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METODO PARA LA EXPANSION Y DIFERENCIACION DE LINFOCITOS T Y CELULAS
NK EN TERAPIAS DE TRANSFERENCIA ADOPTIVA

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencion se relaciona con el campo de la Biotecnologia y la Inmuno-oncologia,
especialmente con un método para la expansion y diferenciacion de linfocitos T y células NK
con el fenotipo de memoria y su uso en la transferencia adoptiva de células para la terapia
del cancer.

ANTECEDENTES

La Interleucina 2 (IL2) fue la primera citocina en ser molecularmente caracterizada e
inicialmente mostr6 su capacidad de estimular el crecimiento y la expansion de las células T
y NK (Morgan y cols., 1976, Science, 193 (4257):1007-1008). La IL2 fue aprobada para uso
clinico en cancer en 1992 pero la descripcion precisa de la biologia de su receptor esta aun
en estudio (Rosenberg, 2014, J. Immunol., 192(12):5451-8; Smith, 2006, Medical
Immunology, 1476 (9433):5-3). La administracion sistémica de IL2 a altas dosis es utilizada
como inmunoterapia en cancer y ha producido respuestas duraderas en pacientes de
melanoma y carcinoma de células renales pero solo en una pequenfa fraccion de pacientes.
Ademas, este tratamiento induce una toxicidad significativa lo cual limita su relevancia clinica
(Atkins, 2006, Clin. Cancer Res., 12:2353-2358).

La IL2 interactia con tres tipos de receptores (IL2R) en los linfocitos T y células NK. El
receptor de baja afinidad (Kd ~10738M) que solo contiene el CD25 que es la subunidad alfa
(IL2Ra). El receptor de IL2 dimérico de afinidad intermedia (IL2RByY) (Kd ~107°M) que esta
formado por las subunidades CD122 o cadena IL2RB y el CD132 o cadena IL2Ry y el receptor
de alta afinidad (IL2RaBy) que contiene las tres subunidades IL2Rq, IL2RB y IL2Ry. Solo el
IL2RBy y el IL2Rapy son funcionales y capaces de transducir sefales a las células (Stauber
y cols., 2005, PNAS, 103(8):2788-2793; Wang, 2005, Science, 310(18):1159-1163).

IL2RB e IL2Ry estan presentes en las células efectoras del sistema inmune, mientras que la
expresion constitutiva de la subunidad IL2Ra en las células T reguladoras (Treg), hace que
estas expresen el IL2Ray y por tanto tienen un uso preferencial de la IL2 in vivo. (Malek,
2008, Annu. Rev. Immunol., 26:453-79). Hasta hoy, numerosos trabajos han demostrado que
la baja eficacia de la terapia con IL2 sistémica a altas dosis, se debe precisamente a la
expansion de las células Tregs que a su vez inhiben la respuesta efectora antitumoral (Choo
Sim y cols., 2014, J. Clin. Invest., 124(1):99-110).

En el empefio de mejorar la eficacia de la terapia con IL2, varios estudios mutacionales
demuestran que es posible mutar la IL2 ya sea para favorecer o afectar su interaccion con

cada una de las subunidades del receptor, basado en la expresién diferencial de las diferentes
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subunidades del IL2R en las células linforides (Skrombolas y Frelinger, 2014, Expert. Rev.
Clin. Immunol., 10(2):207-217). Los primeros estudios se enfocaron en aumentar la afinidad
de la IL2 por el IL2Ra (Rao y cols., 2003, Protein Engineering, 16(12):1081-1087). A pesar de
que no era evidente en el momento en que este trabajo se desarrollé, hoy en dia se sabe que
la estrategia de incrementar la afinidad por IL2Ra induce una expansién preferencial de las
Tregs, no deseable en la terapia antitumoral. Recientemente Levin y colaboradores en 1992
obtuvieron mutantes de IL2 afinidad incrementada por la subunidad IL2RB, la cual activa
preferencialmente las células efectoras que sobre-expresan el IL2RBy (IL2RBy). En particular,
la obtencién de una variante llamada superkina H9 result6é ser mas antitumoral y menos tdxica
que la IL2 nativa (Levin y cols., 2012, Nature, 484(7395): 529-33). Carmenate y cols.,
reportaron la introduccion de cuatro mutaciones en la secuencia de la IL2 humana que
reducen eficientemente la afinidad por el IL2Ra sin afectar la interaccién con el IL2RBy. Esta
muteina no expandié la poblacién de células Tregs cuando se administré in vivo y fue méas
efectiva y menos toéxica que la IL2 nativa modelos de ratéon (Carmenate et. al., 2013, J.
Immunol., 190(12):6230-8). Otras dos muteinas de IL2, nombradas F42K y R38A tienen
ademas muy reducida la afinidad de unién por IL2Ra y mostraron ser menos efectivas en
estimular las Treg in vitro y a su vez expandieron de manera eficiente a células LAK (Heaton
et. al., 1994, Ann. Surg. Oncol., 1(3):198-203).

Con el objetivo de mejorar la eficacia de la terapia con IL2 a altas dosis, otros trabajos se han
concentrado en el incremento de su tiempo de vida medio a través de la pegilacién o su fusién
a la porcién Fc de anticuerpos (Acs) (Zhu y cols., 2015; Cancer Cell, 27:498-501; Charych y
cols., 2016, Clin. Cancer Res., 22(3):680-90).

La transferencia adoptiva de células (ACT, por sus siglas en inglés), se define como el método
de tratamiento en el cual se extraen de un donante las células del sistema inmune, se cultivan
y/o manipulan in vitro y luego se administran al paciente para el tratamiento de una
enfermedad. Para el tratamiento del cancer, las células que se emplean en la terapia ACT
son generalmente linfocitos (Gattinoni y cols., 2006, Nat. Rev. Immun., 6:383-393). En esta
terapia tres modalidades principales de tratamiento prevalecen en la actualidad: a) el empleo
ex vivo de linfocitos infilirantes de tumor (TILs); b) el uso de células T o NK modificadas
genéticamente para expresar un receptor quimérico un TCR con mayor afinidad o avidez por
péptidos derivados de antigenos tumorales y ¢) el empleo de células T o NK engenierizadas
para expresar un receptor de antigeno quimérico (CAR) especifico por antigenos tumorales.
Estas dos Gltimas estrategias se combinan frecuentemente con la ingenierizacién genética de
los linfocitos transferidos para estimular sus funciones efectoras in vivo, por ejemplo, la
ingenierizacion de la secrecion de citocinas relevantes (Cassian Y., 2018, Curr. Opin.
Immunol., 51:197-203).
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A pesar de que la transferencia de células T efectoras reactivas al tumor puede causar
respuestas objetivas, hay fuertes evidencias tanto en humanos como en animales que
demuestran que las células T con un fenotipo de memoria central son mediadores superiores
de la respuesta antitumoral (Klebanoffy y cols., 2005, PNAS, 102(27):9571-6). Las células de
memoria central son células que han experimentado activacién antigeno-especifica (CD44+)
y que conservan la expresion de CD62L, la cual es necesaria para la migracién hacia los
nédulos linfaticos periféricos (Ridell y cols., 2014, Cancer J., 20(2):141-144). Las células T de
memoria central persisten por mas tiempo probablemente debido a su mayor capacidad de
proliferar y secretar citocinas como la IL2, después del re-encuentro con el antigeno (TCF1+).
Por el contrario, las células T efectoras son células que han tenido encuentros con el antigeno
y tienen una significativa disminucién de la expresion del CD62L una mayor expresion de
marcadores inhibitorios (PD1, TIM3 y LAG3) y una menor capacidad de secretar citocinas,
tienen una mayor propension a convertirse en células exhaustas in vivo (Kishton y cols., 2017,
Cell. Metab., 26(1):94-109; Klebanoff y cols., 2005, PNAS, 102(27):9571-6). Por tanto, para
lograr mejores terapias de ACT es necesario desarrollar protocolos para el cultivo de células
T que favorezcan la diferenciacién de los linfocitos hacia células de memoria central.

La IL2 promueve la activacion y expansion in vitro de los linfocitos T y las células NK, por lo
ha tenido un rol principal en el desarrollo de las terapias de ACT en cancer. Las primeras
estrategias descritas, emplearon la IL2 para generar células LAK, la co-administracién de LAK
y altas dosis de IL2 sistémicas, incrementaron la respuesta clinica de la monoterapia. En otra
estrategia, se usaron altas concentraciones de IL2 para expandir a los TILs del extracto
tumoral. Los TILs experimentan una rapida expansion en presencia de IL2 combinada con la
estimulacioén in vitro del TCR. Los TILs expandidos se administran al paciente junto con un
régimen de altas dosis de IL2 sistémica, dicho régimen contribuye a sostener la persistencia
in vivo de las células transferidas (Rosenberg, 2014, J. Immunol., 192 (12) 5451-8). Una
estrategia mas reciente para incrementar la eficacia de las altas dosis de IL2 sistémicas, como
adyuvante de la terapia ACT, desarrollé un método basado en la ortogonalizacién del par
ligando-receptor, utilizando una IL2 mutada que se une especificamente a su receptor mutado
pero no a su contraparte nativa. Con esta estrategia, los autores redirigieron la sefalizacion
de la IL2 hacia las células T ingenierizadas usando el par IL2-IL2R ortogonal, lo cual limita la
toxicidad indeseada y ademas fue efectiva en reducir el volumen tumoral e incrementar la
supervivencia al utilizar la terapia ACT en un modelo de cancer en ratén (Sockolosky y cols.,
2018, Science, 359 (6379):1037-1042).

A pesar del papel de la IL2 para modular la respuesta de células T asociada a la ACT, su
efecto en la expansién/diferenciacion de las células T de memoria no ha sido completamente
dilucidado. Las células expandidas in vitro en presencia de IL2 poseen fuertes propiedades

efectoras, y muestran ademas afectada su persistencia y supervivencia in vivo. La IL2
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promueve la activacién y proliferaciéon de las células T de una forma Unica y efectiva sin
embargo, también es responsable de favorecer el mecanismo de muerte inducida por
activacion (Spolski y cols., 2018, Nat. Rev. Immunol., (18) 648-659). Varios estudios muestran
gue reduciendo la sefializacion de la IL2 durante la activacion in vitro se pudiera favorecer el
desarrollo de células T CD8+ de memoria. La reducciéon de la sefial de IL2 se ha llevado a
cabo principalmente disminuyendo las concentraciones de IL2 o reduciendo el tiempo de
exposicion durante el cultivo in vitro. Otros autores han sustituido parcialmente el uso de la
IL2 con ofras citocinas de la familia de la cadena gamma comin, principalmente IL7, IL15 e
IL21 (Hinrichs et .al., 2008; Blood, 111(11) 5326-5333; Mueller et. al., 2008, Eur. J. Immunol.,
38(10) 2874-85; Zeng et. al., 2005, J. Exp. Med., 201(1) 139-48; Markley and Sadelain, 2010,
Blood, 115(17) 3508-3519; Zhang et. al., 2015, Clin. Cancer Res., 21(10): 2278-88). Por tanto,
el uso de IL2 se mantiene como una estrategia estandar en la activacion y expansién de
células T en inmunoterapias ACT.

La complejidad de la interaccién de la IL2/IL2R y sus implicaciones en la diferenciacion de las
células T, continGa sin ser completamente comprendida. Particularmente, el impacto de la
sefializacion preferencial a través de diferentes IL2R (IL2RaBy o IL2RBy) en la
expansién/diferenciacién in vitro de los linfocitos T todavia se desconoce. Ninguna de las
mutantes de IL2 anteriormente descritas han sido ensayadas para expandir/diferenciar
células T in vitro para terapias de ACT, ni tampoco se han reportado estrategias que
direccionalicen preferencialmente la sefial de IL2 a través del receptor de IL2 de afinidad
intermedia (IL2RBy).

Los autores de la presente invencidén encontraron ventajas sustanciales al emplear diferentes
estrategias que preferentemente que dirijan la sefial a través del IL2RBy durante la
activacion/expansion in vitro de los linfocitos T. Dichas estrategias inducen una eficiente
expansioén de las células T tumor-especificas con un marcado fenotipo de memoria central y
una mayor capacidad anti-tumoral en comparacién a las estrategias de cultivo tradicionales,
las cuales emplean la IL2 nativa en algin punto. La presente invencién permite una mejora
sustancial a los protocolos actuales de expansién/diferenciacion de células in vitro, antes de

ser usadas en terapias de ACT en pacientes con cancer.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona un método in vitro o ex vivo para el enriquecimiento y la
expansion de linfocitos con un fenotipo de memoria central que comprende la expansién de
linfocitos en una muestra obtenida de un sujeto o linfocitos aislados de dicha muestra, en
donde la expansién comprende la activacion del receptor de IL2 dimérico B/y.

Ademas, la presente invencidén proporciona un método in vitro para el enriquecimiento y

expansion de linfocitos con un fenotipo de memoria central que comprende expandir linfocitos
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en una muestra obtenida de un sujeto o linfocitos aislados de dicha muestra, en donde la

expansion comprende la activacion del receptor de I1L2 dimérico Bly.

La presente invencién proporciona un método para el enriqguecimiento y expansién de

linfocitos con un fenotipo de memoria central para uso en terapias de transferencia adoptiva

de células, en donde la expansién comprende la activacién del receptor de IL2 dimérico B/y.

La presente invencidén se relaciona con un método para la diferenciacién y/o expansioén al

fenotipo de memoria de linfocitos T y células NK utilizadas en terapias de transferencia

adoptiva de células que comprende tres etapas. Dichas etapas son:

i)
i)

ii)

Extraccion de los linfocitos T y células NK de un sujeto,

expansioén y diferenciacion in vitro de los linfocitos T y/o células NK con una
estrategia que garantice una sefializacién preferencial a través del receptor de
IL2 de afinidad intermedia (IL2RBy), opcionalmente dichos linfocitos T y las
células NK se pueden ingenierizar y

transferencia de las células activadas a un sujeto.

Particularmente, este método para la activaciéon de los linfocitos T y células NK emplea una

estrategia de sefalizacion preferencial a través del IL2RBy que se selecciona del grupo que

comprende:

el cultivo de los linfocitos T y células NK con una muteina de IL2 soluble que tenga
la propiedad de sefalizar preferencialmente por el IL2RBy,

modificacién genética de los linfocitos T y células NK para que secreten una
muteina de IL2 que tenga la propiedad de sefalizar preferencialmente por el
IL2RBy,

el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y un agente
farmacolégico que bloquee la interaccién IL2-IL2Ra (CD25),

el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y la
modificacién genética de los linfocitos T y células NK para que secreten una
proteina soluble que bloquee la interaccion IL2-IL2Ra (CD25),

el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y la
modificacién genética de los linfocitos T y células NK para disminuir la expresién
de IL2Ra (CD25) en la superficie celular y

el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y la
modificacién genética de los linfocitos T y células NK para incrementar de la
expresion del IL2RBy.

Mas particularmente las muteinas de IL2 comprenden las descritas en las SEQ ID NO.1 a 7

de la presente invencién. Los agentes farmacolégicos que bloquean la interaccion de la IL2

con la cadena a de su receptor se seleccionan entre: un Ac o un fragmento de Ac que se une
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alalL2 o ala cadena a del receptor de IL2, un péptido o una molécula pequefia quimicamente
definida que se une a la IL2 o a la cadena a del receptor de IL2 y una forma soluble de la
cadena a del receptor de IL2 o una variante modificada de esta.

En otrarealizacion, en la segunda etapa del método la sefalizacion a través del IL2RBy puede
ocurrir en diferentes momentos del cultivo de las células o mantenerse in vitro o in vivo. En la
tercera etapa la transferencia de células se puede realizar al sujeto donador de las mismas o
a uno diferente.

En algunas realizaciones, la expansién de los linfocitos con un fenotipo de memoria central
comprende el uso de hormonas adicionales, citoquinas y condiciones de cultivo optimizadas
para la expansion de los linfocitos. Preferentemente las citocinas IL12, IL17, I1L15 and IL21.
En particular, el método de la presente invencién permite prolongar la persistencia de las
células transferidas, asi como un mayor efecto anti-tumoral ex vivo, in vitro e in vivo.

En ciertas realizaciones, la muestra se obtiene del drenaje de los ganglios linfaticos. En otras
realizaciones, la muestra es un fragmento de tumor no tratado, un fragmento de tumor tratado
enzimaticamente, células tumorales disociadas/suspendidas, una muestra de ganglio linfatico
o una muestra de fluido corporal (por ejemplo, sangre, ascitis o linfa). En ciertas realizaciones,
el sujeto es humano.

En otro aspecto, en la presente invencion se describen métodos para tratar un tumor en un
sujeto que lo necesite que comprenden la administracién al sujeto de una cantidad efectiva
de linfocitos obtenidos con los métodos aqui descritos. En ciertas realizaciones, el tumor es
un tumor sélido. En ciertas realizaciones, el tumor es un tumor liquido.

Es objeto de la presente invencion el uso del método descrito para la terapia de transferencia
adoptiva de células, particularmente en la obtencién de linfocitos TILs o de receptores
quiméricos de células T y mas particularmente en el tratamiento del cancer.

Son objeto de la presente invencion las células obtenidas segin el método descrito.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion brinda un método ex vivo para el enriquecimiento y expansién de
linfocitos T y células NK con un fenotipo de memoria central que comprende expandir dichas
poblaciones en una muestra obtenida de un sujeto o linfocitos y células NK aislados de dicha
muestra, donde la expansién comprende la activacion del receptor de afinidad intermedia
(IL2RBY).

La presente invencién brinda un método in vivo para el enriquecimiento y expansion de
linfocitos T y células NK con un fenotipo de memoria central que comprende expandir dichas
poblaciones en una muestra obtenida de un sujeto o linfocitos y células NK aislados de dicha
muestra, donde la expansién comprende la activacion del IL2RBy.
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La presente invencién brinda un método para el enriquecimiento y expansién de linfocitos T
y células NK con un fenotipo de memoria central para el uso en terapias de ACT, donde la
expansion comprende la activacion del IL2RBy.

La presente invencion se basa en alterar la sefalizacioén a través del receptor de IL2 en los
linfocitos T y células NK in vitro y ex vivo, para su uso en terapias de ACT. Esta invencién
propone primeramente sustituir la IL2 (y su sefial nativa derivada) empleada en los protocolos
de activacion y cultivo in vitro de linfocitos T y células NK, antes de su transferencia in vivo,
con estrategias que inducen una sefalizacién preferencial a través del IL2RBy. Tales
estrategias incluyen, pero no se limitan a:

- el cultivo de los linfocitos T y células NK con una muteina de IL2 soluble que tenga
la propiedad de sefalizar preferencialmente por el IL2Rpy,

- modificacién genética de los linfocitos T y células NK para que secreten una
muteina de IL2 que tenga la propiedad de sefalizar preferencialmente por el
IL2RBy,

- el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y un agente
farmacolégico que bloguee la interaccién IL2-IL2Ra (CD25),

- el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y la
modificacién genética de los linfocitos T y células NK para que secreten una
proteina soluble que bloquee la interaccion IL2-I1L2Ra (CD25),

- el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y la
modificacién genética de los linfocitos T y células NK para disminuir la expresién
de IL2Ra (CD25) en la superficie celular y

- el cultivo de los linfocitos T y células NK en presencia de IL2 nativa y la
modificacién genética de los linfocitos T y células NK para incrementar de la
expresion del IL2RBy.

El método aqui descrito brinda estrategias para expandir/diferenciar células T y NK activadas
con un fenotipo de memoria central, altamente efectivas en el control del tumor cuando se
transfieren in vivo. Esta invencion representa una mejora sustancial en las actuales terapias
de ACT.

El cultivo de las células de acuerdo al método de la presente invenciéon puede realizarse
usando medios de cultivo apropiados y bajo condiciones ambientales adecuadas para el
cultivo in vitro de células del sistema inmune. La expansién de las células se puede realizar
en presencia de otras citocinas como la IL12, IL17, IL15 e IL21. La expansién de las células
puede realizarse utilizando cualquiera de los protocolos reportados para ACT. En la fase del
cultivo donde se emplea la IL2 en estos protocolos, se sustituye la sefal de la IL2 nativa por
cualquiera de las estrategias descritas en detalle en la presente solicitud. Adicionalmente, las

células pueden ser o no ingenierizadas para expresar: un CAR; un TCR con una especificidad
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deseada; otros receptores de interés en la membrana celular; secretar diferentes citocinas o
proteinas solubles de interés.

El método descrito en la presente invencion cuando se refiere a las células en que se aplica
se refiere a cualquiera de las siguientes: una mezcla de células T, células T purificadas tanto
CD8+ como CD4+, células NK, células NKT. Dichas células se pueden obtener de células
mononucleares de sangre periférica, de nddulos linfoides de drenaje del tumor o de infiltrados
tumorales.

Los términos “muteina de IL2”, “muteina no-a”, “muteina IL2 no-a”, “agonista parcial de IL2”
o mutante de IL2 son usados aqui intercambiablemente y se refieren a una proteina de 1L2
mutada, donde las mutaciones inducen la activacion del IL2RBy, preferencialmente
interacttan con el receptor dimérico de IL2 (IL2RBy), inducen, tienen una reducida afinidad
por el IL2Ra, o tienen una mayor afinidad por el receptor IL2RBy. Ejemplos no limitantes de
estas muteinas de IL2 estan en la SEQ ID NO. 1-7.

Los términos “linfocitos” y “célula linfoide” son usados aqui intercambiablemente y se refieren
a cualquier célula que media la inmunidad en un sujeto incluyendo linfocitos, linfoblastos y
células plasmaticas. En algunas realizaciones de la presente invencion, estos términos se
refieren a una clase de células blancas sanguineas que portan receptores de superficie con
especificada por un antigeno determinado y son responsables de la respuesta inmune
adaptativa. Dichas células pueden mediar la inmunidad humoral y celular. En otras
realizaciones de la presente invencién, estos términos se refieren a una clase de linfocitos
que no portan receptores de superficie con especificada por un antigeno determinado y
participan en la respuesta inmune innata.

Las estrategias que aqui se proponen pueden ser empleadas con fines terapéuticos para el
tratamiento del cancer en terapias de ACT en un sujeto que puede ser humano o animal.

En otro aspecto, en la presente invencién se describen métodos para tratar un tumor en un
sujeto que lo necesite que comprenden la administracién al sujeto de una cantidad efectiva
de linfocitos obtenidos con los métodos aqui descritos. En ciertas realizaciones, el tumor es
un tumor sélido (por ejemplo: tumor de ovario, melanoma, tumor de pulmén, tumor
gastrointestinal, tumor de mama). En ciertas realizaciones, el tumor es un tumor liquido (por
ejemplo: leucemia o linfoma). En ciertas realizaciones, el tumor expresa una mutacién
consistente en al menos un péptido que comprende un antigeno tumoral. En ciertas

realizaciones, el sujeto es humano.

Uso de citocinas ingenierizadas derivadas de la IL2 que preferencialmente sefializan
por el IL2RBy

Una realizacion de la presente invencion se refiere, en particular, al empleo de variantes
mutadas de la IL2 que sefalizan preferencialmente a través del IL2RBy, durante los protocolos
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de activacién y expansién de células T. Las variantes mutadas de IL2 incluyen, aunque no se
limitan a: variantes con afinidad reducida por IL2Ra, por ejemplo, las variantes descritas en
US 9,206,243 que se corresponden con las secuencias SEQ ID NO. 1-6 de la presente
invencion; asi como la muteina F42 descrita Heaton y colaboradores en 1994 y que
corresponde a la SEQ ID NO.7 de la presente invencién (Heaton y cols. Cancer Res. (1994)
53: 2597-2602).

En el cultivo de los linfocitos T, ademas de las variantes mutadas de IL2, se emplea
estimulacién por el TCR con perlas magnéticas recubiertas con antiCD3/antiCD28 o con
antigenos especificos. Estas variantes mutadas de IL2 pueden mantenerse durante todo el
cultivo o pueden usarse en fases especificas del cultivo, preferencialimente en los primeros
momentos de activacion. Las variantes mutadas de IL2 se pueden emplear en un rango de
concentraciones desde 1 ng/ml hasta 1 mg/ml, preferiblemente desde 1 pug hasta 5 pg.

La expansion de las células pudiera seguir cualquiera de los protocolos reportados en el
contexto de ACT. En la fase de cultivo, donde se utiliza la IL2 nativa en los protocolos
tradicionales, se afiade en su lugar una muteina de IL2. Por ejemplo, pudiera ser un protocolo
basado en el cultivo de células con Acs antiCD3/CD28 y la muteina de IL2 o pudiera
combinarse la muteina de 112 con otra citocinas como IL7, IL15, IL12 o IL21.

Ingenierizar las células para secretar muteinas de IL2 que preferencialmente sefalizan
por el IL2RBy

De acuerdo al método descrito en la presente invencién se pueden modificar genéticamente
las células para secretar cualquiera de las muteinas de IL2 referidas en esta invencién. Dicha
modificacion de las células pudiera realizarse con cualquiera de los métodos bien descritos
relacionadas a transduccién o transfeccion y ampliamente utilizados en el contexto de la
tecnologia ACT.

Por ejemplo, se puede llevar a cabo usando técnicas de edicion del genoma o vectores virales
para introducir un constructo en las células con el gen de la muteina. El constructo pudiera
contener un gen reportero para seguir facilmente la eficiencia de la transduccién o un gen de
resistencia a antibidticos para enriquecer la poblacién de células exitosamente transducidas.
La eficiencia de la transduccién/transfeccion debe ser alta, al menos lo suficientemente alta
para garantizar una sefial autocrina de IL2 preferencialmente a través del IL2RBy durante la
expansion in vitro. Este procedimiento particular le concede a las células disponibilidad para
una sefal constante por el receptor de IL2 de afinidad intermedia después de la transferencia

in vivo, contribuyendo a la persistencia de las células y a su capacidad anti-tumoral.
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La expansién de las células ingenierizadas pudiera seguir cualquiera de los protocolos en el
contexto de ACT pero sin adicion de IL2 nativa al cultivo. Por ejemplo, las células pudieran
ser activadas con una sefializacion especifica por el TCR, con una activacién por CD3/CD28
sola y/o en combinacién con citocinas de supervivencia como IL7, IL15 e IL21.

Adicion de agentes farmacolégicos que afecten la interaccion entre la IL2/IL2Ra en los
cultivos de células linfoides.

Otra estrategia que emplea el método de la presente invencién consiste en bloquear la
interaccion IL2/IL2Ra cuando se emplea la IL2 nativa en la expansiéon de células para ACT
empleando un agente farmacolégico. La adicion de tal agente desvia la sefial de la IL2 nativa
hacia el IL2RBy preferencialmente, al bloquear el acceso de la IL2 al receptor IL2Ra (CD25).
El protocolo de activacion/expansion pudiera combinar sefializacion especifica por el TCR,
activacion por CD3/CD28 y otras citocinas de interés. El agente farmacolégico y la IL2 deben
utilizarse siempre juntos y anadirse en el cultivo al mismo tiempo. La sefial parcial de IL2 a
través del IL2RBy resultante puede mantenerse durante todo el cultivo o en etapas fases
especificas o preferencialmente durante la primera etapa de la activacién. El agente
farmacolégico debe utilizarse en exceso para reforzar su capacidad de bloqueo, las
cantidades especificas deben calibrarse caso a caso, chequeando la capacidad para
bloquear la unién de la IL2 a CD25.

Los agentes farmacolégicos utilizados para bloquear la interaccién IL2-IL2Ra, en la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a: Acs o fragmentos de Acs que se unan al IL2Ra 0 a
la IL2; péptidos o0 moléculas pequefias quimicamente definidas que se unan al IL2Ra 0 a la
IL2 0 una forma soluble del IL2Ra 0 una variante modificada del mismo.

En el caso de los agentes farmacolédgicos que se unen a la IL2 debe verificarse su capacidad
para bloquear la interacciéon con el IL2Ra, sin afectar la union y sefalizacion a través del
IL2RBy. Estos agentes puede afiadirse separados de la IL2 en el cultivo, pero pudieran
mezclarse con la IL2 previamente para facilitar la formacién del complejo deseado.

La expansion de las células pudiera seguir cualquiera de los protocolos reportados en el
contexto de ACT pero en la fase de cultivo, donde se utiliza la IL2 en los protocolos originales
se afiade también el agente farmacoldgico. Por ejemplo, pudiera ser un protocolo basado
solamente en el cultivo de las células con Ac antiCD3/CD28 y la IL2 mas el agente bloqueador
0, pudiera combinarse la IL2 mas el agente bloqueador con otras citocinas como IL7, IL15,
IL12 e IL21.
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Ingenierizacion genética de las células para secretar proteinas solubles que bloqueen
la interaccion IL2/IL2Ra

Otra estrategia de la presente invencién se relaciona con modificar genéticamente las células
para secretar una proteina soluble, la cual bloquee especificamente la interaccion IL2/IL2Ra.
La modificacion de las células pudiera realizarse con cualquiera de los métodos de
transduccion o transfeccién bien descritos y que son ampliamente usados en el contexto de
ACT. Por ejemplo, se puede llevar a cabo usando técnicas de ediciéon del genoma o vectores
virales para introducir un constructo en las células con el gen de la proteina deseada. La
eficiencia de la transduccién/transfeccion debe ser alta, al menos lo suficientemente alta para
que las células produzcan suficiente proteina soluble para que se produzca un bloqueo
significativo de la interaccién IL2/IL2Ra y la sefial se dirija preferencialmente a través del
IL2RBYy, durante la expansion in vitro.

Las proteinas que pudieran usarse para el bloqueo de la interaccién IL2/IL2Ra segun la
presente invencién, incluyen pero no se limitan a: un Ac o fragmento de este que se une al
IL2Ra o a la IL2; una forma soluble del IL2Ra o alguna variante modificada del mismo.

La expansion de las células pudiera seguir cualquiera de los protocolos reportados en el
contexto de ACT,; sin ninguna variacién en esta estrategia solo las estrictamente necesarias
para la ingenierizacion de las células. Por ejemplo, el cultivo de las células con Acs
antiCD3/CD28 y la IL2 o pudiera combinarse la IL2 con otras citocinas como IL7, IL15, IL12
e lL21.

Ingenierizacion de linfocitos T para disminuir la expresion del IL2Ra en la membrana
celular

Otra estrategia de la presente invencién se refiere a la modificacion genética de las células
para reducir la expresion del IL2Ra en la superficie celular. Para la ingenierizacion varias
estrategias se pudieran utilizar que incluyen, pero no se limitan a: RNA de interferencia,
técnicas de edicion del genoma y estrategias para el knockout de genes especificos.

La modificacion de las células pudiera realizarse con cualquiera de los métodos bien descritos
relacionadas a transduccién o transfeccion y ampliamente utilizados en el contexto de la
tecnologia ACT. Por ejemplo, la reduccién o la supresion total de la expresion del CD25 en
las células se pudiera llevar a cabo utilizando vectores virales para introducir en las células la
construccién genética que contiene una pequena horquilla de RNA especifica para bloquear
la expresion de IL2Ro.

La expansion de las células pudiera seguir cualquiera de los protocolos reportados en el
contexto de ACT; sin ninguna variacion en esta estrategia solo las estrictamente necesarias

para la ingenierizacion de las células. Por ejemplo, el cultivo de las células con Acs
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antiCD3/CD28 y la IL2 o pudiera combinarse la IL2 con otras citocinas como IL7, IL15, IL12
e IL21.

Ingenierizacion de linfocitos T para incrementar la expresion del IL2RByen la
membrana celular

Otra estrategia de la presente invencién se refiere a la modificacion genética de las células
para incrementar la expresién del IL2RBy en la superficie celular. Esta estrategia se puede
realizar utilizando vectores virales para introducir en las células un constructo con el gen que
codifica para el CD122 (cadena beta del IL2R) o un constructo con el gen que codifica para
CD132 (cadena gamma del IL2R) bajo promotores de expresion constitutiva.
Alternativamente, en esta estrategia las células se pueden modificar genéticamente para
sustituir la expresion del CD122 nativo por una variante mutada del mismo con afinidad
incrementada por la IL2 en lugar de emplear el CD122 nativo. Esto se puede lograr
empleando técnicas de edicién del genoma o con auxilio de vectores virales para introducir
en las células la construccién genética con el gen del CD122 mutado.

En las estrategias que se describen, las construcciones genéticas pueden contener ademas
de los genes de interés, genes reporteros para evaluar de forma facil y rapida la eficiencia de
la transduccion, asi como genes que confieren resistencia a antibidticos especificos para
enriquecer la poblacién de células exitosamente transducidas.

La expansion de las células pudiera seguir cualquiera de los protocolos reportados en el
contexto de ACT,; sin ninguna variacién en esta estrategia solo las estrictamente necesarias
para la ingenierizacion de las células. Por ejemplo, el cultivo de las células con Acs
antiCD3/CD28 y la IL2 o pudiera combinarse la IL2 con otras citocinas como IL7, IL15, IL12
e IL21.

Métodos de tratamiento

En un aspecto relacionado, en la presente invencion se describe un método para tratar un
tumor en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz
de una poblacion de linfocitos producida por los métodos aqui descritos. En ciertas
realizaciones, los tumores son tumores sélidos. En ciertas realizaciones, los tumores son

tumores liquidos (por ejemplo, canceres de sangre).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Comparacion del fenotipo de células T obtenido cuando se cultivan con IL2 nativa
o con la muteina de IL2 que sefaliza preferencialmente a través del receptor de afinidad
intermedia IL2RBy. A) viabilidad celular, B) Porcentaje de células efectoras y de memoria.
Figura 2. Comparacién del fenotipo T obtenido cuando las células se cultivan en un amplio
rango de concentraciones de IL2 nativa y de la muteina de IL2 que sefializa preferencialmente

12



10

15

20

25

30

35

WO 2020/187340 PCT/CU2020/050002

a través del IL2RBy en relacién a: A) viabilidad celular, B) porcentaje de células PD1 positivas
y C). porcentaje de células con fenotipo de memoria central.

Figura 3. Comparacion del fenotipo de células T recobrado cuando estas se cultivan con la
IL2 nativa y una muteina de IL2 que sefializa preferencialmente por el IL2RBy sobre las
células T combinadas con IL-7 e IL-15 en relacién a: A), viabilidad celular, B) porcentaje de
células efectoras y de memoria.

Figura 4. Comparacion del fenotipo recobrado en las células T cuando se cultivan con IL2
nativa o con la muteina de IL2 que sefaliza preferencialmente a través del receptor de
afinidad intermedia, en un amplio rango de dosis, combinadas con IL7 e IL15. A) viabilidad
celular y B) porcentaje de células PD1 positivas y C) porcentaje de células con fenotipo de
memoria central.

Figura 5. Comparacion del fenotipo celular obtenido cuando las células se estimulan con la
IL2 o la muteina de IL2 solamente o con IL2 o la muteina de IL2 combinada con IL7 e IL15.
Figura 6A. Histograma que muestra el porcentaje de células eGFP positivas, lo cual indica la
eficiencia de la transduccién para la IL2 o la muteina de IL2.

Figura 6B. Comparacion en cuanto al porcentaje de células de memoria y efectoras
recobradas en cultivo cuando los linfocitos se transducen para producir la IL2 nativa o la
muteina de IL2.

Figura 7A. Histograma que muestra la eficiencia en la disminucién de la expresion del CD25
en los linfocitos al emplear diferentes shRNA.

Figura 7B. Comparacion en cuanto al porcentaje de células de memoria y efectoras a medida
que se logra una mayor disminucion de la expresién del CD25 en los linfocitos.

Figura 8. Comparacion del efecto de direccionalizar la sefializacién de la IL2 nativa hacia el
IL2RBy al emplear un Ac anti-CD25 sobre las células T CD8+ en relacion a: A) viabilidad
celular y B) porcentaje de células de efectoras y de memoria.

Figura 9. Capacidad funcional de las células T CD8+ con IL2 sola, IL2+IL15+IL7, la muteina
de IL2 sola o la muteina de IL2+IL15+IL7. A) produccién de Granzyma f por las células T
OT1 CD8+ re-estimuladas con el péptido SIINFEKL, B) Capacidad citotoxica contra las
células B160OVA por las células OT1 cultivadas con IL2, la muteina de IL2 sola o en
combinacién con IL7 e IL15.

Figura 10. Medicion del volumen tumoral en animales portadores del tumor MB160OVA que
recibieron como tratamiento células OT1 cultivadas con IL2 nativa o con la muteina de IL2.
Figura 11. Comparacion del efecto anti-tumoral in vivo de las células T OT1 transducidas
para producir IL2 nativa o la muteina de IL2 que sefializa preferencialmente a través del
IL2RBy. A) volumen tumoral, B) supervivencia en el tiempo.

Figura 12. Caracterizacién de TILs CD8+ antes y después del cultivo con IL2 0 con la muteina

de IL2 en cuanto a: A) Nivel de expansion, B) Porcentaje de expresion de Ki-67 por los TILs
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y C) distribucion de células T virgenes (CD62L+CD44-), de memoria central (CD62L+CD44+),
efectoras de memoria (CD62L-CD44+).

Figura 13. Caracterizacién de TlLs CD8+ antes y después del cultivo con IL2 o con la muteina
de IL2 en cuanto a: A) porcentaje de expresién de marcadores inhibitorios, B) produccién de
INFy, TNFa Granzyma B.

Figura 14. Expansién de célula s NK en los TILs cutivados con IL2 o con la muteina de IL2.
A) porciento de células NK, B) niumero de células NK.

Ejemplos

Ejemplo 1. La sustitucién de la IL2 nativa por una muteina de IL2 que sefaliza
preferencialmente por el IL2RBy preserva la viabilidad de los linfocitos y confiere un
fenotipo de memoria central.

Se aislaron las células T CD8+ virgenes a partir del bazo de ratones de la linea OT1. Para la
estimulacién del TCR se emplearon perlas magnéticas recubiertas con Acs antiCD3/antiCD28
durante siete dias, adicionalmente se mantuvo la estimulacion con la IL2 nativa o la muteina
de IL2 obtenida en el Centro de Inmunologia Molecular lote No. 1201602 y que se divulga en
la SEQ ID NO.6 de la patente US 9,206,243 durante diez dias. Cada dos dias el cultivo se
expandié para mantener la densidad celular en 1x108 y se afiadieron las citocinas con medio
fresco. Se alcanz6 una exitosa expansién de un gran nomero de células T en ambas
condiciones de cultivo y se observaron similares niveles de proliferacion. En la Figura 1A se
observa que al emplear la muteina de IL2 para estimular las células OT1 se mejord
significativamente la viabilidad celular (p< 0.0001), medida por citometria de flujo, en
comparacion con las células estimuladas con IL2 nativa. Adicionalmente se midié por
citometria de flujo la cantidad de células de memoria y la expresién de marcadores de
activacion e inhibicién. Las células estimuladas con la muteina en comparacion con las
estimuladas con IL2 nativa, mostraron un porcentaje significativamente mayor en el fenotipo
de memoria central (p< 0.0001), definidas por los marcadores CD62L+/CD44+ (Figura 1B).
El andlisis fenotipico de los marcadores PD-1, Kirg1, Lag-3 y Tim-3 mostré que las células
activadas con la muteinas de IL2 reprimen la expresién de ligandos de puntos de control del
sistema inmune (PD-1, Kirg1, Lag-3 y Tim-3) (Tabla 1).

Tabla 1. Expresion de diferentes marcadores de agotamiento (% de células positivas) frente

a las dos variantes de estimulacién utilizadas.

Marcador IL2 nativa muteina de IL2
PD1 2.61 0.38
TIM3 17.0 0.42
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Lag3 79.9 15.9

Kirg1 12.4 0.06

Los efectos antes descritos se mantienen en un rango de dosis tanto para las células
estimuladas con la muteina de IL2 como para la IL2 nativa en cuanto a viabilidad (Figura 2A),
expresion de PD1 (Figura 2B) y expresion de CD62L (Figura 2C).

Estos resultados en su conjunto indican que la sustitucién de la IL2 nativa por una muteina
de IL2 con una estimulacién preferencial por el IL2RBy, promueve una diferenciacién hacia
un fenotipo de memoria central en lugar de hacia el fenotipo efector que induce la IL2 nativa.
La muteina de IL2 confiere un mayor potencial para la recirculacion linfocitaria (mayor
expresion de CD62L) y una mayor resistencia al agotamiento (menor expresién de PD1), que

es el fenotipo mas deseado para la transferencia in vivo de células T.

Ejemplo 2. La sustitucion de la IL2 nativa por una muteina de IL2 que sehaliza
preferencialmente por el IL2RBy favorece el fenotipo de memoria central en protocolos
de cultivo en combinaciéon con IL7 e IL15.

Como esta descrito por otros autores, la combinacion de la IL7 e IL15 con la IL2 mejora el
desempefio de las células T en comparacion con la IL2 solamente (Redeker and Arens, 2016,
Front Immunol. 6(7): 345). En nuestro experimento, la IL2 o la muteina de IL2 se combinaron
en cultivo con IL7 e IL15 para la activacion/expansion de las células OT1.

En esta estrategia, para la estimulacion del TCR se emple6 el mismo procedimiento del
Ejemplo 1. La IL2 o la muteina de IL2 se afiadieron al comienzo del cultivo hasta el quinto dia,
posteriormente las células se mantuvieron con IL-7/IL-15 por diez dias. En este escenario,
ambas condiciones de cultivo brindaron una similar densidad celular en cultivo, una alta
viabilidad (Figura 3A) y favorecieron la prevalencia de células de memoria en lugar de
efectoras. Sin embargo, las células que se cultivaron con la muteina mostraron una mayor
proporcion de células de memoria central en el cultivo en comparacion a las cultivadas con la
IL2 nativa (p< 0.0015) como se muestra en la Figura 3B.

A su vez, las células cultivadas con la muteina mostraron una menor expresién de

marcadores de agotamiento como se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2. Expresién de diferentes marcadores de agotamiento (% de células positivas) cuando
la IL2 nativa o la muteina de IL2 es utilizada para la activacion/expansién in vitro, combinadas
con IL7 e IL15.

Marcador IL2 nativa muteina de IL2
PD1 1.69 0.48
TIM3 10.3 0.18
Lag3 84.3 211
Kirg1 6.07 0.05

Como parte del protocolo de combinacion con IL7 e IL15 se evaluaron diferentes
concentraciones de la IL2 nativa y la muteina de IL2 y se demostr6 que el efecto descrito es
similar en un determinado rango de dosis en cuanto a: viabilidad celular (Figure 4A), expresién
de PD1 (Figure 4B) y prevalencia de células de memoria (Figure 4C).

Aungue la combinacion de IL2 nativa con IL7 e IL15 mejora las condiciones de cultivo cuando
se compara con la IL2 nativa solamente, no se observa una mejora cuando se utiliza la
muteina de IL2 en protocolos combinados debido a que la muteina sola es altamente efectiva
en preservar la viabilidad celular e inducir un fenotipo de memoria central. Adicionalmente, la
muteina de IL2 sola es tan efectiva como la combinacién de IL2, IL7 e IL15 en inducir un
fenotipo de memoria central en las células T activadas. (Figura 5).

Ejemplo 3. Las células T ingenierizadas para producir la muteina que sefaliza
preferencialmente por el IL2RBy adquieren un fenotipo de memoria central.

Con el propoésito de obtener una fuente de suministro continio de citocina tanto in vifro como
in vivo, se modificaron genéticamente las células T para que produjeran la muteina de IL2
citada en el Ejemplo 1. Se utilizaron constructos de retrovirus que codifica para la proteina
verde fluorescente (del inglés eGFP) y la IL2 nativa o la muteina de IL2. El procedimiento de
transduccion se inici6 con la estimulacion de células T virgenes de ratones OT1 recién
aisladas con perlas magnéticas recubiertas con Acs antiCD3/antiCD28 y con IL2 nativa o con
la muteina de IL2. El sobrenadante del vector retroviral concentrado se afadio a las células
en placas recubiertas con retronectina a las 24 y 48h. Después de la transduccién, la
estimulacién del TCR es mantenida por 7 dias con perlas magnéticas recubiertas de Acs
antiCD3/antiCD28 junto con la IL-7/IL-15 durante 10 dias. La eficiencia de transduccién se
confirmé mediante la mediciéon de eGFP y se comprob6é que era mayor de 80% tanto con la
IL2 nativa como con la muteina (Figura 6A). Después de la transduccién, en el sobrenadante
del cultivo se cuantificaron por ELISA las moléculas IL2 nativa o la muteina de IL2 secretadas.
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De manera similar a lo observado cuando las células T OT1 se cultivaron con la muteina de
IL2 soluble, las células ingenierizadas con la misma tuvieron el fenotipo de memoria central
en comparacion con las células ingenierizadas con la IL2 nativa que resultaron ser del tipo
efector mayoritariamente (p< 0.0001) (Figura 6B) y mostraron una menor expresion de
marcadores de agotamiento (Tabla 3).

Tabla 3. Expresién de marcadores de agotamiento (% de células positivas) después de

ingenierizadas con la IL-nativa o la muteina de IL2.

Marcador IL2 nativa muteina de IL2
PD1 3.02 0.67
TIM3 17.0 0.35
Lag3 80.1 36.2

Todos estos resultados muestran que favorecer la sefalizacién por el IL2RBy favorece la
diferenciacion a células de memoria central a pesar de tener una sefalizacién constante y

sostenida.

Ejemplo 4. La ingenierizacion genética para disminuir la expresion del CD25 en los
linfocitos, favorece el fenotipo de memoria central en las células T activadas con laIL2
nativa.

Se emplearon los vectores que codifican para eGFP y para una pequefa horquilla de RNA
(shRNA) dirigida a blogquear la expresion del gen de la cadena a de la IL2 (CD25). El
procedimiento de transduccién se inicié con la estimulacién de células T virgenes de ratones
OT1 recién aisladas con perlas magnéticas recubiertas con Acs antiCD3/antiCD28 y con IL2
nativa. Se utilizaron tres construcciones diferentes de shRNA y se obtuvieron eficiencias
diferentes de knockdown basado en la expresion de CD25 en superficie. Como control de
transduccion se usé una construccién que codifica para eGFP y para una shRNA que no
afecta la expresion del gen de la cadena a de la IL2. Después de dos rondas de transduccién,
las células se mantuvieron en cultivo por cinco dias con IL2 (50 Ul/ml). La reduccién en la
expresion del CD25 se midié por citometria de flujo (Figura 7A). El porciento de células de
memoria central después de la estimulacién con IL2 es superior cuando se logra una mayor
disminucién en la expresion del CD25 (Figura 7B).

Con la disminucién de la expresion del CD25 se brinda un escenario para la estimulacion a
través del IL2RBy con la IL2 y en estas condiciones se favorece la diferenciacién a células T
CD8+de memoria central.
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Ejemplo 5. El fenotipo de memoria central se obtiene al estimular las células conIL2 y
bloquear simultaneamente la interaccion con CD25 a través de agentes farmacolégicos
ahadidos al cultivo.

En otro ensayo para direccionalizar la sefializacion a través del IL2RBy se utiliz6 un Ac contra
el CD25 junto a la IL2 nativa para la activacién in vitro de las células T. Se cultivaron células
T de ratones OT1 con perlas magnéticas recubiertas con Acs antiCD3/antiCD28 y con 50
Ul/ml de IL2 y 10 pg/ml de un Ac monoclonal anti-CD25 (BioLegend clone 3C7). El Ac anti-
CD25 se afiadi6 desde el dia 0 y se fue renovando cuando se afiadia medio fresco con IL2
nativa cada dos dias hasta completar 10 dias. Como control se utilizé un Ac con especificidad
irrelevante del mismo isotipo del anti-CD25 empleado. Transcurrido este tiempo se observé
que la adicién del Ac anti-CD25 durante la activacion con IL2 nativa incrementé la viabilidad
celular y la poblacion de células T de memoria central en comparacion con el control de isotipo
(p< 0,0001) (Figuras 8A y 8B respectivamente). Ademas, se observ6 que al anadir el Ac anti-
CD25 al cultivo, las células tienen menor expresion de marcadores de agotamiento (Tabla 4).
Tabla 4. Expresion de marcadores de agotamiento de las células después de bloquear con
un anti-CD25 junto a la IL-nativa o la muteina de IL2.

Marcador Control de isotipo Anti-CD25
PD1 4.12 3.33
TIM3 18.5 0.54
Lag3 80.2 21.3

Estos resultados sugieren que al direccionalizar la sefial a través del IL2RBy por el bloqueo
de la interaccién con CD25, las células son dirigidas hacia un fenotipo de memoria central,
que es el adecuado para terapias de transferencia adoptiva de células.

Ejemplo 6. Las células T que reciben una activacién preferencial a través del IL2Ry,
muestran una eficiente citotoxicidad antigeno especifica de las células T in vitro.

Se realiz6 un ensayo de citotoxicidad con el propésito de verificar la capacidad funcional de
las células T de memoria central, activadas a través del IL2RBy. Se emplearon células T de
ratones OT1 activadas con la metodologia descrita en los Ejemplos 1 y 3. Estas células se
estimularon con su antigeno especifico (el péptido SIINFEKL) y se determind por citometria
de flujo la capacidad de producir Granzyma B. Con el objetivo de evaluar la capacidad
citotoxica, las células OT1 activadas con la metodologia descrita en los Ejemplos 1y 3, se
co-cultivaron con células de melanoma B16 transducidas para expresar el antigeno nominal

OVA en su superficie (B16-OVA) en una proporcion de 1:1, como control se utilizaron células
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de melanoma B16 sin transducir. Se afiadié al cultivo el reactivo IncuCyteCytotox y se
monitore6 la muerte celular cada dos horas por un total de 60 h. Se confirmé que la lisis de
las células blanco fue antigeno-especifica debido a que no se obtuvo lisis en las células
controles.

Las células OT1 activadas con la muteina de IL2 que sefaliza preferencialmente el IL2RBy
mostré una actividad de lisis directa efectiva ex vivo, 1o que demuestra que cuando la
sefializacion se dirige a través del IL2RBy se diferencian a potentes células citotdxicas (Figura
9Ay B).

Ejemplo 7. Las células T que reciben una activacién por el IL2RBy muestran mejor
actividad antitumoral cuando se usa en modelos de transferencia adoptiva de células.
El modelo de ratones OT1 junto a la linea tumoral B16/OVA representa una aproximacion
preclinica de la terapia adoptiva de células. Se emplearon como receptores ratones de la
linea C57BL/6 que recibieron una inyeccién subcutanea de 1x10° células de melanoma que
expresan el péptido OVA, transcurridos diez dias se irradiaron con dosis sub-letales (5Gy).
Los animales se dividieron en cuatro grupos de tratamiento y los dias 11 y 15 recibieron una
transferencia intravenosa de 1x10%células T de ratones OT1 activadas de la siguiente forma:

Grupo 1: no recibi6 tratamiento (control)

Grupo 2: células T OT1 activadas con IL2 nativa (como se describié en el Ejemplo 1)

Grupo 3: células T OT1 activadas con la muteina de IL2 (como se describi6 en el Ejemplo 1)
Grupo 4: células T OT1 activadas con la muteina de IL2 combinada con IL7+IL15 (como se

describi6 en el Ejemplo 2).

Como se observa en la Figura 10, la terapia ACT empleando células que se activan con la
muteina de IL2 controla mejor el crecimiento tumoral en comparacion con las células
activadas con la IL2 nativa. Estos resultados indican que el fenotipo de memoria inducido
inicialmente con baja expresion de marcadores de agotamiento que se obtiene al activar las

células con la muteina de IL2 fue una estrategia efectiva para controlar el tumor in vivo.

Ejemplo 8. Las células T ingenierizadas para la produccion de la muteina de IL2 que
sefaliza preferencialmente por el IL2RBy mostraron una robusta actividad anti-tumoral
cuando se usaron en transferencia adoptiva de células.

Con el objetivo de mejorar la efectividad del método ACT, se ingenierizaron genéticamente
células T para producir la muteina de IL2. La insercion del gen permite una sefial continua y
sostenida de la muteina en las células T tanto in vitro como in vivo. Se emplearon como
receptores ratones de la linea C57BL/6 que recibieron una inyeccién subcutanea de 1x10°
células de melanoma que expresan el péptido OVA, transcurridos diez dias se irradiaron con

dosis sub-letales (5Gy). Los animales se dividieron en tres grupos de tratamiento y los dias
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11 y 15 recibieron una transferencia intravenosa de 1x10° células T de ratones OT1 de la

siguiente forma:

Grupo 1: no recibié tratamiento (control).

Grupo 2: células T OT1 ingenierizadas para producir IL2 nativa (el protocolo de transduccién
fue el mismo que el empleado en el Ejemplo 3).

Grupo 3: células T OT1 ingenierizadas para producir la muteina de IL2 (el protocolo de
transduccion fue el mismo que el empleado en el Ejemplo 3).

La Figura 11 muestra que los animales que recibieron las células ingenierizadas para producir
la muteina de IL2, experimentan un control del crecimiento del tumor establecido (Figura 11A)
y una mayor supervivencia (Figura 11B).

Ejemplo 9. Generacion de TILs utilizando la muteina de IL-2.

Debido a que las terapias de ACT pueden realizarse utilizando TILs, se evalué el efecto de la
muteina de IL2 en la expansion de estos linfocitos. Para estudiar el papel de la activacion del
receptor de IL2 dimérico B/y en los TILs, se aislaron tumores MC38 a partir de ratones
C5H7BL/6 entre los dias 19-21 después de la inoculacién de las células tumorales. Los tumores
se disociaron mecanicamente y se cultivaron durante 14-16 dias en presencia de IL2 nativa
o de la muteina de IL2. Se encontrd que la expansién de TILs fue mayor cuando la muteina
de IL2 se us6 en condiciones de cultivo. Consistentemente, la muteina de IL2 increment6 la
tasa de proliferacién de TILs (Figura 12A y B). Adicionalmente, los TILs cultivados ex vivo con
la muteina de IL2 mostraron una expansién significativa de células T de memoria central en
comparacion con los controles (Figura 12C). De manera general, estos datos muestran que
los TILs expandidos con la muteina de IL2 tuvieron una mayor proliferacion manteniendo un

fenotipo de memoria.

Ejemplo 10: Los TILs expandidos con la muteina de IL2 son polifuncionales y muestran
una reduccion de los marcadores de activacion y agotamiento.

A los TILs obtenidos con la metodologia utilizada en el Ejemplo 9 se les realizé una
caracterizacion fenotipica y de sus propiedades funcionales antes de la expansion, estos se
estimularon por 4 horas en presencia de anticuerpos anti-CD3 y anti-CD2.

Se encontré que los receptores inhibitorios PD-1, Lag-3 y Tim-3 estaban dramaticamente
reducidos en los TILs expandidos con la muteina de IL2 (Figura 13A). En cuanto a su
funcionalidad, se encontr6 que los que se expandieron con la muteina de IL2 mostraron una
produccién de INFy, TNFa y Granzima B (Figura 13B). Colectivamente, estos resultados
muestran la habilidad de la muteina de IL2 para expandir los TILs y enriquecerlos hacia un

fenotipo de memoria central sin comprometer su funcionalidad.
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Ejemplo 11. Generacion de células NK en los TILs utilizando la mutein a de IL2.

Para estudiar el papel de la activacién del receptor de IL2 dimérico B/y en la proporcién de
células NK entre el total de TILs expandidos, se aislaron tumores MC38 a partir de ratones
C5H7BL/6 entre los dias 19-21 después de la inoculacién de las células tumorales. Los tumores
se disociaron mecanicamente y se cultivaron durante 14-16 dias en presencia de IL2 nativa
o de la muteina de IL2. Los TILs cultivados ex vivo con la muteina de IL2 mostraron una
expansion significativa de células NK en comparaciéon con la IL2 nativa en términos de
proporcion del total (Figura 14A) y de nimeros absolutos (Figura 14B).
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