternativa preferida es combinar la administracion de
células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus con farmacos que disminuyen el interno del tumor
inmunosupresor o activan el sistema inmune. Como un ejemplo, las presentes células dendriticas proinflamatorias
infectadas con adenovirus pueden ser combinadas con sunitinib o inhibidores de tirosina quinasa receptores
similares o relacionados. Ademas, se pueden combinar también anticuerpos contra PD-1 (proteina 1 de muerte
celular programada) o contra ligandos de PD-1 con las presentes células dendriticas proinflamatorias infectadas con
adenovirus. La PD-1 es un receptor de superficie celular que se conoce que desempefia una funcion importante en
la infra-regulacién del sistema inmune y el favorecimiento de la auto-tolerancia suprimiendo la actividad inflamatoria
de células T. Los anticuerpos contra PD-1 incluyen, por ejlemplo, nivolumab, pembrolizumab, y pidilizumab. Ademas,
los anticuerpos que dirigen a diana ligandos de PD-1, por ejemplo, atezolizumab y avelumab, pueden ser usados
para complementar el tratamiento con las presentes células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus.
Adicionalmente, las presentes células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus pueden ser
combinadas también, por ejemplo, con gemcitabina o 5-fluorouracilo.

Analogamente, una realizacion se refiere al uso de estas células dendriticas proinflamatorias alogénicas infectadas
con adenovirus para ser usadas en la fabricacion de un medicamente para tratar cancer.

Una realizacion adicional se refiere a un método para tratar cancer, en el que es administrada una célula dendritica
proinflamatoria infectada con adenovirus a un paciente que necesita este tratamiento. La dosis administrada debe
ser suficiente para activar las propias DCs del paciente en forma de DCs migratorias con contenido tumoral. Con el
fin de inducir una MLR, las células dendriticas proinflamatorias infectadas con adenovirus son alogénicas para el
paciente.

La célula dendritica proinflamatoria infectada con adenovirus normalmente no expresa ningun antigeno tumoral. Por
tanto, es administrada preferentemente por via intratumoral. Como es reconocido en la técnica (Laurell, A et al
Intratumorally injected pro-inflammatory allogeneic dendritic cells as immune enhancers: a first-in-human study in
unfavourable risk patients with metastatic renal cell carcinoma. Journal for ImmunoTherapy of Cancer, 2017, 5: 52),
la administracion de células dendriticas proinflamatorias alogénicas induce la activacion de células T especificas del
tumor y la infiltracién intratumoral de células CD8+. Las células dendriticas proinflamatorias infectadas que han sido
transducidas también con genes que codifican antigenos tumorales pueden ser administradas por via intratumoral,
pero preferentemente son administradas en tejidos dérmicos o subcutaneos normales o en nédulos linfaticos.

Otra realizacion se refiere a un método para proporcionar estas células dendriticas proinflamatorias como se
describen en la presente memoria descriptiva, es decir, células dendriticas proinflamatorias que tienen una
capacidad mejorada para activar células T alogénicas a través de la trayectoria directa de alorreconocimiento y que
estan infectadas con un adenovirus. Este método comprende las etapas de:

- proporcionar células dendriticas inmaduras;
- infectar células dendriticas con un adenovirus; y

- madurar las células dendriticas inmaduras en forma de una célula dendritica proinflamatoria, en que dicha
maduracion se realiza mediante la adicién del ligando de receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli-1:C, un ligando TLR7/8,
como Resiquimod, e interferon gamma (IFN-y) para inducir la maduracion de la célula dendritica inmadura.

Otros aspectos en relacion con la provisién de células dendriticas infectadas con adenovirus han sido ya descritos
en la presente memoria descriptiva y son igualmente aplicables a esta realizacion.
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Sin una elaboracién adicional, se cree que un experto en la técnica, usando la descripcion que antecede y la
siguiente parte experimental, utiliza la presente invencion en su alcance mas completo. Las realizaciones especificas
preferidas descritas en la presente memoria descriptiva, por tanto, estan concebidas como meramente ilustrativas y
no limitativas del resto de la descripcién em modo alguno. Ademas, aunque la presente invencion ha sido descrita
anteriormente con referencia a realizaciones especificas, no esta prevista que esté limitada a la forma especifica
expuesta en la presente memoria descriptiva. En lugar de ello, la invencién esta limitada solamente por las
reivindicaciones que se acompanan y son igualmente posibles otras realizaciones distintas de las especificas
anteriores dentro del alcance de estas reivindicaciones anejas, por ejemplo, diferentes de las anteriormente
descritas

En las reivindicaciones, los términos "comprende/que comprende” no excluyen la presencia de otros elementos o
etapas. Adicionalmente, aunque pueden estar incluidas caracteristicas individuales en diferentes reivindicaciones,
estas posiblemente pueden ser ventajosamente combinadas, y la inclusién en las diferentes reivindicaciones no
implica que una combinacion de caracteristicas no sea factible y/o ventajosa.

Ademas, las referencias en singular no excluyen una pluralidad. Los términos "uno", "una", "primero", "segundo", etc.
no excluyen una pluralidad.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. DCs maduradas con COMBIG/Ad5M expresan un fenotipo maduro y perfil de secrecion de citoquinas
polarizadas con Th1. (Los datos se muestran como media £ SEM (n.s. p=20.05; * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; ****
P<0.0001).

(A) Se aislaron monocitos CD14" a partir de PBMCs de donantes sanos, diferenciados en imDCs mediante GM-
CSF/IL-4 durante 5 dias, se maduraron bajo condiciones diferentes durante 18 h, se lavaron y se volvieron a cultivar
durante 24 h y se analizaron.

(B) Se caracterizaron DCs expresion de HLA-DR, CD40, CD80, CD86 y CD83 mediante citometria de flujo. Se
muestra la intensidad de fluorescencia media (MFI) para cada marcador en DCs (CD14-CD1a") producida a partir de
ocho donantes.

(C) Se usé un ensayo ELISA para medir la secrecién de IL-12p70, IL-6 y CXCL10 a partir de cada donante de
PBMC.

Figura 2. Alo-COMBIG/Ad5M-DCs activan células inmunes innatas y adaptativas in vitro. (Los datos se muestran
como media + SEM (n.s. p=0.05; * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001; **** P<0.0001).

(A) Después de una maduracion durante 18 h y un lavado (muestras como se describe en la Figura 1A) las DCs,
denominadas en la presente memoria descriptiva aloDCs, fueron conjuntamente cultivadas con PBMCS alogénicas
(es decir, de un donante diferente). Después de un cocultivo de 24 h, se caracterizé la activacion de células T en la
PBMC mediante la expresion de CD69.

(B) Se muestran las intensidades medias de fluorescencia para CD69 en células T (CD3"CD56°) de dieciséis
combinaciones individuales de ocho donantes no relacionados.

(C) Se usaron las materias sobrenadantes de MLR (reaccién de leucocitos mixtos) (alo-SN) de los cocultivos de
aloDC-PBMC como estimulos de maduracién para DCs inmaduras transeulntes (im) (DCs del mismo donante que las
PBMCs) para emular un escenario para imCDs "transelntes" hospedantes. Se valoré la maduracion de DC
transelntes mediante la sobrerregulacién de HLA-DR, CD40, CD80, CD86 y CD83 como se muestra en los graficos
de dispersion de la MFI para cada marcador en DCs transelntes (CD14'CD1a’). Se evaluaron seis combinaciones
individuales a partir de tres donantes no relacionados.

Figura 3. Activacién y expansion de células T especificas de antigenos inducidas mediante presentacion cruzada del
antigeno mediante DCs transeuntes autdlogas maduradas mediante la materia sobrenadante en MLR (alo-SN) de
cocultivos de PMBC alo-COMBIG/Ad5M-DC.

(A) Se pulsaron imDCs transelntes de donantes de HLA-A2* (DCs transelntes) durante 2 h con lisado de células
tumorales que expresan el antigeno CMV-pp65 (A549 (pp65)) y se maduraron durante 38 h mediante alo-SN a partir
de diversos cocultivos (Figura 2A). Ls DCs transelntes de presentacién cruzada se mezclaron seguidamente
durante 18 h con células T aut6logas, se trataron por ingenieria genérica con una frente al péptido CMV-pp6549s-503
restringido por HLA-A2.
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(B) Se usé un ensayo ELISA para medir la concentracion de IFN-y liberado por las células T especificas de
antigenos tratadas por ingenieria genética en las materias sobrenadantes. Se examinaron seis combinaciones
individuales de tres donantes no relacionados.

(C) Se prepararon DCs transelntes de un donante de HLA-A2" seropositivo a CMV como se menciond con
anterioridad y se usaron para estimular células T no tratadas por ingenieria genética autélogas (con respecto a DCs
transeuntes) durante 12 dias en presencia de una dosis baja de IL-2 (20 IU/ml).

(D) Se cuantifico la expansion especifica de DMV-pp65 de células T no tratadas por ingenieria genética mediante
citometria de flujo usando tetramero HLA-A*0201/pp6549s.503 conjugado a PE. Se muestran graficos de FACS de una
combinacion individual representativa entre cuatro usando la alo-SN de cocultivos de PBMC alo-COMBIG/Ad5M-DC
como estimulos de maduracion.

(E) Las células T no tratadas por ingenieria genética expandida fueron seguidamente re-estimuladas mediante
exposicion a células T2 con contenido de péptido CMV-pp654gs.503 (diana relevante) o péptido TARP4.13 (diana
irrelevante). Se us6 el ensayo ELISA para medir la concentracion de IFN-y en las materias sobrenadantes
recolectadas 18 h después de la re-estimulacion. La linea de puntos indica la liberacién de IFN-y de fondo a partir de
células T estimuladas mediante DCs transelntes inmaduras. Los datos se muestran como medias + SEM (* P<0.05;
** P<0.01; **** P<0.0001).

Figura 4. Vacunacién profilactica con COMBIG-DC transducida con el vector Ad5M que codifica gp-100
indirectamente células T especificas de gp-100

(A) Se valor6 la capacidad de COMBIG DCs (aloDCs) transducidas con el vector Ad5M que codifica gp100 de
antigeno tumoral (Ad5M(gp100)-aloDCs) para estimular indirectamente células T especificas de gp100 en ratones
que no portan tumor combinando una inyeccién s.c. de Ad5M(gp100)-aloDCs (dia 0) con transferencia de células
adoptivas intravenosa (i.v.) de esplenocitos Thy1.1" pmel-1 especificos de pg100 (dia 2). La lectura de células T se
realizé cinco dias después mediante tincién con Thy1.1 (dia 7).

(B) Se muestran graficos de dispersion representativos de la proliferacion especifica de células T Thy1.1" pmel-1
(Thy1.1%) en respuesta a aloDCs o Ad5M(gp100)-aloDCs a partir de dos ratones.

Figura 5. Vacunacion terapéutica con COMBIG-DC transducida con el vector Ad5M que codifica gp-100 disminuye el
crecimiento tumoral y prolonga la supervivencia

(A) En un ajuste terapéutico, se inyectaron en primer lugar ratones C57BL/6NR;j s.c. en la parte lateral trasera con 1
x 10° células B16-F10 (dia 0) y recibieron 1 x 10" esplenocitos pmel-1 i.v. (dia 8). El tratamiento se combiné con
inyecciones i.t. de 1 x 106 Ad5M(gp100)-aloDCs (dia 8 y 14) o PBS como testigo negativo. El crecimiento tumoral se
verificd mediante medicion del calibre.

(B) Se presenta el crecimiento tumoral medio para cada tratamiento (n=8 por grupo).

(C) La supervivencia de los ratones se muestra mediante la curva de superviviencia de Kaplan-Meier y se comparé
mediante un ensayo de rango logaritmico (n=8 por grupo) (*P<0,05).

Parte experimental

Los siguientes ejemplos son meros ejemplos y no implican que se deban interpretar para limitar el alcance de la
invencion. En lugar de ello, la invencién esta limitada solamente por las reivindicaciones que se acompanan.

Ejemplo 1 - COMBIG-DCs transducidas con un vector de adenovirus sin ningun transgen

En el ejemplo 1, se evalué el impacto de infectar DCs inmaduras con un vector adenoviral vacio (Ad5M) sobre la
activacién/maduracion inducida mediante el céctel Combig (poli-I:C, R848 y IFN gamma) solo (por ejemplo,
maduracion fenotipica y secrecion de factores inflamatorios, por ejemplo, se estudiaron IL-6, IL-12 y CXCL10).
Brevemente, se observé que la inyeccion con Ad5M no perjudica la capacidad del céctel Combig para inducir la
maduracion de DCs proinflamatorias (véase la Fig. 1). Estos datos estan en linea con la opinion predominante. Sin
embargo, contrariamente a la opicién predomidnante, se encontr6é que la infeccion con Ad5M mejora, y no perjudica,
como se suponia (véase, por ejemplo, Jonuleit et al in Gene Therapy (2000) 7, 249-254; Tan et al in BLOOD, (2005),
105(10), 3824- 3832; y Newton et al in Immunology, 125, 469-479), la capacidad de Combig-DCs para estimular la
trayectoria directa de alorreconocimiento, medida mediante la activacion (expresién de CD69) de células T
alogénicas durante una reaccién de luecocitos mixtos (MLR) (véase la Fig. 2B).
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Ademas, el descubrimiento de que la activacidén/maduracion de DCs transelntes con materias sobrenadantes de
MLR a partir de cocultivos de DCs de alo-COMBIG Ad5M fue aumentado (Fig 2C) y proporciona a su vez una
capacidad mejorada de DCs transelntes para activar células T especificas de antigenos autdlogos produciendo el
IFN-gamma de citoquinas asociado a Th1 (véase la Fig. 3B y 3D) implica que las COMBIG-DCs transducidas con el
vector Ad5M son utiles como un mejorador inmune alogénico basado en células mejorado en el que el modo de
accion es crucialmente dependiente de la trayectoria directa de alorreconocimiento.

Materiales y métodos
Lineas celulares

Se cultivaron células K562(Luc), A549(pp65) y T2 (ATCC) en RMPI-1640 complementado con 10% de FBS
inactivado con calor, 1% de PeSt y 1% de HEPES. Todos los componentes y medios de cultivo eran de la entidad
Thermo Fisher Scientific. Se trataron por ingenieria genética células K562(Luc) con un vector de lentivirus para
expresar luciferasa de luciérnaga y células A549 (pp65) para expresar el antigeno de citomegalovirus (CMV)-pp65.
Todas las células fueron cultivadas en un incubador humidificado con una atmésfera de 5% de CO; a 37°C.

Produccién del virus recombinante

El vector Ad5M fue construido y producido como se describié anteriormente (Yu, D., C. Jin, J. Leja, N. Majdalani, B.
Nilsson, F. Eriksson, and M. Essand. 2011. Adenovirus with hexon Tat-protein transduction domain modification
exhibits increased therapeutic effect in experimental neuroblastoma and neuroendocrine tumors. J Virol 85:13114-
13123). El Ad5M es un vector de serotipo 5 de adenovirus humano con delecién de E1 (Ad5) con eje y glébulo de
fibras de derotipo 35 y una modificacion de hexones para mejorar la eficacia de transducciéon (Yu, D. et al 2013.
Adenovirus serotype 5 vectors with Tat-PTD modified hexon and serotype 35 fiber show greatly enhanced
transduction capacity of primary cell cultures. PLoS One 8: €54952). El Ad5M no codifica ningln transgen. Los titulos
se determinaron mediante PCR cuantitativa como genomas de virus encapsulados (evg) por ml (Yu, D. et al 2013.
Adenovirus serotype 5 vectors with Tat-PTD modified hexon and serotype 35 fiber show greatly enhanced
transduction capacity of primary cell cultures. PLoS One 8: €54952).

Aislamiento de PBMCs humanas y generacion de DCs

Se obtuvieron capas leucocitarias de donantes sanos a partir del banco de sangre del Uppsala University Hospital,
Uppsala, Suecia. Se aislaron PBMCs mediante separacion Ficoll-Pague Premium (GE Healthcare Life Science) y se
cultivaron en RPMI-1640 complementado con 10% de FBS inactivado con calor, 1% de PeSt, 0,5% de L-glutamina,
1% de HEPES y B-mercaptoetanol 20 mM (medio DC).

Generacion y tratamiento de DCs

Monocitos aislados a partir de PBMCs mediante seleccion magnética positiva de CD14* (Miltenyi Biotec) fueron
diferenciados a DCs inmaduras (imDCs) usando 20 ng/ml de IL-4 humana y 100 ng/ml de GM-CSF (Gentaur)
durante 5 dias. El medio fue sustituido cada 2 dias. En el dia 5, las células se dejaron sin tatar (imDCs) o bien fueron
maduradas durante 18 h con un coctel de estimulos de maduracion (Napolitani, G. et al. 2005. Selected Toll-like
receptor agonist combinations synergistically trigger a T helper type 1-polarizing program in dendritic cells. Nat
Immunol 6: 769-776; Lovgren, T. et al 2017. Enhanced stimulation of human tumor-specific T cells by dendritic cells
matured in the presence of interferon-gamma and multiple toll-like receptor agonists. Cancer Immunol Immunother)
que consistia en 2,5 mg/ml de R848 (iNVIVIGEN), 20 mg/ml de é&cido poliinosinico:policitidilico (poli I:C) (Sigma-
Aldrich) y 1000 1U/ml de IFN-y (Shenandoah Biotechnology). Este céctel de maduracion se denominé "Combined
Toll-like receptor ligands with IFN-y" (COMBIG). Las DCs maduradas con COMBIG usadas como estimulos
alogénicos se denominan alo-COMBIG-DCs. Las DCs inmaduras tratadas con Ad5M (2000 evg/célula) durante 18 h
se denominan alo-Ad5M-DCs mientras que las alo-COMBIG/Ad5M-DCs fueron tratadas con COMBIG y Ad5M
durante 18 h. Después de lavar, las células fueron adicionalmente cultivados en medio de DC de nueva aportacion.

Conjunto de citoquinas humanas y ensayo de liberacién de citoquinas

Se recogieron materias sobrenadantes de cultivos de DC (2,5-5x10° células/pocillo en placas de 48 pocillos). Se
usaron estuches de ensayo ELISA para estudiar la produccion de IL_12p70 (Mabtech), IL-6 (BioLegend) y CXCL10
(BioLegend).

Citometria de flujo

Fenotipado de DC humanas. Se usaron Anti-CD1a-BV510 (BD Biosciences), anti-CD14-APC/Cy7, anti-HLA-DR-
perCP (MHC class II), anti-CD40-FITC, anti-CD80-PE, anti-CD83-APC y anti-CD86-BV421 para evaluar las DCs.
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Activacion de células T en reaccién de leucocitos mixtos alogénicos

Se cocultivaron aloDCs con PBMCs de donantes no relacionados (MLR) a una relacién de 1:5 (aloDCs:PBMCs). La
activacion se valoré 24 h después mediante citometria de flujo con anti-CD3-FITC y nti-CD69-BV510. Se us6 ensayo
ELISA para la deteccion de IFN-y (Mabtech) en la materia sobrenadante de cocultivo alogénico (alo-SN).

Activacion de DCs inmaduras transelntes

Se cocultivaron aloDCs con PBMCs a una relacion de 1:5 (aloDCs:PBMCs) durante 24 h y se usaron como
estimulos de maduraciéon para DCs transelntes inmaduras. La maduracion de DCs transelntes se valoré 48 h
después mediante citometria de flujo como anteriormente.

Todos los anticuerpos fueron adquiridos de la entidad BioLegend, salvo que se especifique de otra forma. La
adquisicion de datos se realiz6 usando un citometro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences), y el andlisis se realizé
usando un software FlowJo (version 7.6.5; Tree Star).

Presentacion cruzada de antigeno de DC y ensayos de estimulacion de células T

Presentacion cruzada de CMV-pp65 mediante DCs para la estimulacion especifica de células T modificadas por
TCR de CMV-pp65495-503

Se cocultivaron DCs inmaduras (HLA-A2") durante 2 h a 37°C con lisado celular congelado/descongelado de células
tumorales A549(pp65) como un medio para proporcionar proteina MV-pp65 a DCs por via exdgena. Las DCs fueron
posteriormente maduradas en materia sobrenadante de aloDC/PBMCs (alo-SNs) durante 38 h. Seguidamente,
células T tratadas por ingenieria genética para expresar un receptor de células T (TCR) restringido por HLA-A*0201
para el epitopo CMV-pp6549s.503 (Hillerdal, V., et al 2016. Avidity characterization of genetically engineered T-cells
with novel and established approaches. BMC Immunol 17: 23) se mezclaron con DCs de presentacién cruzada CMV-
pp65 a una relacién de 5:1 (células T:DCs) y se cutivaron en medio de nueva aportacién durante 18 h. La activacion
de células T especificas de TCR se valoré mediante la secrecion de IFN-y.

Expansion y reestimulacion de células T mediante presentacion cruzada de DCs

Se mezclaron células T (no modificadas) de donantes de HLA-A2" seropositivos para CV con DCs de presentacion
cruzada CMV-pp65 autblogas preparadas como en lo que antecede a una relacién de 20:1 (células T:DCs) y se
cultivaron en medio de nueva aportacion durante un total de 12 dias. Se sustituyd el medio con 30 IU/ml de IL-2
(Proleukin, Novartis) y 20 ng/ml IL-7 (Nordic Biosite) después de 7 dias. Se detectd la expansiéon de células T
especificas de CMV-pp65 con tetramero de HLA-A*0201/pp65a49s-503 (Beckman Coulter).

Se pulsaron células T2 (HLA-A2%) con 5 mg/ml de péptido CMV-pp6549s-503 0 €l péptido TARP(P5L)4.13 irrelevante de
unién a HLA-A2. Las células T2 pulsadas se usaron para reestimular las células T especificas de CMV-pp65 durante
18 h. Se midié la liberacion de IFN-y como un indicador de la activacion de células T.

Estadisticas

Los datos se expresan como media SEM. El andlisis estadistico se realizd6 mediante el software GraphPad prism
versién 6.01 (La Jolla). Los andlisis estadisticos se realizaron usando La norma ANOVA One-way paramétrica con
ensayo de para una correccién por comparacién miultiple. Se usé el ensayo t de Student cuando solamente se
evaluaron dos grupos. Los valores con P<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Resultados y analisis

Las DCs maduradas con COMBIG y maduradas con COMBIG/Ad5M exhiben un perfil de fenotipo y secrecién de
citoquinas asociado con la polarizacion de células T-helper-T (Th1)

El estado de maduracion de DCs es muy crucial para la induccién de respuestas efectoras optimas en vacunacion
de cancer de DCs autbogas (Sabado, R. L., and N. Bhardwaj. 2010. Directing dendritic cell immunotherapy towards
successful cancer treatment. Immunotherapy 2: 37-56). De forma interesante, se encontré también de importancia
para la activacion de células T alogénicas (Jonuleit, H. et al 2000. Induction of interleukin 10-producing,
nonproliferating CD4(+) T cells with regulatory properties by repetitive stimulation with allogeneic immature human
dendritic cells. J Exp Med 192: 1213-1222). En los presentes experimientos, se dejaron sin tratar o madurar DCs
inmaduras (imDCs) durante 18 h mediante COMBIG, Ad5M o su combinacién. El uso del vector adenoviral Ad5M
mejorado para infeccion puede facilitar la inclusion en DCs de antigenos tumorales, una practica ex vivo estandar
para modificar DCs derivadas del paciente (Tacken, P. J., and C. G. Figdor. 2011. Targeted antigen delivery and
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activation of dendritic cells in vivo: steps towards cost effective vaccines. Semin Immunol 23: 12-20). Con el fin de
tener un sistema simple para valorar el efecto de maduracién de Ad5M sobre DCs, este Ad5M de estudio fue usado
con un transgen. Las células se lavaron y se cultivaron otras 24 h en medio de DCs de nueva aportacién sin adicién
de citoquinas. Los cambios fenotipicos de DCs se valoraron mediante citometria de flujo y las materias
sobrenadantes (SN) se recogieron para trazar los perfiles de secrecion (Fig. 1A).

La maduracién COMBIG, sola o combinada con Ad5M, indujo una sobrerregulacién de HLA-DR, CD40, CD80, CD86
y CD883, que implica un fenotipo maduro y activado (Fig. 1B). Las DCs maduradas con COMBIG y maduradas con
COMBIG/Ad5M demostraron también una secrecién elevada de citoquinas o quimiocinas proinflamatorias. Por tanto,
confirmando que la transduccién no dificulté la maduracién de imDCs en forma de DCs proinflamatorias.

Considerados conjuntamente, los presentes datos indican que la maduracion Ad5SM/COMBIG es bien tolerada por
DCs derivadas de monocitos humanos y dio lugar a la generacion de un fenotipo de DCs maduradas vy
proinflamatorias.

Las DCs maduradas con el coctel COMBIG combinado con infeccién de Ad5M aumenta su capacidad para activar
células T alogénicas

Se valoré la activacién de células T en un conjunto de PBMC alogénicas co-cultivando DCs Combig o DCs
COMBIG/Ad5M mediante la sobrerregulacion de la proteina de accion temprana CD69. De forma interesante, en
contraste donsierable con la opinion predominante, la activacion de células T fue mayor en cocultivos con alo-
COMBIG infectado con el vector de virus Ad5M en comparacion con la de alo-COMBIG-DCs no infectadas.

Las materias sobrenadantes de cocultivos de alo-COMBIG/Ad5M-DCs y PBMCs inducen unas DCs transelntes de
maduracion eficiente

Las materias sobrenadantes de MLR (alo-SN) de cocultivos de PBMCs con alo-COMBIG-DCs o alo-COMBIG/Ad5M-
DCs se encontr6 que inducia significativamente la sobrerregulacion de CD40 sobre DCs transeuntes inmaduras. En
linea con la capacidad aumentada de las COMBIG/Ad5 DCs para activar células T alogénicas, las materias
sobrenadantes en MLR de cocultivos de PBMC alo-COMBIG/Ad5M-DC, pero no las materias sobrenadantes en
MLR de cocultivos de alo-COMBIG-DCs no infectadas con PBMC, condujo adicionalmente a una sobrerregulacion
significativa de los marcadores de maduracion CD80 y CD86 en las DCs transeuntes (Fig. 2E).

Las DCs transeluntes maduradas mediante la materia sobrenadante en MLR de cocultivos de PMBC alo-
COMBIG/Ad5M-DC, hace una presentacién cruzada eficiente para la expansion de células T

Aparte de la maduracién de DCs, la absor’cién de antigenos y la presentacién de antigenos desempefian funciones
importantes en la induccion de la inmunidad de tumores adaptativos (Vandenberk, L. et al 2015. Exploiting the
Immunogenic Potential of Cancer Cells for Improved Dendritic Cell Vaccines. Front Immunol 6: 663).

Con el fin de ensayar la absorcidon de antigenos y la presentacion de antigenos se us6 un sistema de modelo in vitro
en el que se incubaron DCs de donantes de HLA-A2+ (DCs transeuntes) con lisado celular de células tumorales
(A549(pp65)) que expresan la proteina CMV-pp65 de longitud completa, emulando la condicién de células tumorales
lisadas (Fig. 3A, C). Estas DCs transeuntes inmaduras fueron seguidamente maduradas con materias
sobrenadantes de MLR de colultivos PBMC-aloDC. El antigeno pp65 exdgeno necesita ser procesado por las DCs
transelntes en el péptido pp6549s-503 Y Sser sometido a presentacion cruzada en HLA-A2 (clase | de MHC) con el fin
de estimular células T aut6logas, tratadas por ingenieria genética con un TCR especifico para CMV- pp6549s.503. Se
encontré que las DCs transelntes con contenido de antigeno maduradas con materias sobrenadantes de MLR
podian hacer eficazmente una presentacion cruzada del antigeno y células T especificas de CMV-pp654gs.503 TCR
(Fig. 3A) para secretar cantidades elevadas de IFN-y, con materias sobrenadantes de MLR de cocultivos de PBMC
alo-COMBIG/Ad5M-DC que producian una activacion significativamente mejor en comparacién con las materias
sobrenadantes de MRL de PB-MCs cocultivadas con alo-COMBI-DC sin transducir (Fig. 3B).

Seguidamente se quiso ensayar si las células T especificas de CMV-pp65 enddgenas (no tratadas por ingenieria
genética) podrian ser activadas y expandidas. En este caso, se comenzé con DCs transeuntes de donantes
seropositivos a HLA-A2" CMV, con contenido de lisado de células tumorales que contenia pp65 y maduradas con
alo-SN de cocultivos de PBMC alo-COMBIG/Ad5M-DC (Fig. 3C). Estas DCs transelntes produjeron una expansion
de 5 veces de células T especificas de CMV-pp65 de donantes seropositivos CMV (Fig. 3D). La capacidad de esas
células T para reconocer su diana y ejercer funciones efectoras se ensayd en un ensayo de reestimulacion. Las
células T expandidas fueron expuestas a células T2 pulsadas con péptido pp65a4gs.s03 restringido a HLA-A2 o un
péptido restringido de HLA-A2 irrelevante y se midié la liberacion de IFN-y.Tras una reestimulacién con las células
dianas positivas a pp65, puede ser detectada la liberacion de IFN-y a partir de las células T expandidas mediante
DCs transeuntes que presentan pp65 maduradas con alo-SN de cocultivos de PBMC alo-COMBIG/Ad5M-DCs (Fig.
3E). Las células T expandidas fueron confirmadas también como especificas para antigeno ya que la exposicion a
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células T2 pulsadas con un péptido irrelevante condujo solamente a cantidades de segundo plano de liberacién de
IFN-y (Fig. 3E).

En resumen, se propone una forma de uso racional de COMBIG DCs infectadas con el adenovirus Ad5M (alo
COMBIG/Ad5M DCs) como un mejorador inmune que induce la maduracion de DCs transeuntes y el posterior
cebado de células T especificas de antigenos. Al comparar COMBIG-DCs no infectadas, COMBIG-DCs infectadas
con el virus Ad5M (COMBIG/Ad5M DCs) se encontré sorprendentemente que se creaba un medio proinflamatorio
con capacidad mejorada para inducir la maduracién de DCs transelntes cuando se cocultivaban con PBMCs
alogénicas. Cuando se proporcion6 exdégenamente un antigeno modelo, emulando un lisado de células tumorales,
las DCs transeuntes maduraron con materias sobrenadantes de MLR a partir de cocultivos de alo COMBIG/Ad5M
DCs y las PBMCs pudieron digerir eficazmente y hacer una presentacion cruzada del antigeno modelo y provocar la
expansion y activacion de células T citotdxicas especificas del antigeno.

Ejemplo 2 - DCs COMBIG infectadas y transducidas con vector de adenovirus que codifica un antigeno asociado a
tumor (glicoproteina 100)

En el ejemplo 2, se evaluaron aloDCs infectadas con el virus Ad5M con genes que codifican el antigeno tumoral
gp100. Se encontrd que la administracion subcutanea de Ad5M(gp100)-aloDCs estimulaba la proliferacién de células
T CD8+ pmel-1 adoptivamente transferidas (dirigidas a gp-100) en el ajuste profilactico. Ademas, la administracion
intratumoral de Ad5M(gp100)-aloDCs en el ajuste terapéutico dio lugar a un crecimiento tumoral retrasado y una
supervivencia prolongada.

Materiales y métodos
Produccién del virus recombinante

Se construyeron los vectores AdSM(MOCK) y Ad5M(gp100) y se produjeron como se describié anteriormente (Yu D,
et al. Adenovirus with hexon Tat-protein transduction domain modification exhibits increased therapeutic effect in
experimental neuroblastoma and neuroendocrine tumors. J Virol 2011;85(24):13114-23 doi 10.1128/JVI1.05759-11).
Son vectores serotipo 5 de adenovirus (Ad5) con delecién de E1 que tienen el eje y glébulo sustituidos con el
correspondiente serotipo 35. Contienen también un péptido de penetracién celular de HIV Tat en el bucle
hipervariable de sus proteinas de hexones (proteina cépside principal). Son vectores de infeccién aumentada con
una capacidad mejorada para transducir la mayoria de células hematopoyéticas que incluyen DCs (Yu D, et al.
Adenovirus serotype 5 vectors with Tat-PTD modified hexon and serotype 35 fiber show greatly enhanced
transduction capacity of primary cell cultures. PLoS One 2013;8(1):e54952 doi 10.1371/journal. pone.0054952). El
Ad5M(MOCK) no codifica ningun transgen, mientras que el Ad5M(gp100) codifica la glicoproteina 100 de antigeno
de melanoma humano (pg100, aminoacidos 25-33). Los titulos se determinaron mediante reaccién de cadena de
polimerasa cuantitativa como genomas de virus encapsulados (evg) por ml (Yu D, et al. Adenovirus serotype 5
vectors with Tat-PTD modified hexon and serotype 35 fiber show greatly enhanced transduction capacity of primary
cell cultures. PLoS One 2013;8(1):€54952 doi 10.1371/journal.pone.0054952).

Lineas celulares

La linea celular 911 (Crucell, Leiden, Paises Bajos) usada para la produccion del adenovirus fue cultivada en DMEM
complementado con 10% de FBS inactivado con calor, 1% de penicilina/estrptomicina (PeSt) y 1% de pivurato de
sodio. La linea celular de melanoma de raton B16-F10 (ATCC, Rockville, MD) se cultivd en DMEM complementado
con 10% de FB S inactivado con calor, 1% de PeSt y 1% de piruvato de sodio. Las lineas celulares de melanoma de
raton Hcmel3 y Hecmel12 son derivadas de un modelo de melanoma HGF-CDK4™2*®) primario (Bald T, et al.
Ultraviolet-radiation-induced inflammation promotes angiotropism and metastasis in melanoma. Nature
2014;507(7490):109-13; Landsberg J, et al. Melanomas resist T-cell therapy through inflammation-induced reversible
dedifferentiation. Nature 2012;490(7420):412-6) y son una amable donacion del Prof. Thomas Titing, University
Hospital Magdeburg. Tanto Hcmel3 and Hcmel12 se cultivaron en RPMI-1640 complementado con 10% de FBS
inactivado con calor. Todos los componentes y medios de cultivo eran de la entidad Thermo Fisher Scientific
(Carlsbad, CA). Todas las células fueron cultivadas en un incubador humidificado con 5% de CO- a una temperatura
de 37°C.

Aislamiento y maduracion de DCs alogénicas derivadas de médula 6sea de raton

Se generaron DCs derivados de médula ésea a partir del fémur y tibia de ratones BALB/c tipo salvaje (wt) de 7-8
semanas de edad hembras (H-2Dd) (The Janvier Labs, Francia) exponiendo la médula 6sea y arrastrando las células
con una jeringuilla esterilizada. Las células recolectadas se cultivaron en IMDM complementado con 10% de FBS
inactivado con calor, 1% de PeSt, 1% de HEPES y B-marcaptoetanol 50 mM. El medio de cultivo se complementd
con 20 ng/ml de IL-4 de murido recombinante y 20 ng/ml de GM-CSF de mdrido recombinante (Nordic BioSite,
Estocolmo, Suecia). Se dispusieron en placas células de médula ésea sobre platos de Petri no tratados (Sarstedt,
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Nimbrecht, Alemania). El medio se sustituy6 cada 3 dias. En el dia 7 se recolectaron imDCs no adherentes y se
trataron durante 18 h con un céctel de ligados de receptor de tipo Toll combinado con IFN-y (COMBIG), que
consistia en 2,5 mg/ml de R848 (InvivoGen, Sam Diego, CA), 20 mg/ml de acido poliinosinico:policitidilico (poli I:C)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y 1000 IU/ml de IFN-y (Nordic Biosite) (Napolitani G, Rinaldi A, Bertoni F, Sallusto F,
Lanzavecchia A. Selected Toll-like receptor agonist combinations synergistically trigger a T helper type 1-polarizing
program in dendritic cells. Nat Immunol 2005;6(8):769-76 doi 10.1038/ni1223) con el fin de obtender aloDCs
maduras. Se obtuvieron d5M(gp100)-aloDCs transduciendo imDCs granuladas durante 2 h a 37°C con 2000
evg/célula de Ad5M(gp100) y se maduraron como anteriormente. Las células se cultivaron en un incubador
humidificado con una atmésfera de 5% de COz a 37°C.

Fenotipado de células inmunes de maridos

Se usé citometria de flujo para fenotipar células T de muridos usando anti-CD3-PB, anti-CD8a-APC, anti-Thy1.1-PE,
anti-VB-13-FITC, tetramero H-2Db/hgp10025-33-PE (Beckman Coulter, San Diego, CA). Todos los anticuerpos
fueron adquiridos de la entidad BioLegend (San Diego, CA). La adquisicion de datos se realiz6 usando un citémetro
de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences) y el analisis se realizé usando un software FlowJo (version 7.6.5; Tree Star,
Ashland, OR).

Experimentos con animales

Las entidades The Uppsala Research Animal Ethics Committee (C215/12) y the Northern Stockholm Research
Animal Ethics Committee (N170/13, N164/15) han aprobado los estudios con animales. Todos los experimentos in
vivo se realizaron con ratones C57BL/6NR;j (H- -2D° ) de 6-7 semanas de edad hembras que recibieron vacunas con
DCs alogénicas tratadas (células vacuna) generadas a partir de la médula 6sea de ratones BALB/c (H- 2Dd) hembras
de 7-8 semanas de edad, como se describié anteriormente. Todos los ratones fueron obtenidos de la entidad Janvier
Labs.

Transferencia adoptiva de esplenocitos pmel-1 (especificos de gp100). Los ratones fueron inyectados s.c. con 1x1 0°
células vacuna. Se inyectaron por via intravenosa (i.v.) esplencitos pmel-1 (10x10° por ratén) 48 horas después. Los
ratones pmel-1 transgénicos tienen un fondo de C57BL/6NRj (H-2Db) y aproximadamente un 20% de sus
esplenocitos son células T Thy1.1* CD8" que portan un TCR especifico de gp10025.33. Los ratones pmel-1 fueron
obtenidos originalmente de Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) y se mantuvieron en crianza por el
presente grupo. Los nédulos linfaticos de drenaje (inguinales) fueron recolectados 7 dias después de la
transferencia de esplenocitos adoptivos de pmel-1 y fueron digeridos en forma de suspensiones de células Unicas.

Valoracion in vivo de la eficacia terapéutica en un modelo de melanoma B16 después de una inyeccion intratumoral
con aloDCs

Los ratones fueron inyectados s.c. en el lado izquierdo con 1 x 10° células tumorales B16 F10. Para el experimento
de transferencia de células T pmel-1, los ratones recibieron una inyeccion i.v. de 1 x 10° esplenocitos pmel-1 en el
dia 8 e inyecciones i.t. de 10° aloDCs en los dias 8 y 14 posteriores a la inoculacién con células tumorales B16-F10.
Los tumores fueron medidos con un calibrador y se calcul6 el tamafo del tumor mediante la férmula: Volumen =
longitud x anchura® x w/6. Los ratones fueron sacrificados cuando el volumen tumoral sobrepasé 1 cm® o si se
desarrollaron tlceras sangrantes. Las células fueron obtenidas del bazo, sangre y n6dulos linfaticos de los ratones
sacrificados en el dia 15 posterior a la inoculacién de B16-F10 y se tifieron para la expresion de los marcadores de
células T Thy1.1 y VB13 pmel-1.

Estadisticas

Los datos se expresaron como media y SEM. Se realizaron analisis estadisticos mediante el software GraphPad
prism version 6.01 (La Jolla, CA, USA). Los analisis estadisticos se realizaron usando el ensayo paramétrico One
way ANOVA (> 2 grupos experimentales) con el ensayo Holm-Sidak para la correccién de comparacion multiple y el
ensayo Mann-Whitney U (solo 2 grupos experimentales). La asociacion de células T gp100-TCR" y de carga tumoral
se evalu6 mediante un modelo de regresion lineal que contabilizaba la correlacién de Spearman. Se realizdé una
comparacion estadistica de la curva de supervivencia de Kaplan-Meier usando un ensayo de rango logaritmico. Los
valores con P < 0,05 se consider6 que eran estadisticamente significativos.

Resultados

La vacunacion de Ad5M(gp100)-aloDCs en un modelo de melanoma de ratén aumenta la proliferacion y la
persistencia de células T pmel-1 adoptivamente transferidas, retrasa el crecimiento tumoral y prolonga la
supervivencia

Se busc6d examinar si las Ad5M(gp100)-aloDCs en combinacion con la transferencia de células T adoptivas de
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esplenocitos pmel-1 tiene un efecto positivo de supervivencia en ratones que portan melanomas. Ratones
C57BL/6NR;j desprovistos de sistema inmune fueron inyectados s.c. en la pata trasera derecha con 1x10°® aloCDs o
Ad5M(gp100)-alloDCs, seguido de transferencia adoptiva intravenosa (i.v.) de 10x106 esplenocitos pmel-1 (Fig 4A).
En contraste con las COMBIG-DCs no transfectadas, las COMBIG/Ad5M(gp100)-DCs fueron capaces de estimular
la proliferacion de las células T Thy1.1+ CD8+ especificas de gp100 y sostener sus cinco dias de presencia después
de la transferencia (Fig. 4B).

Como las células T pmel-1 persisten después de la vacunacion con COMBIG/Ad5M(gp100)-DCs, se evalud
seguidamente el efecto combinatorial de la transferencia de esplenocitos pmel-1 adoptivos con una inyeccion i.t. de
COMBIG/Ad5M(gp100)-DCs (Fig. 5A) en un ajuste terapéutico. El tratamiento combinado retras6 el crecimiento
tumoral (Fig. 5B) y prolongé significativamente la supervivencia de ratones que portan tumor (Fig. 5C).

Examen

Tomado conjuntamente, el presente ejemplo demuestra que el uso de COMBIG DCs infectadas con Ad5M que
codifica el antigeno tumoral gp100 puede potenciar respuestas sistémicas de células T especificas de pg100,
suprimir el crecimiento tumoral y prolongar la supervivencia en un modelo de melanoma de ratén. El cebado eficaz
de respuestas de células T mediante un cebador/vacuna inmune requiere DCs enddgenas para absorber antigenos,
madurar y migrar a dLNs donde pueden interaccionar productivamente con células T maduras (Dieu-Nosjean MC, et
al Tertiary lymphoid structures in cancer and beyond. Trends Immunol 2014;35(11):571-80; Kleindienst P, et al
Endogenous dendritic cells are required for amplification of T cell responses induced by dendritic cell vaccines in
vivo. J Immunol 2003;170(6):2817-23), indicando asi que las COMBIG-DC que han sido infectadas con un virus
Ad5M que codifica antigenos tumorales analogas a las COMBIG DCs infectadas con un virus Ad5M no codificador
(véase el ejemplo 1) inducen una respuesta proinflamatoria que estimula la maduracién de DCs transelntes
enddgenas y un posterior cebado eficaz de células especificas del tumor.

Listado de secuencias

<110> Immunicum AB

<120> CELULAS DENDRITICAS ALOGENICAS MEJORADAS PARA USO EN EL TRATAMIENTO DE CANCER
<130> E89610011

<160> 2

<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1

<211> 11

<212> PRT

<213> Virus de inmunodeficiencia humano 1

<400> 1

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5 10

<210>2

<211> 27

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Dominio de transduccién de proteinas con conector
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<400> 2

Ala Gly Gly Gly Ala Gly Gly Gly Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln
1 5

10 15
Arg Arg Arg Gly Gly Gly Ala Gly Gly Gly Ala
20

25
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REIVINDICACIONES

1. Un método para proporcionar células dendriticas proinflamatorias, teniendo dichas células dendriticas
proinflamatorias una capacidad mejorada para activar células T alogénicas a través de la trayectoria directa de
alorreconocimiento, y siendo infectadas dichas células dendriticas con un adenovirus, en que dicho método
comprende las etapas de:

- infectar las células dendriticas proporcionadas con un adenovirus; y
- madurar las células dendriticas inmaduras proporcionadas en forma de células dendriticas proinflamatorias,

en que dicha maduracion se realiza mediante la adicion de ligando de receptor 3 de tipo Toll (TLR3) poli I:C, un
ligando TLR7/8 e interferon gamma (IFN-y) para inducir la maduraciéon de la célula dendritica inmadura, en que
dichas células dendriticas infectadas con adenovirus proinflamatorio tienen una capacidad mejorada para activar
células T alogénicas a través de la trayectoria directa de alorreconocimiento en comparacién con células dendriticas
proinflamatorias no infectadas con un adenovirus.

2. El método segun la reivindicacién 1, en el que el ligando TLR7/8 es Resiquimod.

3. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el adenovirus es un serotipo 5 de adenovirus (Ad5) con eje y/o
glébulo de fibras procedente de serotipo 35 de adenovirus (Ad35) en lugar del Ad5 con eje y/o glébulo de fibras.

4. El método segun la reivindicacion 1 o 3, en el que la proteina de hexdn en el adenovirus es modificada para que
comprenda al menos un dominio de transduccion de proteinas (PTD) del transactivador de transcripcion (TAT) del
virus de inmunodeficiencia humano (HIV).

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el adenovirus es un adenovirus con
delecién de E1.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el adenovirus no comprende ningln gen
que codifique un antigeno tumoral, por lo que la célula dendritica proinflamatoria es infectada pero no transducida.

7. El método segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el adenovirus comprende al menos un
gen que codifica un antigeno asociado al tumor o especifico del tumor, con lo que la célula dendritica infectada es
transducida para expresar el antigeno asociado o especifico al tumor.

8. El método segun la reivindicacién 7, en el que el antigeno tumoral se selecciona entre el grupo que consiste en
antigenos oncorivales, como papilomavirus humano, virus de Epstein-Barr, virus de Sarcoma de Kaposis y virus de
polioma de células de Merkel y neoantigenos derivados de mutaciones.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la maduracion y la infeccion con el
adenovirus, respectivamente, se realizan de forma simultanea.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el cual

- dicha etapa de madurar la célula dendritica inmadura en forma de la célula dendritica proinflamatoria comprende
adicionalmente la adicién de al menos una sustancia seleccionada entre el grupo que consiste en ligandos TLR2,
ligandos TLR4, ligandos TLR9, interferdn alfa (IFN-a), interleucina 1B (IL-1B) y factor alfa de necrosis tumoral (TNF-
a) para inducir la activacién, y/o

- dicha etapa de madurar la célula dendritica inmadura en forma de la célula dendritica proinflamatoria no
comprende la adicién de prostaglandina E2 (PEG2).

11. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que las células dendriticas inmaduras son
proporcionadas diferenciando monocitos en forma de células dendriticas inmaduras mediante el uso de interleucina
4 (IL-4) y factor de estimulacién de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), habiendo sido aislados los
monocitos a partir de leucocitos de sangre periférica.
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Figura 1
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Figura 2
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+ Activacion de marcadores en células T (Fig. 2B)
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Figura 3
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Figura 4
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