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DESCRIPCION
Complejos de anticuerpo solubles para la activacion y expansion de linfocitos T o células NK
Campo

Esta divulgacion se refiere a métodos y composiciones de complejos de anticuerpo monoespecificos solubles para la
activacion y expansion de linfocitos T o células NK humanas.

Antecedentes

La tolerancia del hospedador y la inmunidad adaptable son componentes complejos y criticos de la salud humana. Los
linfocitos T estan comprendidos de diversos subconjuntos incluyendo los linfocitos T reguladores, los cuales juegan
un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia del hospedador; subconjuntos efectores tales como las
células auxiliares T CD4+ y los linfocitos T citotéxicos CD8+ que llevan a cabo respuestas inmunitarias de acuerdo
con los estimulos ambientales.

Los métodos para el crecimiento y la propagacion de los linfocitos T in vitro se han basado en un nimero de diferentes
estrategias. En algunas circunstancias, los linfocitos T se activan y expanden mediante el uso de células accesorias y
factores de crecimiento exdgenos, tales como células presentadoras de antigeno y IL-2. Esto requiere la presencia 'y
reposicion de células accesorias y factores de crecimiento durante el transcurso de la activacion y/o expansion de los
linfocitos T.

Como alternativa, los reactivos usados para la activacion y expansion de los linfocitos T consisten en una combinacion
de inmovilizacién directa o indirecta de anticuerpos anti-CD3, sobre una superficie de fase soélida tal como una placa
o una perla magnética. Ademas de la sefial de activacion de los linfocitos T primaria proporcionada por los anticuerpos
anti-CD3 inmovilizados, se requiere una sefial de coestimulacién secundaria proporcionada por anticuerpos anti-CD28.
También se pueden afiadir factores de crecimiento exdégenos o citoquinas tales como IL-2 para aumentar la
proliferacién de los linfocitos T.

Los anticuerpos contra CD3 son un componente critico en muchos protocolos de estimulacién de linfocitos T
policlonales. Primero Dixon et al. demostraron, que el anti-CD3 inmovilizado podria mediar la activacion y expansion
de los linfocitos T humanos en ausencia del reconocimiento de antigeno cognado por el receptor de linfocito T. El anti-
CD3 inicia la cascada de sefializacion de la activacion y proliferacion entrecruzando los componentes del complejo
receptor de linfocito T en la superficie de los linfocitos T; por eso su requerimiento de inmovilizaciéon. Posteriormente
Baroja et al. demostraron, que se requeria una segunda sefial de un estimulo anti-CD28 o bien inmovilizado o soluble
para la activacion completa de linfocito T en combinacién con anti-CD3 inmovilizado. Las sefiales coestimuladoras
adicionales proporcionadas a través de ligandos de adhesion tales como CD2, LFA-1 y otros miembros de la familia
de TNF tales como CD137 (4-1BB) pueden proporcionar sefiales proliferativas o de supervivencia adicionales a los
linfocitos T (Smith-Garvin et. al.).

Los productos comerciales para la activacion de linfocito T que usan placas de cultivo de tejido recubiertas con
anticuerpos anti-CD3 inmovilizados estan disponibles de Corning (placas de activacion de linfocitos T BioCoat™, N.°
de Cat 354725) y los investigadores los preparan mucho usando métodos convencionales conocidos por los expertos
con la técnica. Los anticuerpos anti-CD28 solubles se pueden afiadir de manera exdgena para proporcionar la sefial
coestimuladora necesaria para iniciar la activacion y proliferacion de los linfocitos T (Kruisbeek et. al.).

La patente de los Estados Unidos 6.352.694, describe un método para la activacion y expansion de los linfocitos T
usando anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28 inmovilizados sobre una particula magnética de 4,5 um de diametro.

La patente de los Estados Unidos 8.012 750B2 describe un dispositivo biodegradable para activar los linfocitos T. De
manera similar a la divulgacion anterior, el método usa una microesfera biodegradable indirectamente recubierta con
anticuerpos capaces de unirse a y activar los linfocitos T.

La solicitud de patente de los Estados Unidos 14/035.089 describe el uso de una nanomatriz flexible con anti-CD3 y/o
anti-CD28 inmovilizados para proporcionar una sefal de activaciéon para los linfocitos T. Esto desvela una matriz de
dextrano entre 1-500 nm de tamafio que funciona como un armazoén flexible que puede moldearse sobre la superficie
de un linfocito T que tiene anticuerpos de activacion de linfocitos T inmovilizados.

A diferencia de los anticuerpos inmovilizados, los complejos de anticuerpo solubles pueden proporcionar una sefial de
activacion mas suave a los linfocitos T. La solicitud de los Estados Unidos N.° US 2007/0036783 describe el uso de
complejos de anticuerpo tetramérico (TAC) biespecificos solubles compuestos de un anticuerpo anti-CD3 en complejo
con un segundo anticuerpo contra CD28 que pueden iniciar la activacion y expansion de los linfocitos T. Reivindican
que esta estrategia proporciona un estimulo mas suave dando como resultado muerte celular inducida por menor
activacion en comparacion con los métodos de anticuerpo inmovilizado. Los inventores de esta solicitud no
demostraron completamente que los complejos de anticuerpo tetramérico eran en realidad solubles y no se adsorbian
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sobre el plastico de cultivo durante el transcurso de la estimulacion. Ademas, los inventores especificamente indican
que el uso de complejos de anticuerpo tetramérico biespecificos estan implicados en la activacion y expansion de los
linfocitos T estimulados.

Wacholtz et al. (J. Immunol. 142(12), 4201--4212, 1989) examinan la estimulacion de clones de linfocito T
acoplando CD3, CD4/CD8 y moléculas MHC-I, solas o en combinacion.

Geppert et al. (J. Immunol. 140(7), 2155-2164, 1988) describen la activacion de linfocitos T4 humanos
entrecruzando moléculas MHC-I.

Lansdorp et al. (Eur. J. Immunol. 16(6), 679--683, 1986) describen complejos de anticuerpo tetramérico (TAC)
biespecificos preparados a partir de mezclas de anticuerpos monoclonales. Véase también el documento US
4.868.109 A.

El documento US 7.135.340 B2 describe el uso de complejos de anticuerpo tetramérico para bloquear el marcaje
no especifico de antigenos en los ensayos inmunoldgicos.

Sumario

El presente inventor ha desarrollado un método para el uso de complejos de anticuerpo tetramérico monoespecificos
solubles para la activacion y expansion de linfocitos T humanos primarios o células NK in vitro. En particular, el inventor
ha determinado que usar complejos de anticuerpo tetramérico monoespecificos solubles da como resultado una mayor
activacion de los linfocitos T en comparacion con el uso de complejos de anticuerpo tetramérico biespecificos. El
inventor también ha determinado que usar complejos de anticuerpo tetramérico monoespecificos solubles da como
resultado una mejora en la activacion de las células NK en comparacion con células NK cultivadas en ausencia de
complejos de anticuerpo tetramérico monoespecificos solubles.

Los TAC monoespecificos solubles tienen ventaja sobre los métodos de anticuerpo inmovilizado puesto que las
grandes particulas magnéticas no necesitan de ser retiradas tras la expansion y las células se pueden lavar para retirar
cualquier complejo TAC soluble no unido; tampoco es un requerimiento para las placas o matrices recubiertas con
anticuerpo especializadas.

Por consiguiente, la presente divulgacion se refiere a un método de activacion de los linfocitos T o las células NK que
comprende cultivar una muestra que contiene linfocitos T o células NK con una composicién que comprende al menos
un complejo monoespecifico soluble, en la que cada complejo monoespecifico soluble comprende dos proteinas de
union que se ligan y se unen al mismo antigeno sobre los linfocitos T o las células NK, y en la que el antigeno sobre
los linfocitos T o las células NK es cualquier antigeno que activa dichos linfocitos T o células NK.

En una realizacioén, la composicién comprende al menos dos complejos de anticuerpo monoespecificos diferentes, en
la que un complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un primer antigeno sobre los linfocitos T o las células NK
que activa dichos linfocitos T o células NK y el otro complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un segundo
antigeno sobre los linfocitos T o las células NK que activa dichos linfocitos T o células NK. Opcionalmente, la
composicion comprende al menos tres complejos de anticuerpo monoespecificos diferentes, en la que el primer
complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un primer antigeno que activa dichos linfocitos T o células NK, el
segundo complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un segundo antigeno que activa dichos linfocitos T o células
NKy el tercer complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un tercer antigeno sobre los linfocitos T o las células
NK que activa dichos linfocitos T o células NK.

En una realizacion, las proteinas de unién descritas en el presente documento que se unen a antigenos sobre los
linfocitos T o las células NK son anticuerpos o fragmentos de los mismos. En una realizacién, los complejos
monoespecificos solubles son complejos de anticuerpo tetramérico (TAC). En una realizacion, los TAC estan
compuestos de dos anticuerpos de una especie unidos por dos moléculas de anticuerpo de una segunda especie que
se unen a la parte Fc de los anticuerpos de la primera especie animal.

En una realizacién, los métodos descritos en el presente documento son para activar los linfocitos T. En una
realizacion, el método comprende cultivar una muestra que contiene linfocitos T con una composicién que comprende
un complejo de anticuerpo monoespecifico que se une a un primer antigeno sobre los linfocitos T y otro complejo de
anticuerpo monoespecifico que se une a un segundo antigeno sobre los linfocitos T. En una realizacion, el primer
antigeno se selecciona de CD3, CD28, CD2, CD7, CD11a, CD26, CD27, CD30L, CD40L, OX-40, ICOS, GITR, CD137,
y HLA-DR y el segundo antigeno es un antigeno diferente seleccionado de CD3, CD28, CD2, CD7, CD11a, CD26,
CD27, CD30L, CD40L, OX-40, ICOS, GITR, CD137, y HLA-DR. En una realizacion, el primer antigeno es CD3. En
una realizacion, el segundo antigeno es CD28. En una realizacion, el tercer antigeno es CD2.

En una realizacion, la activacion de los linfocitos T es proliferacion de linfocito T aumentada, produccién de citoquina
aumentada y/o expresion de linfocito T aumentada.
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En una realizacion, la presente divulgacion describe el uso de complejos de anticuerpo tetramérico monoespecificos
solubles que se dirigen a CD3, CD28 y CD2 humanas para inducir activacion policlonal y expansion in vitro 6ptima de
linfocitos T humanos. En dicha realizacion, la composiciéon comprende tres complejos monoespecificos solubles
diferentes que se dirigen a CD3, CD28 y CD2.

En otra realizacién, los métodos descritos en el presente documento son para activar las células NK. En una
realizacion, el método comprende cultivar una muestra que contiene células NK con una composicién que comprende
un complejo de anticuerpo monoespecifico que se une a un primer antigeno sobre las células NK y otro complejo de
anticuerpo monoespecifico que se une a un segundo antigeno sobre las células NK. En una realizacion, el primer
antigeno se selecciona de CD335, CD2, NKG2D, NKp44, NKp30, CD16, LFA-1 y CD27 y el segundo antigeno es un
antigeno diferente seleccionado de CD335, CD2, NKG2D, NKp44, NKp30, CD16, LFA-1 y CD27. En una realizacion,
el primer antigeno es CD335. En una realizacién, el segundo antigeno es CD2.

En una realizacion, la activacion de las células NK es proliferacion de célula NK aumentada, produccién de citoquina
aumentada y/o expresion de célula NK aumentada.

En una realizacion, la presente divulgacion describe el uso de complejos de anticuerpo tetramérico monoespecificos
solubles que se dirigen a CD335 y CD2 humanas para inducir activacion y expansion in vitro de células NK humanas.
En dicha realizacion, la composicion comprende dos complejos monoespecificos solubles diferentes que se dirigen a
CD335y CD2.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente divulgacion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
detallada. Deberia entenderse, sin embargo, que la descripcién detallada y los ejemplos especificos aunque indican
realizaciones preferidas de la divulgacion se dan Unicamente a modo de ejemplo.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra los resultados de la proliferacion de linfocitos T humanos evaluada por dilucién de colorante
CFSE usando una mezcla de TAC monoespecifico especifico para CD3 o CD28, o usando una mezcla de TAC
biespecifico contra CD3 y CD28 tras 7 dias en cultivo.

La Figura 2 muestra los resultados de la activacion y proliferacion de linfocitos T usando composiciones de TAC
monoespecifico soluble y perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® usando placas de cultivo de
tejido sin tratar o bloqueadas.

La Figura 3 muestra los resultados de un ensayo de produccion de citoquina intracelular a corto plazo tras la
estimulacién con composiciones de TAC monoespecifico soluble o perlas CD3/CD28 activadoras de T humanos
Dynabead®.

La Figura 4 muestra imagenes representativas de linfocitos T expandidos usando TAC para CD3, CD28 y CD2
monoespecifico soluble o perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® durante el transcurso de 21
dias.

La Figura 5 muestra los resultados de una expansion de linfocito T de 21 dias usando o bien TAC para CD3, CD28
y CD2 monoespecifico soluble o perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead®.

La Figura 6A muestra la pureza de células NK mantenidas en medio ImmunoCult-XF complementado con IL-2 sin
estimulacion o estimuladas con TAC para CD335/CD2 monoespecificos. La Figura 6B muestra el cambio en el
numero total de células mantenidas sin estimulaciéon o estimuladas con TAC para CD335/CD2 monoespecificos.
Se observo un incremento en la activacion de las células NK tras la estimulacion con coctel de TAC para NKp46
(CD335) y CD2 en presencia de 500 Ul/ml de IL-2 en comparacion con el cultivo de células NK solas en presencia
de 500 Ul/ml de IL-2.

Descripcion detallada

La presente divulgacion proporciona un método de activacion y expansion de linfocitos T humanos o células asesinas
naturales (NK) in vitro usando un complejo monoespecifico tal como un complejo de anticuerpo tetramérico.

Por consiguiente, en una realizacion, la presente divulgacion proporciona un método de activacion de linfocitos T que
comprende cultivar una muestra que contiene linfocitos T con una composicion que comprende al menos un complejo
monoespecifico soluble, en la que cada complejo monoespecifico soluble comprende dos proteinas de union que se
ligan y se unen al mismo antigeno sobre los linfocitos T, y en la que el antigeno sobre los linfocitos T o las células NK
es cualquier antigeno que activa dichos linfocitos T o células NK. En una realizacion, la presente divulgacion también
proporciona un método de activacion de células NK que comprende una muestra que contiene células NK con una
composicion que comprende al menos un complejo monoespecifico soluble, en la que cada complejo monoespecifico
soluble comprende dos proteinas de union que se ligan y se unen al mismo antigeno sobre las células NK que activa
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dichos linfocitos T o células NK. En una realizacion, las células NK se cultivan en presencia de IL-2 y/o una u otras
mas citoquinas tales como IL-7 o IL-15. En una realizacion, los linfocitos T o las células NK son células humanas.

El término "complejo monoespecifico soluble” como se usa en el presente documento significa un complejo que
comprende dos proteinas de union que se ligan, directa o indirectamente, unas a otras y se unen al mismo antigeno.
Las dos proteinas de union son solubles y no estan inmovilizadas sobre una superficie, particula o perla. En una
realizacion, las proteinas de unién se unen al mismo antigeno sobre los linfocitos T. En otra realizacion, las proteinas
de unidn se unen al mismo antigeno sobre las células NK.

En una realizacion, las dos proteinas de unién son la misma proteina de unién y se unen al mismo epitopo sobre el
antigeno.

El término "complejo biespecifico” como se usa en el presente documento significa un complejo que comprende dos
proteinas de unién diferentes que se ligan, directa o indirectamente, una a otra en el que cada proteina de unién se
une a un antigeno diferente sobre los linfocitos T o las células NK.

El término "activar los linfocitos T" incluye, sin limitacién, inducir la proliferacion de los linfocitos T, inducir la produccion
de citoquina de los linfocitos T e inducir la expansion de los linfocitos T.

En "antigeno sobre los linfocitos T" puede ser cualquier antigeno que activa los linfocitos T incluyendo, sin limitacion,
CDg3, CD28, CD2, CD7, CD11a, CD26, CD27, CD30L, CD40L, OX-40, ICOS, GITR, CD137, y HLA-DR.

El término "activar las células NK" incluye, sin limitacion, inducir la proliferacion de las células NK, inducir la produccion
de citoquina de las células NK e inducir la expansion de las células NK.

El "antigeno sobre las células NK" puede ser cualquier antigeno que activa las células NK incluyendo, sin limitacion,
CD335, CD2, NKG2D, NKp44, NKp30, CD16, LFA-1y CD27.

En una realizacion especifica, las proteinas de unién son anticuerpos o fragmentos de los mismos. Los fragmentos de
anticuerpo que se pueden usar incluyen fragmentos Fab, Fab', F(ab');, scFv y dsFv de fuentes recombinantes y/o
producidos en animales transgénicos. El anticuerpo o fragmento puede ser de cualquier especie incluyendo ratones,
ratas, conejos, hamsteres y seres humanos. Los derivados de anticuerpo quimérico, es decir, las moléculas de
anticuerpo que combinan una region variable de animal no humano y una regiéon constante humana también se
contemplan dentro del alcance de la invencién. Las moléculas de anticuerpo quimérico pueden incluir, por ejemplo,
anticuerpos humanizados que comprenden el dominio de unién a antigeno de un anticuerpo de un ratén, rata o de
otra especie, con regiones constantes humanas. Se pueden usar métodos convencionales para producir anticuerpos
quiméricos. (Véase, por ejemplo, Morrison et al.; Takeda et al., Cabilly et al., Patente de los Estados Unidos N.°
4.816.567; Boss et al., Patente de los Estados Unidos N.° 4.816.397; Tanaguchi et al., Publicacién de patente europea
EP171496; Publicacion de patente europea 0173494, Patente del Reino Unido GB 2177096B). La preparacion de los
anticuerpos humanizados se describe en el documento EP-B 10 239400. Los anticuerpos humanizados también se
pueden producir comercialmente (Scotgen Limited, 2 Holly Road, Twickenham, Middlesex, Gran Bretafia.). Se espera
que los anticuerpos quiméricos sean menos inmunogénicos en un sujeto humano que el correspondiente anticuerpo
no quimérico. Los anticuerpos humanizados ademas se pueden estabilizar, por ejemplo, como se describe en el
documento WO 00/61635.

Los anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen a antigenos de linfocito T o antigenos de célula NK estan
comercialmente disponibles o pueden ser preparados por un experto en la técnica.

En una realizacion, los dos anticuerpos o fragmentos de los mismos que se unen al mismo antigeno estan ligados
directamente. La unién directa de los anticuerpos se puede preparar mediante acoplamiento quimico de un anticuerpo
al otro, por ejemplo, usando N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP).

En otra realizacion, los dos anticuerpos estan indirectamente ligados en el complejo monoespecifico soluble. Por
"indirectamente ligados" se quiere decir que los dos anticuerpos no estan ligados directamente de manera covalente
uno a otro pero estan unidos a través de un resto de unién tal como un complejo inmunoldgico. En una realizacion
preferida, los dos anticuerpos estan ligados indirectamente preparando un complejo de anticuerpo tetramérico. Un
complejo de anticuerpo tetramérico se puede preparar mezclando anticuerpos monoclonales que se unen al mismo
antigeno y son de la misma especie animal con aproximadamente una cantidad equimolar de anticuerpos
monoclonales de una segunda especie animal que se dirigen contra los fragmentos Fc de los anticuerpos de la primera
especie animal. El primer y segundo anticuerpo también se puede hacer reaccionar con una cantidad
aproximadamente equimolar de los fragmentos F(ab')2 de anticuerpos monoclonales de una segunda especie animal
que se dirigen contra los fragmentos Fc de los anticuerpos de la primera especie animal. (Véase la Patente de los
Estados Unidos N.° 4.868.109 concedida a Lansdorp, la cual se incorpora en el presente documento como referencia
para una descripcion de complejos de anticuerpo tetramérico y métodos para preparar los mismos).

En una realizacion, la composicion comprende al menos dos complejos monoespecificos diferentes, uniéndose cada
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uno a un antigeno diferente sobre los linfocitos T. En una realizacién, la composicion comprende al menos dos
complejos monoespecificos solubles diferentes y cada uno de los al menos dos complejos monoespecificos solubles
diferentes se une a un antigeno diferente seleccionado del grupo que consiste en CD3, CD28, CD2, CD7, CD11a,
CD26, CD27, CD30L, CD40L, OX-40, ICOS, GITR, CD137, y HLA-DR.

En una realizacion especifica, un complejo monoespecifico se unira a CD3 y el segundo complejo monoespecifico se
unira a CD28.

En otra realizacion, la composicion comprende al menos tres complejos monoespecificos solubles diferentes,
uniéndose cada uno a uno de tres antigenos diferentes sobre los linfocitos T. En dicha realizacion, no se uniran dos
complejos monoespecificos al mismo antigeno.

En una realizacion especifica, la composicion comprende tres complejos monoespecificos solubles diferentes, uno
especifico para CD3, un segundo especifico para CD28 y un tercero especifico para CD2.

En una realizacion especifica, la activacion de los linfocitos T en presencia de los complejos monoespecificos solubles
es mayor que la activacion de los linfocitos T usando un complejo biespecifico que comprende dos proteinas de union
diferentes o anticuerpos, cada uno de los cuales se une a un antigeno diferente sobre los linfocitos T.

La muestra que contiene linfocitos T puede ser cualquier muestra en la que se desea activar los linfocitos T incluyendo,
sin limitacion, sangre completa, muestras de aféresis o células mononucleares de sangre periférica que contienen
linfocitos T, linfocitos T humanos primarios purificados o lineas de linfocito T humano inmortalizado.

En una realizacion, la composicion comprende al menos dos complejos monoespecificos diferentes, uniéndose cada
uno a un antigeno diferente sobre las células NK.

En una realizacion especifica, un complejo monoespecifico se unira a CD335 y el segundo complejo monoespecifico
se unira a CD2.

En otra realizacién, la composicion comprende al menos dos complejos monoespecificos solubles diferentes,
uniéndose cada uno a uno de dos antigenos diferentes sobre las células NK. En dicha realizacion, no se uniran dos
complejos monoespecificos al mismo antigeno. En una realizacion, la composicion comprende al menos dos
complejos monoespecificos solubles diferentes y cada uno de los al menos dos complejos monoespecificos solubles
diferentes se une a un antigeno diferente seleccionado del grupo que consiste en CD335, CD2, NKG2D, NKp44,
NKp30, CD16, LFA-1y CD27.

En una realizacion especifica, la composicion comprende dos complejos monoespecificos solubles diferentes, uno
especifico para CD335, un segundo especifico para CD2. En una realizacion, la composiciéon comprende al menos un
complejo monoespecifico soluble adicional especifico para un antigeno seleccionado de NKG2D, NKp44, NKp30,
CD16, LFA-1y CD27.

En una realizacion especifica, la activacion de las células NK en presencia de los complejos monoespecificos solubles
es mayor que la activacion de las células NK en ausencia de los complejos monoespecificos solubles.

La muestra que contiene células NK puede ser cualquier muestra en la que se desea activar las células NK incluyendo,
sin limitacion, sangre completa, muestras de aféresis o células mononucleares de sangre periférica que contienen
células NK, células NK humanas primarias purificadas o lineas de célula NK humana inmortalizada.

Composicion

La presente divulgacion también incluye composiciones que comprenden al menos un complejo monoespecifico
soluble, en las que el complejo monoespecifico soluble comprende dos proteinas de unién que se ligan y se unen al
mismo antigeno sobre los linfocitos T o las células NK.

En otra realizacion, la composicion comprende dos complejos monoespecificos solubles, en la que un complejo
monoespecifico soluble se une a un antigeno sobre los linfocitos T o las células NK y el segundo complejo
monoespecifico soluble se une a un antigeno diferente sobre los linfocitos T o las células NK.

En otra realizacion, la composicion comprende tres complejos monoespecificos solubles, en la que cada complejo se
une a un antigeno diferente sobre los linfocitos T. En una realizacion especifica, los antigenos son CD3, CD28 y CD2.

En otra realizacion, la composicion comprende dos complejos monoespecificos solubles, en la que cada complejo se
une a un antigeno diferente sobre las células NK. En una realizacion especifica, los antigenos son CD335 y CD2.

Usos
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La presente divulgacion incluye todos los usos de los linfocitos T o células NK activados incluyendo, sin limitacion, su
uso en terapia.

Los métodos y las composiciones de la presente divulgacion se pueden usar para expandir linfocitos T o células NK
ex vivo para su uso in vivo en la terapia de cualquier enfermedad o afeccidon que requiera linfocitos T o células NK
incluyendo, sin limitacion, inmunoterapia adoptiva de cancer, infeccion patégena aguda o persistente (viral, fungica,
bacteriana, parasita), modulacion de la eficacia de vacuna, o supresion inmunitaria de enfermedad autoinmune o
injerto contra enfermedad del hospedador.

Los siguientes ejemplos no limitantes son ilustrativos de la presente divulgacion:
Ejemplo 1

TAC para CD3 y TAC para CD28 monoespecificos inducen mayor proliferacion en linfocitos T humanos en
comparacion con una mezcla de TAC para CD3/CD28 biespecificos (Figura 1). Se prepararon TAC biespecificos para
CD3/CD28 mezclando primero volumenes equivalentes de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD28. Los TAC biespecificos
se formaron tras la adicién de un volumen equivalente de anti-lIgG1 de raton de rata. La mezcla de TAC resultante
contiene 25 % de TAC anti-CD3 monoespecificos, 25 % de TAC anti-CD28 monoespecificos y 50 % de TAC anti-
CD3/anti-CD28 biespecificos (Véase la Patente de los Estados Unidos N.° 4.868.109 concedida a Lansdorp, la cual
se incorpora en el presente documento como referencia para una descripcion de complejos de anticuerpo tetramérico
y métodos para preparar los mismos).

Se preparé un céctel monoespecifico de TAC para CD3 y TAC para CD28 mezclando volimenes equivalentes de o
bien anticuerpos anti-CD3 o anti-CD28 con un volumen equivalente de anti-lgG1 de raton de rata. Los TAC
monoespecificos resultantes se mezclaron a una proporcion 1:1 para preparar un céctel de TAC monoespecifico para
CD3 y CD28 compuesto de 50 % de TAC anti-CD3 y 50 % de TAC anti-CD28.

Se enriquecieron linfocitos T humanos de sangre completa humana fresca mediante enriquecimiento negativo usando
RosetteSep™ (STEMCELL Technologies Inc., Vancouver, Canada). Se marcaron linfocitos T CD4+ enriquecidos con
una concentracion final de 1 uM CFDA-SE. Tras el marcaje, los linfocitos T marcados con CFSE se resuspendieron
en medio XVIVO-15 (Lonza, Basel, Suiza).

Se bloquearon placas de cultivo de tejido de fondo plano de 96 pocillos con albumina de suero humano (HSA) al 1 %
en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) durante una noche a 4 °C. En los pocillos bloqueados con HSA al
1 %, se cultivaron células marcadas con CFSE en presencia de 0,5 ug/ml final de o bien TAC para CD3 y CD28
monoespecificos o con TAC biespecificos para CD3/CD28. No se afiadio IL-2 exdgena a los cultivos. Las muestras se
cultivaron durante 7 dias en una incubadora a 37 °C humidificada con CO2 al 5 %. Tras 7 dias en cultivo, en las
muestras se evalud por citometria de flujo la dilucién de colorante CFSE (un indicador de la proliferacion celular) y la
expresion de CD4 y CD8.

Los resultados demuestran que los TAC para CD3 y CD28 monoespecificos inducen mayor proliferacion de linfocitos
T CD4+ y CD8+ en comparacion con los TAC para CD3/CD28 biespecificos. Linfocitos T CD4+ y CD8+ no estimulados
se sometieron a proliferaciéon minima, 1,2 % y 1,5 %, respectivamente. El 54,7 % de los linfocitos T CD4+ estimulados
con TAC monoespecificos proliferaron en comparacion con el 27,4 % con TAC biespecificos. El 33,0 % de los linfocitos
T CD8+ estimulados con TAC monoespecificos proliferaron en comparacion con el 15,9 % con TAC biespecificos. Los
resultados indican que los TAC monoespecificos solos son capaces de inducir la proliferacion de linfocitos T y que una
mezcla que contiene 25 % de TAC para CD3 y CD28 monoespecificos y 50 % de TAC biespecificos es menos eficaz
en la induccion de la proliferacion de linfocitos T evaluada por la dilucién de colorante CFSE tras 7 dias en cultivo.

Ejemplo 2

TAC para CD2 monoespecifico soluble en combinacion con TAC para CD3 y CD28 induce activacion optima de los
linfocitos T humanos (Figura 2). Se prepararon TAC monoespecificos como se describe en el ejemplo 1. Se prepararon
TAC monoespecificos especificos para anti-CD3 usando anti-CD3 humana. Se prepararon TAC anti-CD28
monoespecificos usando anti-CD28 humana. Se prepararon TAC anti-CD2 monoespecificos usando anti-CD2
humana. Se cultivaron linfocitos T humanos purificados marcados con CFSE con diversas combinaciones de TAC
monoespecificos o con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® en placas de 96 pocillos dejadas sin
tratar o bloqueadas con HSA al 1 %. El efecto combinatorio de: i) TAC anti-CD3 solo, ii) TAC anti-CD3 y TAC anti-
CD28 o iii) TAC anti-CD3, TAC anti-CD28 y TAC anti-CD2 sobre la proliferacién de linfocito T (dilucién de colorante
CFSE) se evalud por citometria de flujo después de 3 dias en cultivo en medio XVIVO-15. Los recuentos celulares
viables se realizaron usando un ensayo con Guava ViaCount los dias 6 de cultivo.

Antes de cultivar las células, los pocillos de las placas de cultivo de tejido de 96 pocillos o bien se dejaron sin tratar o
se bloquearon con HSA al 1 % en PBS durante una noche a 4 °C. Los pocillos se lavaron con PBS antes de cultivar
las células. La HSA impidié la inmovilizacion de los complejos de anticuerpo en el plastico de cultivo de tejido
asegurando que la estimulaciéon es mediada por TAC soluble en suspension.
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Las perlas CD3/CD28 activadoras T humano Dynabead® (muestras n.° 5 y n.° 10) no estan afectadas por el
pretratamiento de pocillo e inducen altos niveles de proliferacion de tanto linfocito T CD4+ como CD8+. Las células
viables totales en el dia 6 son similares entre los tratamientos de placa cuando se usan Dynabeads® para la expansion
de los linfocitos T. TAC para CD3 solo no es suficiente para inducir la expansion de los linfocitos T (Muestras n.° 2 'y
n.° 6); mientras que, la combinacion de TAC monoespecifico para CD3 y CD28 puede inducir altos niveles de
proliferacion de los linfocitos T cuando los pocillos se dejan sin tratar (Muestra n.° 3). Cuando se usan TAC para CD3
y CD28 en pocillos bloqueados con HSA al 1 % (Muestra n.° 8), la proliferacién de los linfocitos T se reduce
significativamente con células viables totales en el dia 6 reducidas de 1,09E6 a 2,46E5 células cuando se compara
con los pocillos sin tratar con el mismo estimulo. Por el contrario, la combinaciéon de TAC monoespecifico para CD3,
CD28 y CD2 fue minimamente afectada por el bloqueo del pocillo con HSA (Muestras n.° 4 y n.° 9) similar a las perlas
CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead®. Tomados en conjunto, estos datos sugieren que la inmovilizaciéon
en placa de TAC monoespecifico para CD3 y CD28 influye en su eficacia en la activacion de los linfocitos T. Sin
embargo, si la combinacion de TAC monoespecifico para CD3, CD28 y CD2 se usa para estimular los linfocitos T,
esto sucede independiente de la inmovilizacion en placa y la funcién del TAC monoespecifico de una manera soluble.
Las perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® tampoco estan afectadas por el pretratamiento de placa
ya que los anticuerpos anti-CD3 y CD28 se inmovilizan en la superficie de la perla.

Ejemplo 3

TAC para CD3, CD28 y CD2 monoespecifico soluble puede inducir la produccion de citoquina mediante linfocitos T
(Figura 3). Se cultivaron linfocitos T humanos enriquecidos con RosetteSep™ durante 4 horas en presencia de
diversas combinaciones de construcciones de TAC monoespecifico soluble o perlas CD3/CD28 activadoras de T
humano Dynabead® (Figura 3). Se afiadié Brefeldin A a los cultivos para permitir la acumulacion de citoquina
intracelular y la evaluacion por citometria de flujo tras el cultivo. Los cultivos se recogieron y se tifieron para los
marcadores de superficie celular y las citoquinas intracelulares tras la fijacion y permeabilizacion.

Los resultados demuestran que TAC para CD3 solo no induce ni la produccion de IL-2 ni de IFNy en los linfocitos T
tras 4 horas de estimulacion (Muestra n.° 1). La combinacion de TAC para CD3 y CD28 induce que 2,4 % y 2,45 % de
los linfocitos T CD4+ y CD8+ produzcan IL-2, respectivamente (Muestra n.° 2). El TAC para CD3 y CD28 también
indujo que 0,5 % de los linfocitos T CD4+ y 1,0 % de los linfocitos T CD8+ produjeran IFNy. La combinacion de TAC
monoespecifico para CD3, CD28 y CD2 indujo mayores niveles de produccion de IL-2 y IFNy por los linfocitos T en
comparacion con TAC para CD3 y CD28 solo (Muestra n.° 3). Las perlas CD3/CD28 activadoras de T humano
Dynabead® indujeron niveles similares de IL-2 que la combinacion de CD3, CD28 y CD2 pero indujeron mayores
niveles de IFNy (Muestra n.° 4). Tomados en conjunto, estos resultados demuestran que la combinacion de TAC
monoespecifico para CD3, CD28 y CD2 puede inducir mayores niveles de produccién de citoquina por los linfocitos T
CD4+ y CD8+ en comparacion con TAC para CD3 y CD28 solo; mientras que las perlas CD3/CD28 activadoras de T
humano Dynabead® inducen mayores niveles de IFNy. IL-2 ayuda en la induccion de la proliferacion y diferenciacion
de los linfocitos T mientras que IFNy es una citoquina efectora implicada en la induccién de una respuesta inmunitaria
antiviral.

Ejemplo 4

Imagenes representativas (aumento 10X y 20X) de linfocitos T estimulados con TAC monoespecifico para CD3, CD28
y CD2 en comparacioén con linfocitos T estimulados con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead®
durante el transcurso de 21 dias (Figura 4). Se cultivaron linfocitos T humanos enriquecidos con EasySep™ con o
bien perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® a una proporcion de perla y célula 1:1, o con 0,5 ug/ml
final de TAC monoespecifico para CD3, CD28 y CD2 en presencia de 30 U/ml de IL-2 humana recombinante. Se hizo
un seguimiento del crecimiento celular en los cultivos y la concentracion celular se mantuvo a 0,5 - 2x10E6 células/ml.
Los linfocitos T se volvieron a estimular el dia 7 y el 17 de cultivo con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano
Dynabead® o TAC para CD3, CD28 y CD2 monoespecifico.

Los cultivos estimulados con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® y TAC para CD3, CD28 y CD2
monoespecifico inducen caracteristicas similares de proliferacion y expansion de linfocitos T. Las perlas de 4,5 um
usadas en las perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® se pueden ver claramente en los cultivos. A
diferencia de las perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead®, los cultivos estimulados con TAC no
requieren de la retirada de las perlas antes de cualquier ensayo funcional posterior ya que las perlas de tamario de
célula pueden interferir con el analisis posterior tal como la citometria de flujo.

Ejemplo 5

Cultivo a largo plazo y expansion de los linfocitos T humanos con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano
Dynabead® en comparacion con TAC monoespecifico para CD3, CD28 y CD2 (Figura 5). Se cultivaron 1x10E6
linfocitos T humanos enriquecidos con EasySep™ con o bien perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead®
a una proporcion de perla y célula 1:1, o con 0,5 ug/ml final de TAC monoespecificos para CD3, CD28 y CD2 en
presencia de 30 U/ml de IL-2 humana recombinante. Se hizo un seguimiento del crecimiento celular en los cultivos y
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la concentracion celular se mantuvo a 0,5 - 2x10E6 células/ml. Los linfocitos T se volvieron a estimular el dia 7 y el 17
de cultivo con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® o TAC para CD3, CD28 y CD2 monoespecifico
y se reemplazo el medio con medio fresco a intervalos regulares.

El dia 0, se cultivaron en placa 1x10ES6 linfocitos T enriquecidos con EasySep™ en placas de cultivo de tejido de 24
pocillos y se estimularon con perlas CD3/CD28 activadoras de T humano Dynabead® o TAC para CD3, CD28 y CD2
monoespecifico. Se recontaron las células totales y las células viables usando un hemocitémetro con azul de tripano
en los momentos indicados. Los resultados demuestran que los cultivos estimulados con TAC dieron como resultado
expansion de linfocitos T totales incrementada y linfocitos T viables tras 21 dias en cultivo.

Ejemplo 6

Se aislaron células NK humanas mediante enriquecimiento negativo usando el kit de aislamiento de célula NK humana
EasySep (STEMCELL Technologies, N.° de Cat. 17955). Se cultivaron células NK aisladas (CD45+ CD3- CD56+) en
medio ImmunoCult-XF sin suero y xeno (STEMCELL Technologies, N.° de Cat. 10981) complementado con 500 Ul/ml
de IL-2 humana recombinante a una densidad celular de 1x108 células/ml. Las células NK o bien no recibieron estimulo
adicional (no estimulacién) o se estimularon con complejos TAC monoespecificos CD335/CD2 a una concentracion
final de 0,5 ug/ml de cada anticuerpo. El dia 3, 6, 8, 10 y 13, se recontaron la células viables totales usando un
Nucelocounter y se evalu6 la pureza de célula NK por citometria de flujo. Los cultivos se mantuvieron a
aproximadamente 1x10"6 células/ml con la adicién de medio ImmunoCult-XF fresco complementado con 500 Ul/ml de
IL-2.

Como se muestra en la Figura 6A, las células NK aisladas usando EasySep y mantenidas en medio ImmunoCult-XF
complementado con IL-2 incrementaron en pureza desde el 84,5 % al 94 % desde el dia 0 al dia 6 independientemente
de si recibieron algun estimulo adicional. La pureza de las células NK se mantuvo a un nivel similar hasta el dia 13 de
cultivo.

Como se muestra en la Figura 6B, las células NK estimuladas con complejos TAC CD335/CD2 monoespecificos
incrementaron en numero celular entre el dia 8 y el dia 10 y continuaron hasta el dia 13 momento en el que hubo un
incremento de 1,72 veces en el nUmero de células NK en los cultivos estimulados con CD335/CD2.

Aunque la presente divulgacion se ha descrito en referencia a lo que se consideran actualmente que son los ejemplos
preferidos, debe entenderse que la divulgacién no se limita a los ejemplos desvelados.

Citas completas de las referencias citadas en la memoria descriptiva

Dixon, J. F. P, Law, J. L., and Favero, J. J. (1989). "Activation of Human T Lymphocytes by Crosslinking of Anti-
CD3 Monoclonal Antibodies". Journal of Leukocyte Biology 46: 214-220.

Baroja, M. L., Lorre, K, Van Vaeck, F., and Ceuppens, J. L. (1989). "The Anti-T Cell Monoclonal Antibody 9.3 (Anti-
CD28) Provides a Helper Signal and Bypasses the Need for Accessory Cells in T Cell Activation with Immobilized
Anti-CD3 and Mitogens". Cellular Imnmunology 120: 205-217.

Smith-Garvin, J. E., Koretzkey, G. A., and Jordan, M. S. (2009). "T Cell Activation". Annual Review of Immunology
27:591-619.

Kruisbeek, A. M., Shevach, E., and Thornton, A. M. (2004). "Proliferative Assays for T Cell Function". Current
Protocols in Immunology 3.12.1 - 3.12.20.

Morrison et al., Proc. Natl Acad. Sci. U.S.A. 81,6851 (1985).
Takeda et al., Nature 314, 452 (1985).

Wacholtz et al., J. Immunol. 142(12), 4201-4212 (1989).
Geppert et al., J. Immunol. 140(7), 2155-2164 (1988).

Lansdorp et al., Eur. J. Immunol. 16(6), 679-683 (1986).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2808914 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método de activacion de linfocitos T o células NK que comprende cultivar una muestra que contiene linfocitos T
o células NK con una composicion que comprende al menos un complejo monoespecifico soluble, en donde cada
complejo monoespecifico soluble comprende dos proteinas de unién que se ligan y se unen al mismo antigeno sobre
los linfocitos T y las células NK, y en donde el antigeno sobre los linfocitos T o las células NK es cualquier antigeno
que activa dichos linfocitos T o células NK.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que la composicién comprende al menos dos complejos de
anticuerpo monoespecificos diferentes, en donde un complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un primer
antigeno sobre los linfocitos T o las células NK que activa dichos linfocitos T o células NK y el otro complejo de
anticuerpo monoespecifico se une a un segundo antigeno sobre los linfocitos T o las células NK que activa dichos
linfocitos T o células NK.

3. El método de acuerdo con las reivindicaciones 1 0 2 en el que la composicion comprende al menos tres complejos
de anticuerpo monoespecificos diferentes, en donde el primer complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un
primer antigeno que activa dichos linfocitos T o células NK, el segundo complejo de anticuerpo monoespecifico se une
a un segundo antigeno que activa dichos linfocitos T o células NK y el tercer complejo de anticuerpo monoespecifico
se une a un tercer antigeno sobre los linfocitos T o las células NK que activa dichos linfocitos T o células NK.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que:

(i) el o cada antigeno sobre los linfocitos T se selecciona independientemente del grupo que consiste en CD3,
CD28, CD2, C7, CD11a, CD26, CD27, CD30L, CD40L, OX-40, ICOS, GITR, CD137 y HLA-DR; o

ii) el o cada antigeno sobre las células NK se selecciona independientemente del grupo que consiste en CD335,
CD2, NKG2D, NKp44, NKp30, CD16, LFA-1y CD27.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en el que las proteinas de unién son
anticuerpos o fragmentos de los mismos y opcionalmente en donde los complejos monoespecificos solubles son
complejos de anticuerpo tetramérico.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 5 en el que los complejos de anticuerpo tetramérico (TAC) estan
compuestos de dos anticuerpos de una especie unidos por dos moléculas de anticuerpo de una segunda especie que
se une a la parte Fc de los anticuerpos de la primera especie animal.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 para activar los linfocitos T, en el que un
complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un primer antigeno sobre los linfocitos T y el otro complejo de
anticuerpo monoespecifico se une a un segundo antigeno sobre los linfocitos T.

8. El método de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que el primer antigeno es CD3.

9. El método de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8 en el que el segundo antigeno es CD28.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9 en el que el tercer antigeno es CD2.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 en el que la activacion de linfocitos T es
una o mas de la proliferacién de linfocito T aumentada, produccién de citoquina aumentada o expansion de linfocito T
aumentada.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6 para activar las células NK, en el que un
complejo de anticuerpo monoespecifico se une a un primer antigeno sobre las células NK y el otro complejo de
anticuerpo monoespecifico se une a un segundo antigeno sobre las células NK.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12 en el que el primer antigeno es CD335.

14. El método de acuerdo con las reivindicaciones 12 u 13 en el que el segundo antigeno es CD2.

15. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o 12 a 14, en el que la activacién de las
células NK es una o mas de la proliferacion de célula NK aumentada, produccién de citoquina aumentada o expansion

de célula NK aumentada.

16. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 en el que los linfocitos T o las células NK
son humanas.
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FIGURA 1
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FIGURA 5

Comparacion de expansion de linfocito T humano entre Dynabeads
CD3/CD28 y TAC CD3, CD28 y CD2 monoespecificos solubles
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FIGURA 6A
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FIGURA 6B
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