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Inmunoterapia en el
Banc de Sang i Teixits (BCN)

Dra. Ruth Coll
Desarrollo Clinico
Xcelia - Division de Terapias Avanzadas
Banc de Sang i Teixits
(www.bancsang.net)
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| ..3Inmunidad

Respuesta

Rapida Inmunitaria
Inespecifica
Sin memoria

Natural Adaptativa
(innata) (adquirida)

Barreras Respuesta
Naturales inmune

Piel
Mucosas

Celular

Fagocitos, células dendriticas
(receptores de reconocimiento de
patrones —PRR- y receptores de tipo Toll
— TLR- /sefiales de “peligro”)
Células NK (citotoxicidad mediada por
Ac/Ag virales)

Humoral

Celular

Lisozima Linfocitos T
(TCR/MCH)

Complemento
Interferon

CD8+ citotéxicos (MCH 1)

Especifica
Potente
Con memoria
(exposicidn previa)

Respuesta inmune
especifica

CD4+ T helper (MCHII)
T regs *

Humoral

Linfocitos B

(BCR)

Células plasmaticas (Ac)

Células Presentadoras de Antigenos (APC)
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B -Inmunidad

Respuesta
Rapida Inmunitaria Rapida

Inespecifica Especifica
Sin memoria Potente

Natural Adaptativa (ex?)ggicr:?éer?qp?rge\]/ia)
(innata) (adquirida)

Barreras Respuesta Respuesta inmune

Naturales inmune especifica

Piel
Mucosas

Arsenal terapéeutico de primera magnitud

(receptores de reconocimiento de

patrones —PRR- y receptores de tipo Toll Cc;mz:%:r"lg:to (TCR/ MCH) (BC R)
— TLR- /sefiales de “peligro”)

Células NK (citotoxicidad mediada por

Ac/Ag virales)

CD8+ citotéxicos (MCH 1) Células plasmaticas (Ac)

CD4+ T helper (MCHII)
T regs *
Células Presentadoras de Antigenos (APC)
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Estrategias de tratamiento para estimular o restaurar
el sistema inmune frente al cancer, infecciones y
otras enfermedades

Objetivo
profilactico (preventivo)
terapéutico (curativo)
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Induccion in vivo de la respuesta inmune

Activa
Pasiva

Transferencia de células o anticuerpos
previamente generados in vitro

G BANC DE SANG
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| M'eéanigr'r'los.ﬂe accién en Inmunoterapia |

Activacion Células dendriticas inmunogénicas

respuesta Inmunoterapia adoptiva (ACT)

Inmune Vacunacion

Inmunoterapia

Células dendriticas
tolerogénicas

_ Tolerancia inmune
Supresion

Alergias

Coste bajo

Segura Alta eficacia

Ventajas

Caro
Desventajas Baja eficacia Toxicidad potencial
Requiere tiempo

Aumenta eficacia en Puede administrarse en

Qtros tratamiento temprano patologia avanzada
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Células presentadoras de antigenos (APC)

< 2% de las CMN de SP

Diferentes tipos segun la expresion de marcadores y funciones.

Elevada expresion de Ag MHC clase |l

Ausencia de marcadores de linaje

Fenotipo variable segun estado de maduracion y activacion

Presentan moléculas de adhesiéon comun con los monocitos y macrofagos
Plasticidad funcional: respuesta inmunitaria o tolerogénica

Respuestas inmunitarias altamente especificas

Pueden generarse in vitro para aplicacion clinica (GMP)

Immature dendritic cells (left) that capture antigen extend Célula dendritica interactuando con linfocitos

processes and mature into APCs (right). Antigen Presentation Research Group (APRG)
COURTESY OF GEROLD SCHULER AND NIKOLAUS ROMANI Imperial College London

Vol. 204, No. 10, October 1, 2007;2245-2248
6 G BANC DE SANG
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CDs Inmunogénicas

Cancer
Melanoma
Colon
Mama
Préstata
Glioma
Enfermedades infecciosas (HIV)

~Células dendriticas (Il)

CDs Tolerogénicas

Alergia

Evitar rechazos en trasplantes
Autoinmunidad (EM, DM, AR)
Enfermedades de base inmune
(Ell, Psoriasis, Lupus)

Obtencion de células dendriticas a

TABLA I. Compuestos utilizados en la generacion
de células dendriticas tolerogénicas.

* Agentes inmunosupresores o antiinflamatorios:
— Corticosteroides (dexametasona)
- Vitamina D3
- Acido micofendlico
— Rapamicina
* Compuestos quimicos:
— AMPc
— Prostaglandinas
- Histamina
— Neuropéptidos

 Citocinas antiinflamatorias:

—rhlL-10
. . —TGF-B
partir de monocitos — —
Obtencién de (" Factores de\
monocitos y maduracion o Recogida de
) IL-4/GM- A
cultivo con agentes las células
IL-4/GM-CSF tolerogénicos l
Dia Dia Dia 6 Dia 8 —» Inoculacié
\_ V. l
Control de calidad:
+ Viabilidad/morfologia celular
iCD: CD inmaduras . Py oo
mCD- CD maduras Fenotipificacion (pureza). Citocinas
7
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389 ensayos
Source: www.clinicaltrial.gov (19SEP2014)

Colors indicate number of studies with locations in that region

Least T st

Labels give exact study count
Source:http://ClinicalTrials.gov
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“"Terapia Celular Adoptiva en
Infecciones Virales

Papel pivotal de los Linfocitos T

Infecciones viricas post trasplante

Reconstitucion inmune retardada por tratamiento
inmunosupresor / deplecién de linfocitos T

Elevada morbi / mortalidad
Patdégenos: CMV, EBV, ADV, BK, VZV
Relevancia del estatus serolégico Donante/Receptor

Indicacion
Reconstitucion inmunidad antiviral
Tratamiento de infecciones virales activas

9 G BANC DE SANG
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contra CMV

Trasplante de progenitores hematopoyéticos Trasplante de Organos Sélidos (SOT)
(HSCT) de donante disponible seropositivo SCU, Donante seronegativo
SOT
CMV infection (not responding to CMV infection (not responding to
antiviral chemotherapy /\4 antiviral chemotherapy)

. __ YRy =)

. .
.>.- . adoptive A

immunotherapy ® ® m 9

Donor Recipient Donor Recipient

. A
u adoptive
@ EEEEE o notherapy | TE R EE N E B

BANC DE SANG
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Citomégalovirus (CMV)

human cytomegalovirus
(HCMV) virion
EMD-5696

Dai XH, Yu XK, Gong H,
Jiang XH, Abenes G

* Infeccion de mas del 50% de la poblacion

+ Tras la primera infeccion (generalmente silente en
inmunocompetentes) se produce una infeccion cronica
controlada por la inmunovigilancia

- La reactivacion del CMV es una causa mayor de
morbimortalidad tras un trasplante hematopoyético

- Toxicidad, resistencia y reactivacion de virus tardia con el
uso de antivirales.

- Relevancia del estatus seroldgico:

Table 1. Characteristics of allogeneic HSCT cohort, cumulative CMV reactivation, and crude incidence rates to day +100, DFCI/BWH April
2000-June 2004

CMV Days after
Characteristic No. reactivation* % P HSCT+ IR (95% Cl)} IRR (95% CI)§
- Riesgo  cohort 606 225 a7.1 — 45064 0.499 (0.438-0.569) =
CMV serostatus]| < .001
CMV D—/R— 246 45 18.3 20082 0.215 (0.160-0.287) 1
CMV D+/R— 115 a6 31.3 8881 0.405 (0.292-0.562) 1.89 (1.19-3.00)
CMV D+/R+ 110 55 50.0 7289 0.755 (0.579-0.983) 352 (2.33-5.34)
CMV D—/R+ 135 89 65.9 7012 1.130 (0.914-1.390) 5.25 (3.63-7.68)

+ Riesgo
Marty et al. (2007) Sirolimus-based graft-versus-host disease prophylaxis protects against cytomegalovirus reactivation
after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation: a cohort analysis. Blood 110(2): 490-500.
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rapia:celular adoptiva‘ en
infeccion por CMV: Requerimientos

Donante:
Serologia negativa (HIV I/ll, VHB, VHC, Lues)
Seropositivo para el CMV

Test de estimulacion positivo (21% de los Linfocitos totales deben ser
susceptibles de producir IFN-y frente a la estimulacidn correspondiente)

Pueda ser candidato a aféresis

Receptor:
Sin esteroides o a dosis bajas (<20mg/d)
Sin tratamientos linfoliticos
Sin otras infecciones graves activas

12 G BANC DE SANG
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Metodologia

Obtenciéon de CMNs

Estimulacion de LT especificos contra CMV consiguiendo
secrecion de IFN-y

Captura de células productoras de IFN-y

Marcaje magnético de estas células

Expansion / seleccion de linfocitos productores de IFN-y
Concentracion y acondicionamiento del producto
Controles de calidad

13 G BANC DE SANG
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Métodos de estimulacion

Stimulations using CMV-infected fibroblasts or EBV-infected B cell
lines (potential biological risk) (Virus inactivados o lisado de virus)

Genetically modified APCs

CMYV antigen-pulsed DCs

CMV peptide-pulsed dendritic cells (DCs)
CMV antigen-pulsed PBMC (pp65)

CMV peptide-pulsed PBMC (Peptivator®)

1B
L
il
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- Proteina del tegumento

- Target inmunodominante de las células CD4+ y CD8+ en su respuesta
contra el CMV

- Las Cel T pp65-especificas producen citokinas como IFN-y, IL-2, y TNF-a

nucleocapsid

tegument
genome
membrane

glycoprotein complex I

glycoprotein complex ITI

Copyright 1994 - '97 Marko Reschie
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PepTivator®

Pool de péptidos que consisten basicamente en fragmentos de 15-
mer con un solapamiento (“overlaping”) de 11 aminoacidos, logrando
cubrir la secuencia completa del antigeno

Util para la estimulacién in vitro de células CD4+ y CD8+ especificas
de antigeno

No es HLA restrictivo (I-II)

GMP

15 aa

AL
s 11aa Vv
A

r ~
000000000000000

000000000000000

000000000000000
000000000000000

lllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII>
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Actlvacién de LT especnfncos contra CMV
pp65 vs PepTlvator

Los sujetos sanos seropositivos para CMV presentan en SP células CD4+ y CD8+ especificas

Proportion of CD4+ IFNg + (%)

" XCELIA :

-0.1

0.4

Frecuency of specific CMV CD4+ cells
in healthy subjects (n=10)

0.3 A

0.2

0.1 4

0.0

T T
pp65 Peptivator

Antigen source

17

Proportion of CD8+ IFNg+ (%)

0.8

0.6 1

0.4 1

0.2

0.0

Frecuency of specific CMV CD8+
in healthy subjects (n=10)

T
pp65 Peptivator

Antigen source
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Obtenciéon de CMNs

Estimulacion de LT especificos contra CMV consiguiendo
secrecion de IFN-y

Captura de células productoras de IFN-y

Marcaje magnético de estas células

Expansion / seleccion de linfocitos productores de IFN-y
Concentracion y acondicionamiento del producto
Controles de calidad

: 18 G BANC DE SANG
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Estrategias de expansion / seleccion

Expansion: In vitro / In vivo

Seleccion:

Seleccion multimera: Las células T reactivas a un péptido
inmunogénico son seleccionadas mediante un péeptido multimero
cargado magnéticamente

Requiere un donante con una alto porcentaje de cel T reactivas al péptido viral

Requiere un elevado volumen de sangre o una aféresis

Restringida a ciertos tipos de HLA

Riesgo de evasion virica

Evita el uso de APC
Captacidn de IFN-y: Las células estimuladas se seleccionan en base
a la expresion de IFN-y

No restriccion HLA

Contiene CD4+ y CD8+, disminuyendo la probabilidad de evasion virica
Requiere un elevado volumen de sangre o una aféresis

19 G BANC DE SANG
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CliniMIACS .cytokine capture system:
Test de estimulacion y obtencién de LT-CMV

|

Recuento de
CMN basal
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CliniMACS cytokine capture system: =~
Test de estimulacion y obtencién de LT-CMV (ll) " -

. -« activated Teell

PepTivator Muestras, CP y CN Incubacion a 37° C (4h)

Célula T activada

IFN-carmma Gatch ' sexreted cytokine
Mat% Reagent % ‘, I I 1
P> = f
| s
cytakine
A\ secreting cell
Catch reagent
RS 21 G BANC DE SANG
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""""" ' CHniMACS cytokme capture system*
Test de estlmulaplon y obtencién de LT-CMV (II)

sexcreted cytokine

Test de Obtencion del
estimulacion O/:W’ki"e | producto final
secreting cell 1

X

\
aptional:IFN-gamma -
Detectian Antibady

Positivo si
%CD4+INFg+ +
%CD8+INFg+
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XCELIA

PRODUCTO FINAL
(Estimulado y seleccionado)
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PLOT 1
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T-XCQ-016: ANALISIS DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS PRODUC |
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° 1000
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Certificado de liberacién )
Provisional Definitivo
Ensayo Especificaciones Resultado Dictamen Ensayo Especificaciones Resultado Dictamen
Recuento < 5x10 * Linfocitos T/Kg de | 4.9x10 * Linfocitos Conforme Recuento < 5x10 * Linfocitos T/Kg de | 4.9x10 * Linfocitos Conforme
paciente T/Kg de paciente paciente T/Kg de paciente
Viabilidad 270 % 98.7% Conforme Viabilidad >70 % 98.7% Conforme
Fenotipo 2 20 % Linfocitos T 82.3% Conforme Fenotipo > 20 % Linfocitos T 82.3% Conforme
especificos (Productores especificos (Productores
de IFNg) de IFNg)
Endotoxina < 0.5 EU/mL <0.5 EU/mL Conforme Endotoxina <05 EU/mL <05 EU/ML Conforme
Tincion de Gram Negativo Negativo Conforme " - -

" - - Micoplasma Negativo Negativo Conforme
Micoplasma Negativo Pendiente Pendiente Esterilidad Esteril Esteril Conforme
(E:stenlldad - Es‘°,’ L - Pend'en.te Pendfeme Control de particulas | Segin Anexo 1 de la Guia | Conforme Conforme

ontrol de particulas | Segun Anexo 1 de la Guia | No se dispone de la | Pendiente del entomo de Nonmas de Conecla
del entorno de Normas de Correcta totalidad ] A
productivo Fabricacion de productivo Fabricacion de

Medicamentos Medicamentos -
Control Seguin Anexo 1 de la Guia | No se dispone de la | Pendiente Control Segun Anexo 1 de la Guia | Conforme Conforme
microbiologico de Normas de Correcta | totalidad microbiologico de Normas de Correcta
ambiental Fabricacion de ambiental Fabricacion de
Medicamentos Medicamentos
24 G BANC DE SANG
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Ségdirhiento del paciente en estud'i.omCM;\'I

Infusion LT-CMV

Hasta el dia +30 Cada 7d.

Dia +30 a dia +60 Cada 14d.

+60 hasta 6m. Cada 28d.

Test cualitativo: Quantiferon®
Test cuantitativo: Subpoblaciones especificas anti-CMV

G BANC DE SANG
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CliniMACS Cytokine Capture System:
Pros y Contras

N

Rapido Requiere activacion in vitro
No HLA-restrictivo Dificultad de la técnica
Células T CD4 y CD8 Coste elevado

Requerimientos regulatorios

Posibilidad de Multiantigeno (GMP)

26 G BANC DE SANG
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o tratar infecciones post TPH

Generacion de Linfocitos T con dianas multiples, incluyendo CMV,
EBV y ADV. Posibilidad de incluir VZV y Aspergillus

Generados a partir del donante
De donantes "third party” / posibilidad creacion de bancos HLA compatibles

Estimulacion y expansion in vitro de Linfocitos T naive
Vacunacioén del donante de progenitores hematopoyéticos

Infusion diferida de LT CD4 del donante

Infusion de LT del donante deplecionados de células aloreactivas

Hanley PJ et al. Cytotherapy. 2011
Jedema | et al. Haematologica 2011
Hanley PJ et al Blood 2009;114:1958-1967.
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Infusién profilactica de linfocitos de donante en
trasplante de sangre de cordén

Producto en investigacion: Fraccion 20% de la unidad de SCU trasplantada
Indicacion: Leucemias agudas de alto riesgo
Promotor y Banco de Cordon: Banc de Sang i Teixits
IP: Dr. Sergi Querol
Centros: 4 centros, 6 Servicios (4 adultos; 2 pediatricos)
Hospital Universitari Vall d"Hebron (Barcelona)
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau (Barcelona)
ICO, Hospital Duran i Reynals (Hospitalet de Llobregat, Barcelona)

|CO, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (Badalona, Barcelona)

Estado: iniciado

28 G BANC DE SANG
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Diseno Experimental

Diseio: Estudio piloto, multicéntrico, abierto y de un solo brazo de tratamiento
Pacientes: 20 pacientes afectados de leucemia aguda de alto riesgo

Objetivos: evaluar la seguridad y eficacia segun reconstitucién inmune
Tratamiento: SCU U80 + DLI profilactica (SCU U20) entre dia 60 y 90 postrasplante.

>

Cl cordén Cl estudio Y V4 L
(DIA 0+ (60-90d) (DIA 0+12m)
V2
(DIA 0+28d) V10
V3 (DIAO+
9m)

l (DIAO+(60-80d) | y5 g Vi V8 V9

Paciente candidato \J, \|, \L \|/ \|/ \Jr ‘Jl

a trasplante p
Screening (DIA T T T T T

i Acondicionamiento Alta
0-30d) o
hospitalaria +15d +30d +45d +60d +90d
Eligibilidad DLI
Seleccion Ingreso hospitalario
de corddn Fase Post-trasplante y Seguimiento
Trasplante 80% unidad DLI Fin de seguimiento
de SCU Trasplante 20% unidad
de SCU
29 G BANC DE SANG
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Objetivo principal

Evaluar la seguridad de esta aproximacion terapéutica mediante:
Evaluacion clinica de los efectos inmediatos de la infusion
Analisis de la enfermedad injerto contra huésped post-DLI

Objetivos secundarios

Velocidad y diversidad de la reconstitucion inmune hasta los 12m. post-trasplante
Incidencia y tipo de infecciones

Incidencia de recaidas
Curvas de supervivencia

, 30 G BANC DE SANG
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Variables de Valoracién

Variables principales de valoracién

Evaluacion de la seguridad mediante:
Exploracion fisica, constantes vitales y AA
Incidencia y grados de EICH en los pacientes del estudio a partir de la DLI y
hasta los 12 meses post-trasplante

Variables secundarias de valoracion

Evaluacién de la eficacia mediante:
Reconstitucion T y subpoblaciones CD4 y CD8
Reconstitucion de las células NK
Reconstitucion células células B
Respuesta antigénica especifica de las células T a aloantigenos, antigenos
tumorales y antigenos infecciosos
Incidencia y tipo de infecciones
Incidencia de recaidas
Mortalidad precoz y tardia
Supervivencia global y libre de enfermedad
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En el momento del trasplante:
Pacientes < 60a. con propuesta de trasplante de sangre de cordon segun protocolo asistencial
Diagnostico de leucemia aguda de alto riesgo con indicacion de trasplante alogénico
Bolsa de sangre de cordon congelada en fracciones, una con el 80% del producto y la otra con el 20%
Presencia de al menos 1.2E9 células nucleadas totales y >1E5 CD34/kg y >6E6 CD34+ en la fraccidn
del 80%
Compatibilidad 4/6 o mejor tomando HLA-A, HLA-B por resolucion antigénica y DRB1 por resolucion
alélica
El paciente (o representante legal, si precisa) ha firmado el consentimiento Informado

En el momento de la DLI:
Injerto documentado de la sangre de cordon
El paciente no ha presentado EICH durante los primeros 60 dias post-trasplante o, en caso de
presentarlo, reciba menos de 10mg de prednisona en el momento de la DLI o < de 0,2 mg/kg/dia de
prednisona para pacientes pediatricos (<16 afos).
El paciente presente menos de 200 células CD4+ por microlitro de sangre periférica a los 60d. (£7d.)

post-trasplante
El paciente (o representante legal, si precisa) ha firmado el consentimiento Informado
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Criterios de Exclusion

En el momento del trasplante:
Participacion simultanea en otro ensayo clinico o tratamiento con otro producto en fase de
Investigacion en los 30d. previos a la inclusion en el estudio
Mujeres embarazadas, que pretenden estarlo en los siguientes 12 meses a la firma del
consentimiento informado o que no tomen medidas anticonceptivas adecuadas segun criterio del
investigador
Mujeres en periodo de lactancia
Otras patologias o circunstancias que puedan comprometer la participacion del paciente en el
estudio segun criterio del investigador

En el momento de la DLI:
EICH grado IlI-IV tras el alotrasplante de SCU
Tratamiento con prednisona (>10mg totales por dia en adultos o > de 0,2 mg/kg/dia de prednisona

para pacientes pediatricos)
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Pacientes escrinados

Pacientes incluidos

Pacientes tratados DLI
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Muchas gracias
por su atencion
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