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DESCRIPCION
Método para preparar una célula dendritica, célula dendritica preparada mediante el mismo y uso del mismo
Campo Técnico

La presente invencién se refiere a un método para preparar una célula dendritica, a una célula dendritica preparada
mediante el mismo y a un uso del mismo y, mas especificamente, a un método para preparar una célula dendritica,
que incluye: tratar una célula dendritica en una fase de maduracion en lugar de una fase inmadura con un antigeno
unido a un péptido que tiene una permeabilidad a través de la membrana celular para preparar una célula dendritica
con capacidad de presentacién de antigeno mejorada, a una célula dendritica preparada mediante el método y a uno
de sus agentes inmunoterapéuticos, a un uso para vacunas antitumorales o a una composicion farmacéutica para el
uso en un método para tratar tumores, que contiene la misma.

Técnica Anterior

Las células dendriticas son células presentadoras de antigeno (APCs) profesionales y representan un papel importante
en la induccién inmunitaria y la regulacion inmunitaria en un cuerpo.

Las células dendriticas en un cuerpo humano son solo el 0,3% de los glébulos blancos totales, pero son células
inmunitarias capaces de activar células T virgenes que nunca han entrado en contacto con antigenos para inducir una
respuesta inmunitaria primaria e inducir una inmunidad de memoria adquirida especifica de los antigenos. La razén
por la que las células dendriticas son capaces de servir como las células presentadoras de antigeno profesionales es
que moléculas coestimulantes tales como CD80 y CD86 y moléculas de adherencia tales como ICAM-1 ademas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) I/ll se expresan altamente sobre una superficie celular, y diversas
citocinas (interferén, IL-12, IL-18, etc.) relacionadas con la activacion de células T se secretan en una gran cantidad.

Segun se describe anteriormente, puesto que las células dendriticas son capaces de inducir o regular eficazmente la
actividad de células T especifica de antigeno, se ha estudiado desde hace mucho tiempo una posibilidad en la que las
células dendriticas se usen como un agente terapéutico para el cancer o enfermedades inmunitarias intratables. Se
ha encontrado que cuando las células dendriticas se separan directamente de tejido o sangre o células dendriticas
diferenciadas de monocitos se sensibilizan con un antigeno y células dendriticas maduradas se inyectan de nuevo en
el cuerpo, esto induce un linfocito T citotéxico (CTL) especifico de antigeno profesional y, asi, se ha estudiado desde
hace mucho tiempo una posibilidad de desarrollar las células dendriticas como una vacuna para el tratamiento del
cancer o enfermedades infecciosas (Inaba, K. y cols., 3. Exp. Med., 178:479, 1993; Inaba, K. y cols., Int. Rev. Immunol.,
6:197, 1990; Hsu, F. y cols., Nature Med., 2:52, 1996).

Basandose en estos resultados de estudios iniciales, se han efectuado en todo el mundo estudios clinicos de terapia
con células dendriticas para el tratamiento del cancer, y se han presentado resultados en diversos carcinomas. Sin
embargo, los efectos clinicos con una monoterapia son menores que los esperados inicialmente.

La raz6n conocida por la que la terapia con células dendriticas no ha sido satisfactoria todavia se debe a una baja
inmunogenicidad de células tumorales y sustancias inmunosupresoras secretadas por células cancerosas. En este
caso, si las células dendriticas son capaces de inducir mas inmunidad anticancerosa profesional para vencer la baja
inmunogenicidad de las células tumorales y para inducir inmunidad anticancerosa que sea capaz de sobrepasar una
capacidad inmunosupresora de las células tumorales, los efectos terapéuticos se pueden mejorar mucho. Bajo estas
circunstancias, los presentes inventores encontraron que cuando las células dendriticas en una fase de maduracién
en lugar de una fase inmadura se sensibilizaban con un agente recombinante en el que un antigeno esta unido a un
péptido funcional que tiene una permeabilidad a través de la membrana celular tal como un péptido de transduccion
citoplasmica [CTP: Kim, D. y cols. Exp Cell Res. 312(8):1277-88, 2006], era posible preparar células dendriticas que
tuvieran una capacidad de migracion a nédulos linfaticos, una capacidad de proliferacion de células T, una capacidad
de induccion de linfocitos T citotdéxicos, etc. notablemente mejoradas, con respecto a células dendriticas
convencionales, y se confirmd que era posible proporcionar uno de sus agentes inmunoterapéuticos usando las
mismas, y una composicion farmacéutica para prevenir o tratar tumores usando las mismas, y completaron la presente
invencion.

Divulgacion
Problema Técnico
Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para preparar una célula dendritica que tenga

capacidad de induccién de linfocitos T citotéxicos mejorada y una funcion mejorada, una célula dendritica preparada
2
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mediante el método y una vacuna antitumoral o una composicion farmacéutica para el uso en un método para tratar
tumores que contiene la misma.

Solucién Técnica

A fin de alcanzar los objetivos precedentes, la presente invencion proporciona un método para preparar una célula
dendritica que comprende cultivar una célula dendritica inmadura hasta una célula dendritica madura en presencia de
un factor de maduracion, en donde la célula dendritica se sensibiliza con un antigeno unido a un péptido que tiene
permeabilidad celular después de que se complete la maduracién, en donde el antigeno se trata en de 6 a 48 horas
después de que se trate el factor de maduracién, y en donde la sensibilizacién con un antigeno se realiza menos de 8
horas.

La presente invencién también proporciona una célula dendritica preparada mediante el método.

La presente invencién también proporciona un agente inmunoterapéutico que comprende la célula dendritica.

La presente invencién también proporciona una vacuna antitumoral que comprende la célula dendritica.

La presente invencion también proporciona una composiciéon farmacéutica para el uso en un método para tratar
tumores que comprende la célula dendritica.

Descripcion de los Dibujos

Las FIGS. 1a a 1d muestran resultados como sigue.

La FIG. 1a muestra la capacidad de migracién de una célula dendritica preparada en una realizacion ejemplar de la
presente invencion al tratar un péptido que tiene permeabilidad celular con una célula dendritica inmadura desde una
fase inmadura hasta O/N (20 horas) y al tratar el mismo antigeno a las 4 horas antes de la recoleccién celular durante
un procedimiento de maduracion.

La FIG. 1b muestra los resultados de analisis de la concentracién de IL-12 en un medio de cultivo de células dendriticas
de la FIG. 1a.

La FIG. 1c muestra los resultados de andlisis de la capacidad de proliferacion de células T cuando se cocultivan las
células dendriticas de la FIG. 1a y células T autélogas.

La FIG. 1d muestra los resultados de analisis de ELISA de IFN-y en el medio de cultivo de la FIG. 1c.

Las FIGS. 2a a 2e muestran los resultados como sigue.

La FIG. 2a muestra los resultados de andlisis del nimero de linfocitos T citotoxicos (CTL) inducido con células
dendriticas preparadas en diferentes momentos de sensibilizacion con antigeno segun una realizacién ejemplar de la

presente invencién.

La FIG. 2b muestra el resultado de analisis de la concentracion de IFN-y secretado en un medio de cultivo durante la
induccion de linfocitos T citotoxicos (CTL) segun un Ejemplo (FIG. 2a).

La FIG. 2c muestra los resultados de examinar una actividad citotdxica del CTL (célula efectora) preparado en el
Ejemplo (FIG. 2a).

La FIG. 2d muestra los resultados de analisis de la concentracion de IFN-y secretado en el medio de cultivo cuando
se cocultivan el CTL (célula efectora) del Ejemplo (FIG. 2c) y células diana.

La FIG. 2e muestra los resultados de analisis de especificidad antigénica del CTL inducido en el Ejemplo (FIG. 2a),
usando un ensayo de ELISPOT de IFN-y.

La FIG. 3 muestra resultados del andlisis fenotipico de células dendriticas preparadas segun una realizacién ejemplar
de la presente invencion.

Las FIGS. 4a a 4f muestran resultados como sigue.

La FIG. 4a muestra resultados del andlisis fenotipico de células dendriticas sensibilizadas con el antigeno combinadas
con o sin CTP (péptido de transduccion citoplasmica) O/N (20 horas) o 4 horas antes de la recoleccion celular.
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La FIG. 4b muestra resultados de analisis de ELISA de IFN-y en un medio de cultivo cuando se cocultivan la célula
dendritica del Ejemplo (FIG. 4a) y una célula T autéloga.

La FIG. 4c muestra los resultados de andlisis de células CD8 positivas de CTL inducido por la célula dendritica del
Ejemplo (FIG. 4a).

La FIG. 4d muestra resultados de analisis de ELISA de IFN-y en un sobrenadante durante un procedimiento de
induccion del CLT con la célula dendritica del Ejemplo (FIG. 4a).

La FIG. 4E muestra los resultados de andlisis de la respuesta inmunitaria especifica de antigeno de células T inducida
por la célula dendritica del Ejemplo (FIG. 4a), usando ELISPOT de IFN-y.

La FIG. 4f muestra resultados de prueba obtenidos al examinar células CD8 positivas que expresan granulo (Granzyme
B) entre células T inducidas por la célula dendritica del Ejemplo (FIG. 4a), usando un método de tincién intracelular.

La FIG. 5 muestra resultados de andlisis comparativos de la capacidad de captacién de antigeno (CTP-PSA o X-PSA)
entre células dendriticas inmaduras (imDCs) y células dendriticas maduras (mDCs) usando Ag marcado con rodamina.

La FIG. 6 muestra resultados de analisis comparativos de una capacidad inmunitaria de la célula dendritica segun el
momento de tratamiento con CTP-antigeno, la FIG. 6a muestra un diagrama de un método de tratamiento con CTP-
GPC3, y la FIG. 6b muestra los resultados de analisis de IFN-y en el medio de cultivo cuando se cocultivan células
dendriticas respectivas y célula T autdloga, usando un método de ELISA.

Mejor Modo

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente tienen el mismo
significado que los conocidos generalmente por los expertos en la técnica de la que trata la presente invencion.
Generalmente, la nomenclatura usada en la presente es bien conocida y se emplea cominmente en la técnica.

Una capacidad de captacion de antigeno de células dendriticas maduras es mucho menor que la de células inmaduras
en un método convencional para preparar células dendriticas, de modo que se utiliza un método para aportar un
antigeno antes de la maduracion de las células dendriticas (Publicacién de Solicitud de Patente Coreana N° 2004-
0025690). Ademas, los tipos del antigenos que se van a aportar son ARNm, ADN, lisado de células o tejidos
cancerosos, células cancerosas que son destruidas o inducidas a la apoptosis, proteinas recombinantes y péptidos
cortos, y estos antigenos se tratan directamente sobre las células dendriticas o estos antigenos se aportan a las
células dendriticas usando métodos tales como cocultivo con las células dendriticas, electroporacion, Lipofectamine,
etc. En particular, segin la electroporacion, la eficacia de transfecciéon varia mucho dependiendo de las células
aportadas y, aunque se muestra una alta viabilidad celular después de 24 horas de cultivo mediante electroporacién,
se muestra que la relacion de recuperacion celular es baja. Un método para aportar un antigeno usando vesiculas
lipidicas tales como liposomas también muestra baja eficacia de transfeccion, inestabilidad fisicoquimica, bajas
estabilidad de emulsién y eficacia de recogida, y requiere un procedimiento para retirar disolventes, y, asi, existe un
numero de problemas en los que se complica un procedimiento de fabricacion, y el coste de fabricacion se incrementa,
etc.

Segun la presente invencion, un antigeno recombinante unido a un péptido que tiene una permeabilidad a través de
la membrana celular simplemente se trata en un medio de cultivo durante el cultivo de células dendriticas al tratar un
factor de maduracion, de modo que el antigeno pase a través de una membrana celular y permanezca en el citoplasma
sin una capacidad capturadora de antigeno de la célula dendritica, y el péptido preparado mediante proteasoma se
carga en el MHC | y, asi, es posible inducir muy eficazmente una actividad de linfocito T citotdéxico (CTL) cuando se
administre a un cuerpo. Ademas, son utilizables proteinas de longitud completa, que no tienen limitacion por el HLA a
diferencia del péptido y, asi, el método de preparacion segun la presente invencién se puede utilizar ampliamente para
preparar un agente terapéutico de células dendriticas. En vista de la funcion, es posible inducir inmunidad contra
diversos epitopos de CTL de la proteina de longitud completa en comparaciéon con células dendriticas preparadas
usando péptidos de CTL cortos convencionales y, asi, se puede esperar un fuerte efecto terapéutico.

Los presentes inventores encontraron que, cuando las células dendriticas se sensibilizan usando un antigeno unido a
un péptido que penetra en la membrana celular después de que células dendriticas inmaduras se maduren en
presencia del factor de maduracion, a diferencia del método convencional en el que las células dendriticas inmaduras
se sensibilizan con el antigeno en primer lugar y a continuacién se maduran con factores de maduracion, se mejora
una capacidad de migracion, se mejora la capacidad de secrecién de IL-12 cuando las células dendriticas se
reestimulan, se mejora la capacidad de proliferacion de células T en cocultivo con células T, se mejora la reactividad
de Th1 y se mejora la capacidad de induccién de linfocitos T citotéxicos, etc., en comparacién con las células
dendriticas convencionales obtenidas al tratar las células dendriticas inmaduras con el antigeno.

Segun estos resultados, se considera que las células dendriticas maduras se descomponen inmediatamente y
presentan el antigeno introducido en las células sin un proceso de captura de antigeno, de modo que se reduce la
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pérdida del péptido en un estado de unién de MHC-péptido, y las células se aportan directamente a la célula T, dando
como resultado una fuerte induccién de una reaccién especifica para antigeno.

El término "célula dendritica", segln se usa en la presente, se refiere a una célula presentadora de antigeno profesional
que absorbe un antigeno en una célula, y trata de que la célula presente el antigeno o un péptido derivado del antigeno,
junto con un complejo del MHC clase | o un complejo del MHC clase Il. La célula dendritica incluye células
presentadoras de antigeno tanto inmunogénicas como tolerogénicas, y se clasifica en una célula dendritica inmadura
("imDC") y una célula dendritica madura (o célula dendritica madurada: "mDC") dependiendo de la madurez.

El término "célula dendritica inmadura” usado en la presente se refiere a una célula dendritica que se encuentra en
una fase temprana de maduracién, y no expresa marcadores de la superficie celular tales como CD14 similares a la
célula dendritica madura, y expresa HLA-DR, CD86, CD80, CD83 o CD40 en un alto nivel, y expresa CDla y CCR1,
CCR2, CCR5 y CXCR1 en un nivel normal. El nivel de estos marcadores de rasgos superficiales se puede confirmar
a través de Ejemplos de la presente invencion. Se confirmaba bajo las condiciones de los Ejemplos segun la presente
invencion que la expresion de CD80 y CD83 tenia un nivel de aproximadamente 20% o menos en la célula dendritica
inmadura y, en particular, la expresion de CD83 que es un marcador de maduracién representativo era menor de 10%.
La diferenciacion de la célula dendritica inmadura se inicia al recibir una variedad de sefales, lo que conduce a una
diferenciacion completa o diferenciacién parcial dependiendo de la combinacion de sefales que se vaya a recibir. La
célula dendritica inmadura no es capaz de activar la célula T ni siquiera en contacto con la célula T debido a que se
expresa un bajo nivel de citocina inflamatoria.

El término "célula dendritica madura" usado en la presente se refiere a un célula formada mediante la maduracién de
la célula dendritica inmadura, y significa una célula en la que marcadores de la superficie celular implicados en la
actividad de células B y T, por ejemplo, MHC clase | o MHC clase Il (HLA-DR), factores de ligazén celular (CD54,
CD18, CD11), factores coestimulantes (por ejemplo, CD86, CD80, CD83 o CD40) se expresan a un nivel alto o
relativamente incrementado en comparacién con la célula dendritica inmadura. Tipicamente, la célula dendritica
madura expresa CCR7 y CXCR4 a altos niveles. Por ejemplo, cuando la célula dendritica inmadura se cultiva en
presencia de los factores de maduracién para inducir la maduracién de la célula dendritica en una realizacion ejemplar
de la presente invencion, se podria confirmar que las relaciones de expresion de CD83 y CD80 se incrementaban
notablemente. Ademas, la célula dendritica madura libera citocinas proinflamatorias e incrementa la proliferacién de
células T alogeneicas y células T singeneicas y/o incrementa la secrecion para la expresion de citocinas relacionadas
con otras respuestas inmunitarias en una reaccion linfocitica mixta.

En el método de preparacion de la presente invencion, la célula dendritica se sensibiliza con el antigeno en una forma
de un antigeno recombinante unido a un péptido que penetra en la membrana celular, en donde el tiempo de
sensibilizacién puede ser, por ejemplo, 24 horas 0 menos, para sensibilizar la célula dendritica segin la presente
invencion, preferiblemente, 12 horas o menos, y mas preferiblemente 8 horas o menos, para sensibilizar la célula
dendritica segun la presente invencién. El tiempo de sensibilizacion del antigeno se puede controlar mediante los tipos
de antigeno y un grado de maduracion de la célula dendritica inmadura. Un tiempo de sensibilizacién minimo del
antigeno es preferiblemente, por ejemplo, 1 hora o0 mas, o 3 horas 0 mas. Sin embargo, el tiempo de sensibilizacién
minimo se puede controlar mediante un método para cultivar células dendriticas sensibilizadas con antigeno, tal como
el tamano, la especie del antigeno y el nimero de células sensibilizadas.

Un instante en el que se trata el antigeno no esta particularmente limitado con la condicion de que sea en un
procedimiento en el que la célula dendritica inmadura se cultive y se madure, o antes de que las células dendriticas
maduras se recojan o recolecten después de que se complete la maduracion, pero, por ejemplo, puede ser de 1 a 48
horas, de 2 a 48 horas, de 6 a 48 horas, de 12 a 48 horas, de 1 a 40 horas, de 2 a 40 horas, de 6 a 40 horas, de 1
hora a 24 horas, de 2 a 24 horas, de 6 a 24 horas o de 12 a 24 horas después de que se trate el factor de maduracion.

Cuando el antigeno se trata después de la maduracién dentro del intervalo de tiempo descrito anteriormente, es posible
obtener un efecto de potenciacion de inmunidad de Th1 especifica para antigeno y una capacidad de induccién de
CTL. Sin embargo, cuando el instante en el que se trata el antigeno esta mas alla del intervalo de tiempo descrito
anteriormente, puede existir el problema de que las funciones de la célula dendritica se agoten mas alla de la fase de
maduracion.

Ademas, el tiempo de cultivo para inducir la maduracién de la célula inmadura segin se describe anteriormente se
puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo, y el instante en el que se trata el antigeno se puede determinar
basandose en el marcador de la superficie celular tal como CD80, CD83 o CD40 del que se incrementa una cantidad
de expresion durante la maduracion de la célula dendritica. Por ejemplo, la célula dendritica puede mostrar un nivel
de expresion incrementado de CD80, CD83 y CD40 de aproximadamente 50% o mas, y preferiblemente
aproximadamente 60% o mas de incremento en comparacion con el de la célula dendritica inmadura (FIG. 3). Si es
posible alcanzar un nivel de maduracién, el tiempo de cultivo no esta limitado con las susodichas condiciones.

En un ejemplo, el péptido que tiene una permeabilidad a través de la membrana celular puede ser al menos un dominio
de transporte proteinico seleccionado del grupo que consiste en CTP (péptido de transduccion citoplasmica), HP4,
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Hph-1, Mph-1, Sim-2, Tat, VP22, Antp (Antennapedia), Pep-1 (péptido), PTD-5, R9 (arginina) y péptido que incluye el
dominio 7R. Segun esto, al unir el péptido que permanece en el citoplasma mientras que tiene la excelente
permeabilidad a través de la membrana celular al antigeno, es posible preparar una vacuna de células dendriticas
profesionales que tenga una capacidad de induccién de linfocitos T citotéxicos mejorada.

Entre los péptidos anteriores, el péptido de transduccion citoplasmica exhibe un fenédmeno de permeacién a través de
la membrana celular incluso después de un tratamiento con enzimas proteoliticas (por ejemplo, tripsina, quimotripsina
y subtilisina) después de que haya transcurrido un tiempo adecuado requerido para la permeacion a través de la
membrana celular, de modo que el péptido sea capaz de penetrar a través de membranas celulares sin ser afectado
por el tratamiento de las enzimas proteoliticas.

Por ejemplo, el péptido de transduccién citoplasmica puede ser un péptido que incluye una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1 a 14, preferiblemente, un péptido que incluye una secuencia
de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1 a 6,8 a 10y 13 a 14, y, mas preferiblemente,
un péptido que incluye una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NOs: 1 a2y
13 a 14.

La unién del péptido al antigeno se puede alcanzar con la condicién de que sea un tipo de unién intermolecular
conocido en la técnica, pero, por ejemplo, el péptido se une al antigeno a través de un enlace covalente del péptido y
el antigeno, o una forma de conjugacion del péptido y el antigeno usando un conector especifico.

El antigeno unido covalentemente al péptido de transduccion citoplasmica puede estar unido a un extremo N o un
extremo C del péptido de transduccién citoplasmica. El método del enlace covalente se puede realizar mediante un
método conocido en la técnica dependiendo de los tipos de antigeno. Por ejemplo, se realiza al clonar un gen que
codifica proteina de péptido de transduccion citoplasmica y expresar el gen en una célula. Ademas, se puede usar un
conector que no interfiera con la transportabilidad del péptido de transduccion citoplasmica y la persistencia
citoplasmica y una actividad de moléculas biolégicamente activas. El conector puede ser, por ejemplo, yodoacetato
de N-succinimidilo, éster de N-maleimidobutiriloxisuccinamida, 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno, disdiazobencidina, 3,3-
ditio-bis-(propionato de sulfosuccinimidilo), bis(sulfosuccinimidilsuccinato) de etilenglicol, diciclohexilcarbodiimida, etc.,
pero no esta limitado a estos. Por otra parte, cuando la actividad se exhibe solamente cuando el antigeno se
descompone del péptido de transduccioén citoplasmica, se usa el conector que sea capaz de escindirse in vivo. Por
ejemplo, se puede usar un agente de unidén que tenga éster de acido carboxilico y/o que tenga un enlace disulfuro.

Cuando la célula dendritica madura se trata con el antigeno al que esta unido el péptido que penetra en la membrana
plasmatica, por ejemplo, el péptido de transduccion citoplasmica, se podria confirmar que la permeabilidad en las
células se mejora notablemente, la eficacia de captacion del antigeno se incrementa y la capacidad de migracién de
la célula dendritica, la produccion de IL-12, la proliferaciéon de células T y la producciéon de IFN-y se incrementan
notablemente en comparacion con un grupo de control al que no esta unido el péptido que penetra en la membrana
plasmatica. Estos resultados son opuestos a resultados convencionales en los que la sensibilizacién con antigeno de
la célula dendritica se debe realizar antes de la maduracion, que fueron demostrados en primer lugar por la presente
invencion.

Los factores de maduracion que se tratan durante el cultivo para la maduracién de la célula dendritica inmadura pueden
ser, segun una realizacion de la presente invencion, al menos uno seleccionado del grupo que consiste en interleucina-
1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), prostaglandina E2
(PGE2), poli-IC, y una combinacién de dos o mas de los mismos, pero no se limita a los mismo. El factor de maduracion
se puede tratar conjuntamente o en momentos diferentes, por ejemplo, a intervalos de 10 minutos a 24 horas,
preferiblemente a intervalos de 8 horas a 24 horas, y mas preferiblemente a intervalos de 15 a 22 horas. En un ejemplo,
el OK-432 se trat6 en momentos diferentes con diferentes factores de maduracion, y la diferencia del momento es
para prevenir la sensibilizacién del OK-432 con el antigeno para inducir una respuesta inmunitaria inespecifica.
Ademas de este propdsito, el punto temporal para el tratamiento entre los factores de maduracién se puede controlar
para inducir una maduracién de células dendriticas eficaz.

En algunos casos, un medio usado para inducir la diferenciacion de células precursoras de células dendriticas en
células dendriticas inmaduras puede ser un medio general usado para cultivar células animales, por ejemplo, un medio
libre de suero asi como un medio que contiene suero. Por ejemplo, el medio contiene suero (por ejemplo, suero bovino
fetal, suero equino y suero humano). El medio utilizable en la presente invencion incluye, por ejemplo, la serie RPMI
(por ejemplo, RPMI 1640), MEM de Eagle (medio esencial minimo de Eagle, Eagle, H. Science 130:432(1959)), a-
MEM, MEM de Iscove, medio 199, CMRL 1066, RPMI 1640, F12, DMEM (Modificacion de Dulbecco del medio de
Eagle, Dulbecco), una mezcla de DMEM y F12, MB753/1 de Way-mouth, 5A de McCoy y la serie MCDB, pero no se
limita a los mismos. Ademas, como el medio libre de suero, se puede usar la serie X-VIVO (X-VIVO15, X-VIVO10,
etc.) y CellGro, etc.. El medio puede contener otros componentes, por ejemplo, un antioxidante (por ejemplo, B-
mercaptoetanol).
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En algunos casos, cuando se cultiva la célula dendritica inmadura en el método de preparacion de la presente
invencion, también se puede tratar un inhibidor de mTOR ademas de los factores de maduracion.

Los presentes inventores encontraron que en la célula dendritica madura preparada mediante el tratamiento adicional
del inhibidor de mTOR, se podria incrementar la expresion de las citocinas IL-12 y IFN-y, se podria incrementar una
capacidad de induccién de la inmunidad en modelos de prevencién del cancer y se podria ejercer un excelente efecto
anticanceroso en modelos de tratamiento del cancer.

El inhibidor de mTOR puede incluir cualquier tipo de inhibidor que se una directamente a mTORC para la inhibicion o
actue para la inhibicion competitiva con ATP en un centro de descomposicion del mTORC, segun una realizacion de
la presente invencion, puede ser uno seleccionado del grupo que consiste en rapamicina, sirolimus, everolimus,
temsirolimus, ridaforolimus, NVP-BEZ235, SF-1126, XL-765, PKI-587, PF-04691502, PKI-402, OSI-027, AZD-8055,
PP-242, PP-30, torina-1, WYE-125132, WAY-600, WYE-687, WYE-354, KU-0063794 y Palomid-529, pero no se limita
a los mismos.

Entre ellos , los presentes inventores confirmaron que la célula dendritica madurada tratada con rapamicina podria
incrementar la expresion de IL-12, mejorar la respuesta inmunitaria de Th1 implicada en IFN-y, incrementar linfocitos
T citotéxicos y células destructoras naturales y mejorar sus actividades.

El inhibidor de mTOR se puede tratar a una concentracién suficiente para obtener la célula dendritica madura que
tiene una capacidad de induccién y una funcion mejoradas del linfocito T citotéxico deseado, pero, segun una
realizacién, una concentracion del inhibidor de mTOR puede ser de 1 a 500 ng/ml, y preferiblemente de 1 a 450 ng/ml.
Entre los inhibidores de mTOR, la rapamicina se trata preferiblemente a una concentracion de 1 a 10 ng/ml. Dentro
del intervalo de concentracién descrito anteriormente, es posible incrementar la expresién de IL-12 e IFN-y,
incrementar la proliferacion y la actividad de linfocitos T citotdxicos. Sin embargo, cuando la concentracion supera 10
ng/ml, la proliferacion de células T tiende a decrecer.

Segun el método de preparacion de la presente invencion, es posible preparar la célula dendritica que tiene una
permeabilidad celular notablemente mejorada, una capacidad de induccion de linfocitos T citotdxicos mejorada y una
capacidad de secrecién incrementada de diversas citocinas tales como IFN-y, IL-12, etc. Por encima de todo, la célula
dendritica preparada segun el método de preparacion induce fuertemente la muerte de células cancerosas especificas
de antigeno (véase la FIG. 2).

Basandose en estos resultados, se confirmd que se podria mejorar la capacidad de induccion de inmunidad, y se
podria exhibir un excelente efecto anticanceroso basado en esto, y, por lo tanto, la presente invencion proporciona la
célula dendritica preparada mediante el método de preparacion, y un agente inmunoterapéutico que incluye la misma,
y una vacuna antitumoral, o una composicién farmacéutica para el uso en un método para tratar tumores.

Segun la presente invenciéon, una célula dendritica se prepara mediante el método de preparacion descrito
anteriormente. La célula dendritica puede exhibir las siguientes caracteristicas:

(i) incremento en la capacidad de migracion sensible a quimocinas;
(i) incremento en la capacidad de secrecion de IL-12 cuando se reestimula la célula dendritica;

(iii) incremento en la capacidad de secrecion de IFN-y de la célula T tras la estimulacion de la célula T con la célula
dendritica;

(iv) incremento en la citotoxicidad de la célula T tras la estimulacion de la célula T con la célula dendritica;
(v) incremento en el linfocito T citotdéxico cuando se induce el linfocito T citotdéxico con la célula dendritica; o
(vi) incremento en la célula T funcional especifica de antigeno cuando se cocultiva con la célula dendritica.

Basandose en estas caracteristicas, la presente invencion se refiere a un agente inmunoterapéutico que comprende
la célula dendritica. El agente inmunoterapéutico puede incrementar una respuesta inmunitaria o se puede incrementar
selectivamente una parte de la respuesta inmunitaria deseable para el tratamiento o la prevencion de enfermedades,
una infeccién o trastornos especificos.

Basandose en esto, la presente invencién se refiere a una vacuna antitumoral, o una composicion farmacéutica para
el uso en un método para tratar tumores que comprende la célula dendritica.
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Basandose en el hecho de que la célula dendritica tiene inmunogenicidad cuando un tumor tiene antigenos potenciales
ricos y los antigenos son presentados por la célula dendritica, la célula dendritica segun la presente invencion es
utilizable como las vacunas antitumorales para prevenir tumores o agentes terapéuticos para tumores. La célula
dendritica segun la presente invencion puede incrementar la inmunogenicidad de un objetivo, previniendo o
suprimiendo de ese modo la proliferacion y/o la metastasis tumoral en el objetivo.

El antigeno utilizable en las vacunas antitumorales puede ser, por ejemplo, antigeno de cancer hepatico o antigeno
especifico de cancer de prostata, pero no se limita a los mismos. El antigeno especifico de cancer hepético puede ser,
por ejemplo, AFP (alfa-fetoproteina), GPC-3 (glipicano-3), MAGE-1 (antigeno 1 asociado a melanoma) y el antigeno
especifico de cancer de prostata puede ser PCA (antigeno de cancer de prostata), PAP (fosfatasa acida prostatica) o
PSA (antigeno especifico de la prostata), pero no se limita a los mismos.

El antigeno de las vacunas que incluyen la célula dendritica utilizable en la presente invencion es la totalidad de los
antigenos capaces de unirse a un péptido que penetra en la membrana plasmatica, y pueden incluir células tumorales
inactivadas, genes asociados a células tumorales, péptidos o proteinas producidos por un método recombinante
génico. Cuando se intenta obtener el antigeno mediante el método recombinante génico, una secuencia nucleotidica
que codifica el antigeno puede ser conocida en la técnica, o se puede usar una longitud completa de la secuencia
conocida o una parte de la longitud completa de la secuencia conocida. La secuencia nucleotidica que codifica el
antigeno se puede clonar en un vector de modo que se exprese el antigeno deseado.

La vacuna antitumoral puede incluir tanto un método de inmunizacién realizado mediante una sola administracion
como un método de inmunizacién realizado mediante una administracién continua.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable contenido en la composicion farmacéutica de la presente invencién, que se
usa generalmente en la preparacion, incluye lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidén, goma arabiga,
fosfato célcico, alginato, gelatina, silicato calcico, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe,
metilcelulosa, hidroxibenzoato de metilo, hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato magnésico y aceite mineral, pero
la presente invencién no se limita a los mismos. La composicién farmacéutica de la presente invencién puede contener
ademas un lubricante, un agente humectante, un agente edulcorante, un odorizante, un emulsionante, una suspension,
un conservante, y similares, ademas de los componentes anteriores. Vehiculos y formulaciones farmacéuticamente
aceptables que son adecuados se describen con detalle en Remington's Pharmaceutical Sciences (192 ed., 1995).

Una dosificacién apropiada de la composicién farmacéutica de la presente invencion se puede prescribir de forma
variada dependiendo de factores tales como un método de formulacion, un modo de administracion, la edad, el peso
corporal, el sexo, el momento de administracion y la via de administracién del paciente. Sin embargo, no se ha
presentado toxicidad grave (Grado: 3 o mas) dependiendo de la dosificacion vy, asi, la dosificacion se determina en
gran parte dependiendo del método de preparacion y el rendimiento. Ahora bien, la dosificacién subcutanea de la
composicidn farmacéutica de la presente invencion es preferiblemente de 0,1 x 107 a 10 x 107 células.

La composicién farmacéutica de la presente invencion se prepara en una sola forma de dosificacion usando un
excipiente farmacéuticamente aceptable segin un método que pueda ser realizado facilmente por una persona que
tenga una experiencia normal en la técnica de la que trata la presente invencion. En la presente, la formulacion puede
estar en una forma de suspension en un medio de congelacion celular, o una forma de suspensién en una solucién
tamponadora, y adicionalmente puede contener un estabilizante. La célula dendritica segin un ejemplo se puede
congelar después de la sensibilizacién con antigeno, y descongelar para ser usada si es necesario. La estabilidad de
la célula dendritica se evalud durante de 3 a 9 meses, y se confirmé que la funcién y la estabilidad de la célula
dendritica no se cambiaban significativamente por el almacenamiento con congelacion.

La composicién farmacéutica de la presente invencion para el uso en un método para tratar tumores se administra
parenteralmente, y se puede administrar mediante inyeccién intravenosa, inyeccién subcutanea, inyeccién
intraperitoneal, administracion transdérmica, etc.

Posteriormente, la presente invencién se describird con mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos.
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Ejemplo 1: Preparacion de una célula dendritica autologa (Ag-BH4h) (PBMC—imDC)

(1) Diferenciacion de una célula dendritica inmadura (imDC) a partir de una célula mononuclear de sangre periférica
(PBMC) (es decir, PBMC — imDC)

Con respecto a las células mononucleares sanguineas de individuos sanos, se recogieron células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de las que se retiraban reticulocito, granulocito, plaqueta, plasma, etc. al realizar una
centrifugacién con gradiente de densidad usando Ficoll-Paque Plus (clase libre de endotoxinas) a temperatura
ambiente.

Las células mononucleares de sangre periférica se recogieron y se centrifugaron para recolectar las células, y las
células se suspendieron en medio RPMI1640 que contenia plasma autélogo en una cierta concentracion, y se
cultivaron en una incubadora celular. Cuando se usaban PBMCs congeladas, las PBMCs se descongelaban y se
lavaban con HBSS o medio libre de suero.

Los monocitos se separaron de las células mononucleares de sangre periférica usando la adherencia plastica a un
articulo de plastico, que es un material comdn de una incubadora de células animales. Puesto que los monocitos
tienen alta adherencia plastica a un articulo de plastico que es el material del fondo de una incubadora celular, las
células mononucleares de sangre periférica suspendidas en un medio se cultivaron a 37°C, y las células no adherentes
se retiraron junto con el medio, obteniendo de ese modo células adherentes como una fraccién en la que las células
mononucleares del paciente se ajustaban selectivamente hasta 80% o mas de los nimeros de células sanguineas
totales.

Un medio de diferenciacién de células dendriticas que inducia la diferenciacién de células dendriticas de los monocitos
era medio RPMI1640 al que se afiadian mezcla de citocinas (interleucina-4: IL-4 que es proteina recombinante humana
expresada en E. coli, JW CreaGene, concentracion final: 300 ng/ml o menos) y GM-CSF (JW CreaGene, concentracién
final: 100 ng/ml 0 menos).

(2) Célula dendritica inmadura

Después de tres dias desde el inicio del cultivo, las células que flotaban desde el fondo se recogieron y se contaron,
y cada parte alicuota se transfirié a un recipiente de cultivo y se preparé para la maduracién. Se recogieron algunas
células y el nivel de expresion de diversos marcadores expresados sobre las superficies celulares [HLA-DR (BD, N°
Cat. 555812), HLA-ABC BD, N? Cat. 555552], CD40 (BD, N° Cat. 555588), CD80 (BD, N° Cat. 557227), CD86 (BD, N®
Cat. 555657) y CD83 (BD, N° Cat. 556855)] se analizé mediante citometria de flujo (FACS).

(3) Induccién de la maduracion de una célula dendritica inmadura (imDC — mDC)

Se indujo la maduracién de la célula dendritica inmadura anterior de (2). Esto es, se afadieron TNF-a (factor de
necrosis tumoral-a; Peprotech n® 300-01A, 10 ng/ml), IL-1B (interleucina-1B; Peprotech n? 200-01B, 10 ng/ml), IL-6
(interleucina-6; Peprotech n® 200-06, 10 ng/ml), PGE: (prostaglandina E2; Sigma n® P0409, 1 pg/ml) en una
concentracién predeterminada para la induccion de la maduracion de la célula dendritica. EI medio también contenia
IFN-y (LG life science, concentracion final: de 30 a 1000 U/ml) y poli IC (Sigma n® P0913, concentracion final: 10 pug/ml)
conocido como un material de sefializacion de TLR (receptor de tipo Toll) como un factor de maduracién y activacion
de células dendriticas, y como un factor inductor de inmunidad mediada celularmente, cada uno a una concentracién
predeterminada. Ademas, se afadié al medio rapamicina (Santa Cruz n® SC-3504), que es un inhibidor de mTOR, en
una concentracion de 5-10 ng/ml.

En presencia de los factores de maduracion descritos anteriormente, las células dendriticas inmaduras se cultivaron
durante de 12 horas a 48 horas, y a continuacién se trataron con picibanil (OK-432) (farmaco, Picibanil, JW
Pharmaceutical Corporation, concentracion final: 1-2 ug/ml) y un antigeno especifico de cancer (CTP-GPC-333-559; de
5 a 10 pg/ml, JW CreaGene) para la respuesta inmunitaria especifica de cancer en cada recipiente de cultivo, cada
uno en una concentracion predeterminada, y se cultivaron durante de 3 a 7 horas. Las células flotantes se recogieron
como un agente terapéutico final, se lavaron dos veces y se suspendieron en un estabilizador de congelacion celular
(albumina sérica humana o plasma humano que contiene DMSO) para completar una solucién madre.

Ejemplo Comparativo 1: Preparacion de una célula dendritica autdloga (Ag-O/N)

Se prepararon células dendriticas del mismo modo que en el Ejemplo 1, excepto por tratar simultaneamente las células
dendriticas inmaduras con el factor de maduracion y antigeno, y el instante en el que se trata el antigeno.
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Ejemplo de Prueba 1: Comparacion de la actividad biologica y la actividad inmunolégica de la célula dendritica
autdloga CreaVax-HCC

Se midieron la capacidad de migracion y la cantidad de IL-12 secretada en el medio de cultivo entre células dendriticas
respectivas después del procedimiento de maduracion cuando se preparan las células dendriticas del Ejemplo 1 (Ag-
BH4h; la sensibilizacién con antigeno se realiz6 4 horas antes de la recoleccién celular que era la ultima fase del
procedimiento de maduracion) y el Ejemplo Comparativo 1 (Ag-O/N; la sensibilizacion con antigeno se realizd junto
con el tratamiento del factor de maduracion en la fase inmadura), y se muestran en las FIGS. 1ay 1b, respectivamente,
y se midieron la proliferacién de células T y el IFN-y cuando se cocultivaban células T aisladas de células de sangre
periférica y las células dendriticas del Ejemplo 1 y el Ejemplo Comparativo 1, y se muestran en las FIGS. 1c y 1d,
respectivamente. Aqui, el antigeno era GPC-3 (SEQ ID NO: 15).

Segun la FIG. 1a, se podia confirmar que la capacidad de migracion de la célula dendritica del Ejemplo 1 era
aproximadamente 1,5 veces mayor que la del Ejemplo Comparativo 1.

Especificamente, se preparé MIP-38 (R&D systems, N°® Cat. 361-MI-025) en medio RPMI 1640 que contenia 10% de
FBS a fin de que tuviera una concentracion final de 50 ng/ml, y se afadieron 0,6 ml del material de reaccién anterior
a una camara inferior de un Transwell (Coning, N? Cat. 3422) que tenia un tamano de poro de 8,0 um, y se pusieron
5 x 10* células dendriticas maduradas en una camara supetior y se hicieron reaccionar a 37°C durante 120 minutos.
A continuacion, las células dendriticas migradas a la camara inferior mediante MIP-3 se contaron y el porcentaje de
las células migradas se calculd a partir del nimero de células cargadas inicialmente. Como un grupo de control
negativo, se us6 un medio que no se trataba con MIP-38, y el método restante se realizé del mismo modo que
anteriormente.

Ademas, a fin de medir las cantidades de IL-12 y IL-10, IL-12 y IL-10 se analizaron mediante ELISA en el medio de
cultivo en el que se secretaban las células dendriticas durante el tratamiento con antigeno y la maduracién. Se realizé
un método experimental segin el manual (IL-12; BD, N Cat. 555183, IL-10; BD N° Cat. 555157) del proveedor del
estuche de ELISA. Los resultados del experimento se mostraban en la FIG. 1b.

Segun la FIG. 1b, se podia confirmar que la cantidad de IL-12 secretada en el medio de cultivo reestimulado de la
célula dendritica segun el Ejemplo 1 era aproximadamente 20% superior que la del Ejemplo Comparativo 1. Esto
sugiere que la célula dendritica induce mas eficazmente una respuesta inmunitaria de Th1 tras la reaccion con células

Ademas, a fin de medir la proliferacion de células T, las células T se aislaron de las células mononucleares periféricas
congeladas usando un estuche de aislamiento de células T de platillo virgen (MACS, N Cat. 130-097-095). Después
de descongelar las células dendriticas, las DCs se mezclaron con CFSE (éster succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina, Molecular Probes, N° Cat. MOP-C-1157) - células T marcadas en una relaciéon de 1 : 10 y cultivo
durante 5 dias. Para la tincion con CFSE, las células T se suspendieron a una concentracion de 1 x 108/ml, y el CFSE
se afadié hasta una concentracion final de 10 uM, y las células se hicieron reaccionar en tampé6n de HSA al 0,1%/PBS
a 37°C durante 15 minutos. Las células se lavaron dos veces con medio RPMI 1640 y 1 x 10% células Ty 1 x 10*
células dendriticas maduras sensibilizadas con antigeno se triplicaron en placas de 96 pocillos y se cultivaron durante
5 dias. Después de cultivar, las células se recogieron y se sometieron a andlisis por FACS, y las células proliferadas
se analizaron mediante la fraccion CFSE'*™. Sus resultados experimentales se mostraban en la FIG. 1c.

Segun la FIG. 1c, se podria confirmar que la proliferacién de células T de la célula dendritica segin el Ejemplo 1 era
aproximadamente 24% superior que la de la célula dendritica preparada en el Ejemplo Comparativo 1.

Las células T autdlogas y la célula dendritica se cultivaron durante 5 dias, y el IFN-y en el sobrenadante de cultivo se
analiz6 mediante ELISA (BD N® Cat. 555142). Sus resultados se mostraban en la FIG. 1d.

Segun la FIG. 1d, se podria confirmar que una cantidad de secrecién de IFN-y en el medio de cultivo en el que la
célula dendritica segun el Ejemplo 1 se cultivaba junto con la célula T era aproximadamente 2 veces mayor que el del
medio de cultivo en el que la célula dendritica preparada en el Ejemplo Comparativo 1 se cultivaba junto con la célula
T.

Ejemplo de Prueba 2: Prueba de Actividad de Linfocito T citotoxico (CTL) inducido por célula dendritica
autologa

Los linfocitos T citotoxicos (CTL) fueron inducidos mediante la reaccion mixta de una célula T aut6loga (aislada de
PBMCs) y células dendriticas del Ejemplo 1 (Ag-BH4h) y el Ejemplo Comparativo 1 (Ag-O/N). Aqui, el antigeno era
GPC-3. Las células T se aislaron de células de sangre periférica del mismo ser humano usado para la preparacién de
células dendriticas usando un estuche de aislamiento de células T virgenes (MACS, N® Cat. 130-097-095). Las células
dendriticas maduradas y las células T aisladas se mezclaron en una relacion de 1:10 (4 X 105 : 4 X 108) y se cultivaron
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durante de 6 a 7 dias. Las células T estimuladas primariamente se recogieron y se reestimularon a la misma relacion
(1 : 10) que las células dendriticas sensibilizadas con antigeno. El medio de cultivo (RPMI1640 + 10% de suero AB)
se complement6 o intercambié con medio reciente cada 2 a 3 dias para proporcionar un ambiente de cultivo adecuado.
En la primera estimulacion, se afadié IL-7 (Peprotech, N® Cat. 200-07) en una concentracion de 5 ng/ml. A partir de
la segunda estimulacion, la IL-7 se traté a la misma concentracion de 2 a 3 dias después del cultivo y, a continuacion,
la IL-2 (Proleukin, Novartis) se tratdé a una concentracién de 50 U/ml. Con respecto a los CTLs inducidos al estimular
las células T de dos a tres veces con las células dendriticas sensibilizadas con antigeno, se confirmé el nimero de
células CTL (FIG. 2a) y se analiz6 la prueba de actividad del CTL (citotoxicidad, FIG. 2b). Esto es, cuando se
cocultivaba la célula T y la célula dendritica durante la induccién de CTL, al dia siguiente de la estimulacion, se midié
la cantidad de secrecion de IFN-y tomando una parte del sobrenadante usando un método de ELISA. Sus resultados
se mostraban en la FIG. 2b.

Como célula diana de citotoxicidad, se usa una linea celular Hep G2 que se ajustaba al tipo de HLA y que expresaba
antigeno (GPC3). Las células diana y las células efectoras (CTL) se mezclarona1:0,1:1,1:5,1:1001:20,y se
cultivaron durante de 20 a 24 horas, y el medio de cultivo se recogié y se congel6 para medir IFN-y, y las placas se
fijaron con formalina al 10% durante 1 hora. A continuacién, se afadieron a cada pocillo 200 pl de violeta cristal al
0,4% y se tifleron durante 30 minutos. A continuacion, las placas se lavaron tres veces y se secaron a temperatura
ambiente. Después de secar, se afadieron a las mismas 100 pl de metanol al 80%, seguido por reaccién durante 20
minutos. La absorbancia se midié a 570 nm para confirmar la citotoxicidad (FIG. 2c). Ademas, las células diana y las
célula efectoras (CTL) se mezclarona 1:0,5,1:1,1:5y se cultivaron durante de 20 a 24 horas. A continuacion, la
cantidad de secrecion de IFN-y se midié6 mediante ELISA usando el sobrenadante de cultivo (FIG. 2d).

Segun las FIGS. 2a a 2d, se podria confirmar que el nimero de linfocitos T citotéxicos inducidos por la célula dendritica
segun el Ejemplo 1 era dos veces 0o mas superior que el niumero de linfocitos T citotoxicos inducidos por la célula
dendritica segun el Ejemplo Comparativo 1, y la cantidad de secrecion de IFN-y en el medio de cultivo del Ejemplo 1
era dos veces o0 superior, y la citotoxicidad era 1,5 veces o superior, y la cantidad de secrecién de IFN-y en el medio
de cultivo se incrementaba notablemente en el medio de cultivo en comparacion con la del Ejemplo Comparativo 1.

Ademas, a fin de confirmar la respuesta inmunitaria especifica de antigeno del antigeno GPC-3 con respecto a las
células T activas inducidas por cada célula dendritica, la especificidad antigénica del CTL inducido por las células
dendriticas del Ejemplo 1 (Ag-BH4h) y el Ejemplo Comparativo 1 (Ag-O/N) se analizé mediante ELISPOT de IFN-y
(BD, N® Cat. 551849). Especificamente, a fin de confirmar la especificidad antigénica, se prepararon dos tipos de
células dendriticas tratadas sin o con el antigeno. Aqui, se prepard una célula dendritica que no esta tratada con
Picibanil (OK-432) para disminuir la reaccién inespecifica. Se cultivaron 1 x 104 de células T activas inducidas y 3x10°
de células dendriticas en una relacion 3 : 1 durante de 18 a 24 horas en una incubadora de cultivo celular, y se realizé
andlisis de ELISPOT segun un método presentado en el estuche. El nimero de puntos medido en el momento de la
reaccion con la célula dendritica no tratada con el antigeno en el analisis se sustrajo, y sus resultados se muestran en
la FIG. 2e.

Segun la FIG. 2e, se podria confirmar que la especificidad antigénica de las células T activas inducidas por la célula
dendritica segun el Ejemplo 1 se incrementaba en 30% o0 mas.

Ejemplo de Prueba 3: Fenotipo de la superficie celular de una célula dendritica autéloga

A fin de realizar un analisis fenotipico de la célula dendritica inmadura y las células dendriticas del Ejemplo 1 (Ag-
BH4h) y el Ejemplo Comparativo 1 (Ag-O/N), las células dendriticas se suspendieron en tampén de FACS (PBS +
azida sadica al 0,1% + FBS al 1%) y se prepararon en de 3 a 5 x 10* células por tubo de FACS. Aqui, el antigeno era
GPC-3. A continuacién, se anadieron 3 pl de anticuerpos de FACS con respecto a HLA-DR, HLA-ABC, CD80, CD86,
CD40, CD83 [HLA-DR (BD, N® Cat. 555812), HLA-ABC BD, N® Cat.555552], CD40 (BD, N° Cat. 555588), CD80 (BD,
N¢ Cat. 557227), CD86 (BD, N° Cat. 555657), y CD83 (BD, N¢ Cat. 556855)] y se hicieron reaccionar a 4°C durante
20 minutos. Después de la reaccion, las células se lavaron con tampén de FACS, y se realizé el andlisis fenotipico
celular. Se confirmaba la expresion sobre los HLA-DR, HLA-ABC, CD80, CD86, CD40 y CD83 que son fenotipos de
las células dendriticas maduradas. Sus resultados se mostraban en la FIG. 3 y la Tabla 1 posteriormente.

En referencia a la FIG. 3, se podria confirmar que la expresion de CD80 y CD83 era baja en la célula dendritica
inmadura. Ahora bien, la expresion de CD80/CD83 se incrementaba significativamente en la célula dendritica que se
maduraba al tratar la célula dendritica inmadura con el factor de maduracién como en el Ejemplo 1 y el Ejemplo
Comparativo 1 en comparacion con la de la célula dendritica inmadura, y un nivel de maduracién no cambiaba
significativamente por la diferencia del tiempo de sensibilizacién con antigeno.
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[Tabla 1]
Células positivas (%), MediatDE
HLA-DR CD86 HLA-ABC CD80 CD83 CD40

imDC | 81,011, 4 85,3114, 2 98,4+2,8 12,946,3 4,6+2,9 83,516, 6
BH4h 97,4122 98,9+1,1 99,4+1,0 97,1+2 1 77,8+14, 1 98,124
mDC 98,3+1,2 98,9+1,0 99,5+0,5 97,4+1,6 89,6+7,2 97,6+1,7

Ejemplo de Prueba 4: Evaluacion funcional de una célula dendritica dependiendo de la presencia o ausencia
de CTP

Los CTLs fueron inducidos segun los métodos del Ejemplo de Prueba 1, el Ejemplo de Prueba 2 y el Ejemplo de
Prueba 3, y se realizé una evaluacion funcional dependiendo de la presencia o ausencia del CTP. El antigeno con el
CTP se indicé con CTP-Ag y el antigeno sin el CTP se indic6 con X-Ag. Aqui, el antigeno era GPC-3. Los resultados
obtenidos al confirmar el fenotipo de la célula dendritica se mostraban en la FIG. 4a. Las células T autdlogas y las
células dendriticas segun el Ejemplo 1 o el Ejemplo Comparativo 1 se cocultivaron durante 5 dias, y el IFN-y en el
medio de cultivo se analizd mediante ELISA, y sus resultados se mostraban en la FIG. 4b. Los CTLs fueron inducidos
y las células CD8 positivas se analizaron y se muestran en la FIG. 4c, y el IFN-y en el sobrenadante se midié mediante
ELISA, y se muestran en la FIG. 4d. La respuesta inmunitaria especifica de antigeno con respecto a las células T
activas inducidas por cada célula dendritica sensibilizada con el antigeno GPC-3 se analizé mediante ELISPOT de
IFN-y, y sus resultados se mostraban en la FIG. 4e.

Segun las FIGS. 4a a 4e, cuando se compara un caso en el que la célula dendritica se trata con el factor de maduracién
y, a continuacién, se sensibiliza con el antigeno unido al péptido que penetra en la membrana plasmatica 4 horas
antes de la recoleccién celular y un caso en el que la célula dendritica se trata con el factor de maduracién y, a
continuacion, se sensibiliza con el antigeno al que no esta unido el péptido que penetra en la membrana plasmatica,
no habia un cambio significativo en el fenotipo de las dos células dendriticas (FIG. 4a). Sin embargo, cuando se
cocultivaba con células T, la cantidad de IFN-y se incrementaba 5 veces o mas (FIG. 4b), el nimero de células T CD8+
se incrementaba 2 veces o mas (FIG. 4c), el nivel de IFN-y que indica la activacién de células T CD8+ se incrementaba
en 30% o mas (FIG. 4d), y el nimero de ELISPOT se incrementaba en 5 veces o més (FIG. 4e). Por lo tanto, se podria
confirmar que incluso cuando las células dendriticas se sensibilizaban con el mismo antigeno bajo las mismas
condiciones, la capacidad de induccion de inmunidad de la célula dendritica sensibilizada con el antigeno unido al
péptido que penetra en la membrana plasmatica se mejoraba notablemente.

Como una parte de la prueba de actividad citotdxica, se realiz6 una tincién intracelular para confirmar el nivel de
expresion de granulo (Granzyme B) secretado cuando la célula T activa se encuentra con las células diana.
Especificamente, después de la estimulacion, los CTLs se obtenian, se lavaban y las células diana (HepG2) se
anadian en una relacion, es decir, célula diana (HepG2) : CTLm de 1 : 20, en donde se afadia GolgiStop (BD, N° Cat.)
conjuntamente en una cantidad de 0,14 pl por 200 pl de medio de cultivo celular, y se estimulaban a 37°C durante de
4 a 5 horas. Las células se recogieron y se lavaron, y se anadié PBS que contenia 10% de suero humano para el
blogueo del receptor de Fc. Después de cultivar a 4°C durante 15 minutos, y a continuaciéon los antigenos sobre la
superficie celular se tifieron con CD3 (BD, N° Cat. 555335) y CD4 (BD, N° Cat. 555346), CD8 (BD, N? Cat. 555367) a
4°C durante 20 minutos. Las células se hicieron reaccionar con 250 pl de solucion de fijacién/permeabilizacién (BD,
N Cat. 554715) a 4°C durante 20 minutos, y a continuacién se lavé dos veces con tampdn de permeabilizacién/lavado,
y se tifnd con Granzyme B (BD, N° Cat. 561142) durante de 30 a 50 minutos, se lavd y se analizé mediante citometria
de flujo. Sus resultados se mostraban en la FIG. 4f.

Segun la FIG. 41, se podria confirmar que la secrecién de granulos (Granzyme B) que muestra que confirma la actividad
citotéxica de las células T activas se incrementaba 2 veces o méas cuando el antigeno unido al péptido que penetra en
la membrana plasmatica se sensibilizaba. Se confirmaba que el granulo (Granzyme B) se expresaba mas altamente
cuando el antigeno unido al péptido que penetra en la membrana plasmatica se trataba después del tratamiento con
el factor de maduracion en comparacion con el caso en el que el antigeno unido al péptido que penetra en la membrana
plasmatica se trataba con la célula dendritica inmadura.

Ejemplo de Prueba 5: Capacidad de captacion de antigeno de una célula dendritica dependiendo de la
presencia o ausencia de CTP

A fin de confirmar una capacidad de captacion de antigeno de la célula dendritica inmadura y la célula dendritica
madura del Ejemplo 1 (Ag-BH4h), se analiz6 una capacidad de captaciéon de antigeno (antigeno PSA, SEQ ID NO:
16) marcado con rodamina. Ademas, a fin de confirmar la capacidad de captacién de antigeno de la célula dendritica
inmadura o la célula dendritica madura, se realizé conjuntamente un ensayo de captacién de dextrano que es el mas
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comunmente usado. El antigeno marcado con rodamina se prepard como sigue. En primer lugar, se disolvié NHS-
Rhodamine (Pierce) en DMSO (Sigma) en una concentracion de 10 mg/ml, y se mezcld y se hizo reaccionar con 1
mg/ml de proteina durante 1 hora. Un precipitado se retiré mediante centrifugacion, y la NHS-Rhodamine que no se
hacia reaccionar se retir6 mediante cromatografia de filtracion en gel (GE, Sephadex G-25, 17-0033-02). La proteina
marcada se identific6 en EXEm = 552/575 nm usando HPLC (Agilent, serie 1200), y se calcul6 la cuantificacion de
proteinas al medir la absorbancia a 280/555 nm con un espectrofotdmetro (Agilent, serie 8453).

Especificamente, se obtenian la célula dendritica inmadura (1 x 105 células) al tercer dia después del cultivo y la célula
dendritica madura que no se sensibilizaba con el antigeno al cuarto dia después del cultivo, en donde las células se
cultivaban del mismo modo que en la condiciéon de cultivo de la célula dendritica inmadura del Ejemplo 1, y se
centrifugaban, y se suspendian en medios de cultivo de células dendriticas que tenian cada uno 100 pl, y se pusieron
en tubos de FACS. Entre ellos, una célula usada como un grupo de control negativo se puso en hielo durante 30
minutos antes de ser detenida. Las células se trataron con CTP conjugado fluorescentemente a rodamina-PSA y X-
PSA (PSA sin CTP) a una concentracion de 20 pug/ml durante 1 hora, y se lavaron para realizar una citometria de flujo.
Los resultados del andlisis se mostraban con la mediana de la intensidad fluorescente, y sus resultados se mostraban
enlaFIG. 5.

Ademas. a fin de reexaminar la diferencia general en la capacidad de captacién de antigeno de la célula dendritica
inmadura y la célula dendritica madura usadas en la prueba, las células se trataron con 10 pl de dextrano conjugado
fluorescentemente a FITC (Sigma, N° Cat. FD-40S), cada una a 37°C, y el grupo de control negativo se hizo reaccionar
a 4°C durante 1 hora. Las células se lavaron con tampén de FACS (PBS + azida sédica al 0,1% + FBS al 1%), y se
realizaron andlisis por histograma con el programa FACSDiva (BD) que es un programa de andlisis por FACS, para
obtener un solo histograma de fluorescencia que especifica FL-1 en un eje X. Aqui, se realizd una segmentacion lineal
para fijar una region en la que 97% de muestra estandar fluorescente negativa esta presente como una regiéon de
fluorescencia negativa y, en este estado, se representaron estados de region para cada seccién, y se obtuvo y se
analiz6 la unica relacion de segmentacion fluorescente positiva (dextrano-FITC + fenotipo) de cada muestra. Sus
resultados se mostraban en la FIG. 5.

Segun la FIG. 5, podria reconfirmarse que en el caso de la célula dendritica inmadura, el antigeno se aport6é
correctamente a la célula dendritica, independientemente de si el péptido que penetra en la membrana plasmatica
estaba unido al antigeno. Sin embargo, en el caso de la célula dendritica madurada, el antigeno unido al péptido que
penetra en la membrana plasmatica se aportaba mas eficazmente a la célula. Esto es, la presente invencion demuestra
que el aporte del antigeno a la célula dendritica se incrementaba notablemente mediante sensibilizacion con antigeno
en la fase de maduracion y el péptido que penetra en la membrana plasmatica unido al antigeno vy, asi, las funciones
de la célula dendritica se incrementaban notablemente.

Ejemplo de Prueba 6: Evaluacion funcional de una célula dendritica segun el tiempo de tratamiento con CTP-
antigeno

El CTP-GPC3 se subdividié desde el instante en el que se trata el factor de maduracién hasta el instante en el que se
recolectan las células dendriticas maduradas incluyendo el Ejemplo 1 (Ag-BH4h; 16 h) y el Ejemplo Comparativo 1
(Ag-O/N; 0 h), y se trata como en la FIG. 6a. El método de prueba descrito en la FIG. 6a es diferente del método para
preparar la célula dendritica del Ejemplo 1 en vista del tiempo de tratamiento con antigeno, y otras condiciones de
cultivo se aplicaron del mismo modo. Las células se sensibilizaron con 5 pg/ml de CTP-GPC3 por momento (0, 2, 4,
8, 12, 16, 18, 19,5 horas) después del punto temporal en el que se trata el factor de maduracion, y todas las células
se recolectaron a las 20 horas después del instante en el que se trata el factor de maduracion. El instante en el que
se ftrata el antigeno es 0 horas, que indica O/N, y el instante en el que se trata el antigeno es 16 horas, que indica
BH4h. La célula T autéloga y la célula dendritica se cultivaron durante 5 dias y, a continuacion, el IFN-y en el medio
de cultivo se analiz6 mediante ELISA, y sus resultados se mostraban en la FIG. 6b.

Segun la FIG. 6, se considera que los tratamientos con CTP-antigeno cuando el tiempo para el tratamiento con CTP-
antigeno es prolongado (tratamiento con antigeno a las 0, 2, 4 y 8 horas después del tratamiento con el factor de
maduracion) y cuando el tiempo para el tratamiento con CTP-antigeno es muy corto (tratamiento con antigeno a las
19,5 horas después del tratamiento con el factor de maduracién) mostraban un nivel relativamente bajo de IFN-y, y,
asi, no era eficaz sobre la funcién inmunol6gicamente activa de la célula dendritica. Por otra parte, se podria confirmar
que la célula dendritica sensibilizada con CTP-Ag a de 12 horas a 18 horas después del tratamiento con el factor de
maduracion, la actividad inmunitaria se incrementaba al secretar una gran cantidad de IFN-y que es un citocina Th1.

Aplicabilidad Industrial

Segun el método para preparar una célula dendritica de la presente invencién, es posible preparar células dendriticas
que tienen una permeabilidad celular notablemente mejorada, una capacidad de inducciéon de linfocitos T citotéxicos
mejorada y una capacidad de secrecion incrementada de diversas citocinas propensas a Th1 tales como IFN-y, IL-12,
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etc. Las células dendriticas preparadas segun el método de la presente invencion pueden exhibir un incremento en la
capacidad de induccion de inmunidad y un excelente efecto anticanceroso, lo que se puede utilizar eficazmente para
vacunas antitumorales, o para composiciones para el uso en métodos para tratar tumores.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una célula dendritica que comprende:

cultivar una célula dendritica inmadura hasta una célula dendritica madura en presencia de un factor de maduracién,
en el que la célula dendritica se sensibiliza con un antigeno unido a un péptido que tiene permeabilidad celular después
de que se complete la maduracion, en donde el antigeno se trata entre 6 a 48 horas después de que se trate el factor
de maduracién, y

en donde la sensibilizacion con un antigeno se realiza durante menos de 8 horas.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que el péptido que tiene permeabilidad celular comprende un péptido de
transduccion citoplasmica (CTP).

3. El método segun la reivindicacién 1, en el que el factor de maduracién es uno seleccionado del grupo que consiste
en interleucina-18 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), interferén gamma (IFN-y),
prostaglandina E2 (PGE2), poli IC, un inhibidor de mTOR y una combinacion de dos 0 méas de los mismos.

4. El método segun la reivindicacién 3, en el que el inhibidor de mTOR es uno seleccionado del grupo que consiste en
rapamicina, sirolimus, everolimus, temsirolimus, ridaforolimus, NVP-BEZ235, SF-1126, XL-765, PKI-587, PF-
04691502, PKI-402, OSI-027, AZD-8055, PP-242, PP-30, torina-1, WYE-125132, WAY-600, WYE-687, WYE-354, KU-
0063794 y Palomid-529.

5. El método segun la reivindicacién 3, en el que el inhibidor de mTOR es rapamicina.

6. El método segun la reivindicacion 5, en el que el inhibidor de mTOR se trata con una concentracion de 1 a 500
ng/ml.

7. El método segun la reivindicacién 6, en el que la rapamicina se trata con una concentracion de 1 a 50 ng/ml.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que la célula dendritica se sensibiliza con un antigeno, cuando un nivel
de expresién de CD80, CD83 o CD40 se incrementa en 60% o mas, en comparacion con el de la célula dendritica
inmadura.

9. Una célula dendritica preparada mediante el método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

10. Un agente inmunoterapéutico que comprende la célula dendritica segun la reivindicacion 9.

11. Una vacuna antitumoral que comprende la célula dendritica segun la reivindicacion 9.

12. Una composicion farmacéutica para el uso en un método para tratar tumores que comprende la célula dendritica
segun la reivindicacién 9.
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FIG. 1a

Migracién de DC

FIG. 1b

Produccion de IL-12

O/N BH4h

22



% de Células proliferadas

Conc. (ng/ml)

10

N

0

ES 2796 299 T3

FIG. 1c¢

Proliferacion de células T

O/N BH4h

FIG. 1d

Produccion de TFN-vy

O/N BH4h

23



Conc. (ng/ml)

Numero de células (X10%)

ES 2796 299 T3

FIG. 2a
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FIG. 2¢

Actividad Destructora de CTL
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FIG. 2¢
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FIG. 4a
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FIG. 4b
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FIG. 4f
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Recoleccion
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