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Descripcion
Células asesinas naturales modificadas y lineas de células asesinas naturales que tienen mayor citotoxicidad
Introduccién
[0001] La presente invencion se refiere a la modificacion de células asesinas naturales (NK) y lineas de células NK
para producir derivados de las mismas con un fenotipo mas citotéxico. Ademas, la presente invencion se refiere a

usos de las células en el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencion.

[0002] Normalmente, las células inmunes requieren que una célula diana presente antigeno a través del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) antes de desencadenar una respuesta inmune que resulte en la muerte de la
célula diana. Esto permite que las células cancerosas que no presentan MHC de clase | evadan la mayoria de las
respuestas inmunitarias.

[0003] Sin embargo, las células NK son capaces de reconocer células cancerosas en ausencia de expresion de
clase | de MHC. Por lo tanto, desempefian un papel critico en la defensa del cuerpo contra el cancer.

[0004] Por otra parte, en ciertas circunstancias, las células cancerosas demuestran una capacidad para amortiguar
la actividad citotdxica de las células NK, a través de la expresion de ligandos que se unen a receptores inhibitorios
en la membrana de las células NK. La resistencia al cancer puede implicar un equilibrio entre estos y otros factores.

[0005] La citotoxicidad, en este contexto, se refiere a la capacidad de las células efectoras inmunes, por ejemplo, las
células NK, para inducir la muerte de las células cancerosas, por ejemplo, liberando compuestos citoliticos o uniendo
los receptores a las membranas de las células cancerosas e induciendo la apoptosis de dichas células cancerosas.
La citotoxicidad se ve afectada no solo por las sefiales que inducen la liberacién de compuestos citoliticos, sino
también por las sefiales que inhiben su liberacion. Por lo tanto, un aumento en la citotoxicidad conducira a una
destruccién mas eficiente de las células cancerosas, con menos posibilidades de que las células cancerosas
humedezcan la actividad citotoxica de la NK, como se mencioné anteriormente.

[0006] Se ha sugerido la modificacion genética para eliminar la funcién del receptor inhibitorio en las células NK
como un método para aumentar la citotoxicidad de las células NK contra las células cancerosas que carecen de la
expresion de clase | del MHC pero que son capaces de reducir la citotoxicidad NK (Bodduluru et al. 2012). NKG2A
se ha establecido como un receptor inhibidor que vale la pena silenciar en estas circunstancias, ya que se sabe que
ciertas células cancerosas expresan MICA que se une a NKG2A e inhibe la citotoxicidad de las células NK en
ausencia de expresion de MHC de clase | (Shook et al. 2011; WO 2006/023148).

[0007] Otro método para regular a la baja la expresion de NKG2A se ha demostrado en las células NK-92, en las
que se demostrd que la transfeccion con un gen que codifica IL-15 esta asociada con una reduccion en la expresion
de NKG2A (Zhang et al. 2004). Sin embargo, a pesar de un aumento observado en la citotoxicidad de las células
NK, el aumento probablemente fue el resultado de un aumento concomitante en la expresion del receptor activador
NKG2D. Esto se apoya en la observacion de que el bloqueo de los receptores NKG2A en las células NK-92 no se
asocié con un aumento de la citotoxicidad contra las células de mieloma mudltiple (Heidenreich et al. 2012). Sin
embargo, vale la pena sefalar que la linea celular NK-92 es una linea celular altamente citotdxica con una expresion
muy baja de receptores inhibidores. Por lo tanto, cualquier aumento en la citotoxicidad asociada con la disminucion
de la expresion de NKG2A podria haber sido demasiado trivial para detectar.

[0008] Se han realizado estudios similares en ratones. Por ejemplo, los ratones expresan un receptor llamado Ly49
en las células NK, que es analogo a los receptores KIR inhibidores humanos. Se ha demostrado que al bloquear el
receptor Ly49 con fragmentos de anticuerpos, las células NK son mas citotoxicas y pueden matar células de
leucemia murina in vitro e in vivo (Koh et al. 2001).

[0009] Es una consecuencia de la reduccion de la funcién del receptor inhibitorio, sin embargo, las células
"normales" en el cuerpo también se vuelven mas susceptibles al ataque de las células NK modificadas, ya que las
células NK modificadas se vuelven menos capaces de distinguir entre las células "normales" y células cancerigenas.
Esta es una desventaja significativa de reducir la funcién del receptor inhibitorio "clasico".

[0010] Otra forma en la que se sabe que las células NK matan las células cancerosas es mediante la expresion de
TRAIL en su superficie. El ligando TRAIL es capaz de unirse a los receptores TRAIL en las células cancerosas e
inducir la apoptosis de dichas células cancerosas. Un enfoque especulativo describe la sobreexpresion de TRAIL en
células NK para aprovechar este mecanismo anticancerigeno (EP1621550).

[0011] Ademas, se ha informado que la IL-12 aumenta la expresion de TRAIL en las células NK (Smyth et al. 2001).
Sin embargo, las células cancerosas han desarrollado mecanismos evasivos y protectores para tratar con las células
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NK que expresan TRAIL. Los receptores de sefiuelo TRAIL se expresan a menudo en las membranas de las células
cancerosas, y la union de TRAIL a estos receptores de sefiuelo no puede inducir la apoptosis; ain no se han
aplicado métodos para superar tales mecanismos.

[0012] La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia maligna hematopoyética que involucra células
precursoras comprometidas con el desarrollo mieloide y representa una proporcion significativa de leucemias
agudas tanto en adultos (90%) como en nifios (15-20%) (Hurwitz, Mounce et al. 1995; Lowenberg, Downing et al.
1999). A pesar de que el 80% de los pacientes lograron la remision con quimioterapia estandar (Hurwitz, Mounce et
al. 1995; Ribeiro, Razzouk et al. 2005), la supervivencia sigue siendo insatisfactoria debido a las altas tasas de
recaida de la enfermedad residual minima (MRD). Los cinco afios de supervivencia dependen de la edad; 60% en
nifios (Rubnitz 2012), 40% en adultos menores de 65 afios (Lowenberg, Downing et al. 1999) y 10% en adultos
mayores de 65 afos (Ferrara y Schiffer 2013). Estos resultados pueden mejorarse si los pacientes tienen un donante
de células hematopoyéticas adecuado, pero muchos no, destacando la necesidad de un enfoque alternativo al
tratamiento.

[0013] Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos citotoxicos, con fenotipos distintos y funciones efectoras
que difieren de, por ejemplo, células T asesinas naturales (NK-T). Por ejemplo, mientras que las células NK-T
expresan receptores de antigeno tanto de CD3 como de células T (TCR), las células NK no lo hacen. En general, se
encuentra que las células NK expresan los marcadores CD16 y CD56, en donde CD16 funciona como un receptor
de Fc y media la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) que se discute mas
adelante. KHYG-1 es una notable excepcion en este sentido. A pesar de que las células NK son naturalmente
citotoxicas, se han desarrollado lineas de células NK con mayor citotoxicidad. NK-92 y KHYG-1 representan dos
lineas de células NK que se han investigado exhaustivamente y son prometedoras en la terapéutica del cancer
(Swift et al. 2011; Swift et al. 2012).

[0014] La inmunoterapia celular adoptiva para uso en el tratamiento del cancer comunmente implica la
administracion de células T naturales y modificadas a un paciente. Las células T pueden maodificarse de varias
maneras, por ejemplo, genéticamente, para expresar receptores y/o ligandos que se unen especificamente a ciertas
células cancerosas diana. La transfeccion de células T con receptores de células T de alta afinidad (TCR) y
receptores de antigenos quiméricos (CAR), especificos para antigenos de células cancerosas, puede dar lugar a
respuestas de células T especificas de cancer altamente reactivas. Una limitacion importante de este enfoque
inmunoterapéutico es que las células T deben obtenerse del paciente para la expansion ex vivo autdloga o deben
usarse células T compatibles con MHC para evitar la erradicacion inmunoldgica inmediatamente después de la
transferencia de las células al paciente o, en algunos casos, el inicio de la enfermedad de injerto contra huésped
(GVHD). Ademas, las células T transferidas con éxito a menudo sobreviven durante periodos prolongados de tiempo
en la circulacioén, lo que dificulta el control de los efectos secundarios persistentes que resultan del tratamiento.

[0015] En el trasplante de haplotipos, se cree que el efecto de injerto contra leucemia esta mediado por las células
NK cuando existe una falta de coincidencia del receptor-ligando inhibidor de KIR, lo que puede conducir a una mejor
supervivencia en el tratamiento de la AML (Ruggeri, Capanni et al. 2002; Ruggeri, Mancusi et al. 2005). Ademas, la
recuperacion rapida de NK se asocia con un mejor resultado y un efecto mas fuerte de injerto contra leucemia (GVL)
en pacientes que se someten a un trasplante de células hematopoyéticas (HCT) con haplotipo T deplenado en la
AML (Savani, Mielke et al. 2007). Otros ensayos han usado células NK haploidénticas expandidas ex vivo para tratar
la AML en adultos (Miller, Soignier et al. 2005) y nifios (Rubnitz, Inaba et al. 2010).

[0016] Se han establecido varias lineas de células NK permanentes, y la mas notable es NK-92, derivada de un
paciente con linfoma no Hodgkin que expresa marcadores de células NK tipicos, con la excepcion de CD16
(receptor gamma Il de Fc). NK-92 ha sido sometido a extensas pruebas preclinicas y muestra una lisis superior
contra una amplia gama de tumores en comparacion con las células NK activadas y las células asesinas activadas
por linfocinas (LAK) (Gong, Maki et al. 1994). Se ha establecido la citotoxicidad de las células NK-92 contra la AML
primaria (Yan, Steinherz et al. 1998).

[0017] Otra linea de células NK, KHYG-1, ha sido identificada como un potencial contendiente para uso clinico (Suck
et al. 2005) pero ha reducido la citotoxicidad, por lo que ha recibido menos atencion que NK-92. Se sabe que las
células KHYG-1 son pre-activadas. A diferencia de las células NK enddgenas, las células KHYG-1 estan polarizadas
en todo momento, lo que aumenta su citotoxicidad y las hace mas rapidas para responder a los estimulos externos.
Las células NK-92 tienen una citotoxicidad inicial mas alta que las células KHYG-1,

[0018] Por lo tanto, esta claro que los protocolos actuales de inmunoterapia adoptiva se ven afectados por la
variabilidad del donante en la cantidad y calidad de las células efectoras, variables que podrian eliminarse si las
lineas celulares efectivas estuvieran disponibles para proporcionar una terapia mas estandarizada.

[0019] Se ha realizado una cantidad considerable de investigacion sobre la citotoxicidad de las células NK utilizando
modelos de raton. Un ejemplo es el hallazgo de que el ARNm de la perforina y la granzima B se transcriben
constitutivamente en células NK de ratén, pero se detectan niveles minimos de proteina hasta la estimulacién o
activacion de las células NK (Fehniger et al, 2007). Si bien este trabajo y otro trabajo con células NK de ratén son
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interesantes, no se puede confiar en ellos como evidencia concluyente de la citotoxicidad de las células NK en
humanos. En contraste con el ejemplo anterior, las células NK humanas expresan altos niveles de perforina y
proteina granzima B antes de la estimulacion (Leong et al, 2011). El resultado es que cuando el ratén o las células
NK humanas estan recién aisladas en el cultivo, las células NK del raton tienen una actividad citolitica débil, mientras
que las células NK humanas exhiben capacidades citoliticas fuertes.

[0020] Las células NK de ratéon y humanas también varian mucho en sus marcadores de expresion, cascadas de
sefializacion y distribucion tisular. Por ejemplo, CD56 se usa como marcador para las células NK humanas, mientras
que las células NK de ratéon no expresan este marcador en absoluto. Ademas, un mecanismo bien establecido para
regular la citotoxicidad de las células NK es a través de la union de ligandos, la activacion de NK y los receptores
inhibidores. Se sabe que dos de los receptores de activacion de NK humanos mas prominentes son NKp30 y
NKp44, ninguno de los cuales se expresa en células NK de raton. Con respecto a los receptores inhibidores de NK,
mientras que las células NK humanas expresan KIR que reconocen MHC de clase | y reducen la actividad citotoxica,
las células NK de raton no expresan KIR en absoluto, sino que expresan Ly49s (Trowsdale et al, 2001). En general,
a pesar de que las células NK de raton logran la misma funciéon que las células NK humanas en su entorno
fisioldgico natural, los mecanismos que cumplen esta funcion varian significativamente entre las especies.

[0021] Por lo tanto, existe una necesidad de células NK humanas alternativas y preferiblemente mejoradas y lineas
de células NK humanas, por ejemplo, con un perfil mas citotdxico.

[0022] Un objeto de la invencién consiste en proporcionar células NK y lineas celulares NK con un fenotipo mas
citotoxico. Otro objetivo consiste en proporcionar métodos para producir células NK modificadas y lineas celulares
NK, composiciones que contengan las células o lineas celulares y usos de dichas composiciones en el tratamiento
de canceres. Las realizaciones mas particulares pretenden proporcionar tratamientos para los canceres
identificados, por ejemplo, los canceres de la sangre, como las leucemias. Las realizaciones especificas pretenden
combinar dos o mas modificaciones de las células NK y las lineas celulares NK para mejorar aun mas la
citotoxicidad de las células modificadas.

Sumario de la invenciéon

[0023] Se proporcionan en este documento células NK modificadas y lineas celulares NK con un fenotipo mas
citotdxico, y métodos para fabricar las células y lineas celulares. También se proporcionan composiciones de células
NK modificadas y lineas de células NK, y usos de dichas composiciones para tratar el cancer.

[0024] La invencion proporciona una linea de células NK humanas o de células NK que se ha modificado para
expresar una variante de TRAIL, en la que la variante de TRAIL tiene al menos un aumento del 25% en la afinidad,
con respecto al TRAIL de tipo salvaje, para los receptores de TRAIL.

[0025] Ademas, las composiciones de la invencion incluyen células NK y lineas celulares NK en las que se
proporcionan dos o mas modificaciones, en las que multiples modificaciones potencian adicionalmente la actividad
citotéxica de la composicion.

[0026] De acuerdo con la descripcion, se proporcionan métodos adicionales para tratar el cancer, por ejemplo,
cancer de sangre, usando lineas de células NK modificadas, por ejemplo, derivados de células KHYG-1, en donde
las lineas de células NK modificadas estan disefiadas para que carezcan de la expresion de los receptores
inhibidores del punto de control., expresar variantes de ligando TRAIL y/o expresar CARs y/o receptores Fc.

[0027] Las enfermedades particularmente tratables de acuerdo con la invencion incluyen canceres, canceres de
sangre, leucemias y leucemia mieloide especialmente aguda. Los tumores y canceres en humanos en particular
pueden ser tratados. Las referencias a tumores en el presente documento incluyen referencias a neoplasmas.

Detalles de la invencion

[0028] Por consiguiente, la presente divulgacion proporciona una célula asesina natural (NK) o una linea de células
NK que se ha modificado genéticamente para aumentar su citotoxicidad.

[0029] Como se describe en detalle a continuacion en los ejemplos, las células NK y las lineas de células NK se han
modificado genéticamente para aumentar su actividad citotdxica contra el cancer.

[0030] Juntas, las células NK y las lineas celulares NK de la invencion se denominaran células NK (a menos que el
contexto requiera lo contrario).

[0031] En ciertas realizaciones de la divulgacion, se proporcionan células NK que tienen una funcion del receptor
inhibidor del punto de control reducida o ausente. Asi, en los ejemplos a continuacion, se producen células NK que
tienen uno o mas genes de receptores inhibidores de punto de control eliminados. Preferiblemente, estos receptores
son receptores inhibidores de punto de control especificos. Aun asi, preferiblemente, estos receptores inhibidores de
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punto de control son uno o mas de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1), CD328
(SIGLECY), SIGLECY, TIGIT y/o TIM-3,

[0032] En otras realizaciones, se proporcionan células NK en las que una o mas vias de sefializaciéon del receptor
inhibidor se eliminan o exhiben una funcion reducida, siendo el resultado nuevamente reducido o ausente la funcién
del receptor inhibidor. Por ejemplo, las vias de sefalizacién mediadas por SHP-1, SHP-2 y/o SHIP se eliminan por
modificacion genética de las células.

[0033] Las células NK resultantes exhiben una citotoxicidad mejorada y son de mayor utilidad por lo tanto en la
terapia del cancer, especialmente en la terapia del cancer de la sangre, en particular en el tratamiento de las
leucemias y el mieloma multiple.

[0034] En una realizacion, la modificacion genética se produce antes de que la célula se haya diferenciado en una
célula NK. Por ejemplo, las células madre pluripotentes (por ejemplo, iPSCs) pueden modificarse genéticamente
para perder la capacidad de expresar uno o mas receptores inhibidores de punto de control. Las iPSC modificadas
se diferencian para producir células NK modificadas genéticamente con mayor citotoxicidad.

[0035] Se prefiere reducir la funcidon de los receptores inhibidores del punto de control sobre otros receptores
inhibidores, debido a la expresion del primero que sigue a la activacion de células NK. Los receptores inhibidores
normales o "clasicos", como la mayoria de la familia KIR, NKG2A y LIR-2, se unen a MHC de clase | y, por lo tanto,
participan principalmente en la reduccion del problema de la autofocalizacion. Preferiblemente, por lo tanto, se
eliminan los receptores inhibidores del punto de control. La funciéon reducida o ausente de estos receptores de
acuerdo con la divulgacion evita que las células cancerosas supriman la funcién efectora inmune (que de lo contrario
podria ocurrir si los receptores fueran completamente funcionales). Por lo tanto, una ventaja clave de estas
realizaciones de la divulgacion reside en las células NK que son menos susceptibles a la supresion de sus
actividades citotoxicas por las células cancerosas; como resultado son Utiles en el tratamiento del cancer.

[0036] Como se usa en el presente documento, las referencias a receptores inhibitorios generalmente se refieren a
un receptor expresado en la membrana plasmatica de una célula efectora inmune, por ejemplo, una célula NK, con
la cual se unen su ligando complementario que da como resultado sefiales intracelulares que son responsables de
reducir la citotoxicidad de dicha célula efectora inmune. Estos receptores inhibitorios se expresan durante los
estados de "reposo" y "activado” de la célula efectora inmune y a menudo se asocian con la proporcién al sistema
inmune de un mecanismo de "auto tolerancia" que inhibe las respuestas citotdxicas contra las células y tejidos del
cuerpo. Un ejemplo es la familia de receptores inhibidores "KIR" que se expresan en las células NK y reconocen la
clase | del MHC expresada en las células sanas del cuerpo.

[0037] También, como se usa en el presente documento, los receptores inhibidores de punto de control se
consideran usualmente como un subconjunto de los receptores inhibidores anteriores. Sin embargo, a diferencia de
otros receptores inhibidores, los receptores inhibidores del punto de control se expresan a niveles mas altos durante
la activacién prolongada y la citotoxicidad de una célula efectora inmune, por ejemplo, una célula NK. Este fenémeno
es util para amortiguar la citotoxicidad crénica en, por ejemplo, sitios de inflamacién. Los ejemplos incluyen los
receptores inhibidores de punto de control PD-1, CTLA-4 y CD96, todos los cuales se expresan en células NK.

[0038] La descripcion por lo tanto también proporciona una célula NK que carece de un gen que codifica un receptor
inhibidor del punto de control seleccionado de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1),
CD328 (SIGLEC7), SIGLECY, TIGIT y TIM-3.

[0039] Una célula NK que carece de un gen puede referirse a una delecion total o parcial, a una mutacion o de otro
modo que da lugar a que no se exprese ningun producto génico funcional.

[0040] Las realizaciones mas especificas comprenden una célula NK que carece de un gen que codifica un receptor
inhibidor del punto de control seleccionado de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4) y CD279 (PD-1). Realizaciones
preferidas comprenden una célula NK que es un derivado de KHYG-1,

[0041] En los ejemplos descritos a continuacién, los inventores han mostrado de manera fiable los efectos
citotéxicos del uso de ARNip para eliminar la expresién del receptor inhibidor de punto de control CD96 en células
KHYG-1, CD96 knockdown (KD) Las células KHYG-1 demostraron una mayor citotoxicidad contra las células de
leucemia en una variedad de relaciones efector:diana (E:T).

[0042] La invencion proporciona células NK que expresan un ligando TRAIL mutante (variante), en el que la variante
TRAIL tiene al menos un aumento del 25% en la afinidad, con respecto al TRAIL de tipo salvaje, para los receptores
TRAIL.

[0043] Las células NK resultantes exhiben una union aumentada a los receptores TRAIL y, como resultado, una
mayor citotoxicidad contra los canceres, especialmente los canceres de la sangre, en particular las leucemias.
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[0044] Los mutantes/variantes preferiblemente tienen menor afinidad (o, en efecto, no afinidad) por los receptores de
sefiuelo, en comparacion con la union de TRAIL de tipo salvaje a los receptores de sefiuelo. Dichos receptores
sefiuelo representan una clase de receptores TRAIL que se unen al ligando TRAIL pero no tienen la capacidad de
iniciar la muerte celular y, en algunos casos, actian para antagonizar la via de sefalizacion de la muerte. Los
ligandos de TRAIL mutantes/variantes se pueden preparar de acuerdo con el documento WO2009/077857.

[0045] Los mutantes/variantes pueden tener una afinidad incrementada por separado para los receptores TRAIL, por
ejemplo, DR4 y DRS5. El tipo natural de TRAIL es conocido por tener una Kp de >2 nM para DR4, >5 nM para DR5 y
>20 nM para el receptor DcR1 sefiuelo (documento W02009/077857; medido por resonancia de plasmén de
superficie), o alrededor de 50 a 100 nM para DR4, 1 a 10 nM para DR5 y 175 a 225 nM para DcR1 (Truneh, A. et al.
2000; medido por calorimetria de titulacion isotérmica y ELISA). Por lo tanto, una afinidad aumentada para DR4 se
define adecuadamente como una Kp de <2 nM o <50 nM, respectivamente, mientras que una afinidad incrementada
para DR5 se define adecuadamente como una Kp de <5 nM o <1 nM, respectivamente. Una afinidad reducida para
el receptor de sefiuelo DcR1 se define adecuadamente como una Kp de >50 nM o >225 nM, respectivamente. En
cualquier caso, un aumento o disminucién en la afinidad exhibida por la variante/mutante de TRAIL es relativa a una
afinidad de linea de base exhibida por TRAIL de tipo salvaje. La afinidad aumenta preferiblemente al menos el 25%,
en comparacion con la exhibida por TRAIL de tipo salvaje.

[0046] La variante de TRAIL tiene preferiblemente una afinidad incrementada por DR5 en comparaciéon con su
afinidad por DR4, DcR1 y DcR2. Preferiblemente, la afinidad es al menos 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 100
veces o incluso 1.000 veces o mas para DR5 que para uno o mas de DR4, DcR1 y DcR2. Mas preferiblemente, la
afinidad es al menos 1,5 veces, 2 veces, 5 veces, 10 veces, 100 veces o incluso 1.000 veces o mas para DR5 que
para al menos dos, y preferiblemente todos, de DR4, DcR1 y DcR2.

[0047] Una ventaja clave de estas realizaciones de la invencion reside en las células NK que tienen una mayor
potencia para matar células cancerosas.

[0048] Otras realizaciones especificas comprenden una célula NK que expresa un ligando TRAIL mutante que tiene
una afinidad reducida o nula para los receptores de sefiuelo TRAIL. Preferiblemente, esta célula NK es un derivado
de KHYG-1, Otras realizaciones especificas comprenden una célula NK que expresa un ligando TRAIL mutante que
tiene una afinidad reducida o nula para los receptores de sefiuelo TRAIL y una afinidad aumentada para DR4 y/o
DR5.

[0049] En los ejemplos de la invencidon, que se describen con mas detalle a continuacion, las células NK se
modificaron genéticamente para expresar un TRAIL mutante. Las células KHYG-1 modificadas expresaron TRAIL
mutante, y NK-92 expres6 un TRAIL mutante. Las células KHYG-1 modificadas mostraron una citotoxicidad
mejorada frente a lineas celulares de cancer in vitro. Las células KHYG-1 expresan receptores TRAIL (por ejemplo,
DR4 y DR5), pero a niveles bajos. Otras realizaciones preferidas de las células NK modificadas expresan ningun
receptor de TRAIL nulo o sustancialmente nulo, o lo hacen solo a un nivel bajo - suficientemente bajo para que la
viabilidad de las células NK modificadas no se vea afectada negativamente por la expresion del TRAIL mutante.

[0050] En una realizacion opcional, el tratamiento de un cancer utilizando células NK modificadas que expresan
TRAIL o una variante de TRAIL se mejora administrando a un paciente un agente capaz de regular la expresion de
los receptores de muerte de TRAIL en las células cancerosas. Este agente puede administrarse antes de, en
combinacién con o posteriormente a la administracion de las células NK modificadas. Sin embargo, es preferible que
el agente se administre antes de administrar las células NK modificadas.

[0051] En una realizacion preferida, el agente regula positivamente la expresion de DR5 en células cancerosas. El
agente puede ser opcionalmente un medicamento quimioterapéutico, por ejemplo, Bortezomib, y administrarse en
una dosis baja capaz de regular al alza la expresion de DR5 en el cancer.

[0052] La invencidn no se limita a ningun agente particular capaz de regular la expresion de DR5, pero los ejemplos
de agentes inductores de DR5 incluyen Bortezomib, Gefitinib, Piperlongumina, Doxorubicin, Alfa-tocoferilo succinato
e inhibidores HDAC.

[0053] De acuerdo con una realizacién preferida de la invencion, el ligando TRAIL mutante/variante esta unido a uno
o mas dominios coestimuladores de células NK, por ejemplo, 41BB/CD137, CD3zeta/CD247, DAP12 o DAP10. La
unién de la variante a su receptor en una célula diana promueve sefiales apoptéticas dentro de la célula diana, asi
como estimula las sefiales citotoxicas en la célula NK.

[0054] Segun otras realizaciones preferidas de la invencion, se proporcionan células NK que ambas han reducido la
funcioén del receptor inhibidora del punto de control y también expresa un ligando TRAIL mutante, como se describe
con mas detalle anteriormente en relaciéon con estas modificaciones respectivas de las células NK. En realizaciones
aun mas preferidas, una célula NK que expresa un ligando TRAIL mutante que tiene una afinidad reducida o nula
para los receptores de sefiuelo TRAIL y puede ser un derivado de KHYG-1, ademas carece de un gen que codifica
un receptor inhibidor de punto de control seleccionado de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3),
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CD279 (PD-1), CD328 (SIGLEC7), SIGLECS, TIGIT y TIM-3,

[0055] La presente descripcion también proporciona células NK y lineas celulares NK, preferiblemente células
KHYG-1 y derivados de las mismas, modificadas para expresar una o mas CAR.

[0056] Adecuadamente para usos de terapia contra el cancer, los CAR se unen especificamente a uno o mas
ligandos en células cancerosas, por ejemplo, CS1 (SLAMF7) en células de mieloma. Para uso en el tratamiento de
canceres especificos, por ejemplo, mieloma multiple, el CAR puede unirse a CD38. Por ejemplo, el CAR puede
incluir las propiedades de union de, por ejemplo, regiones variables derivadas de, similares o idénticas a las del
conocido anticuerpo monoclonal daratumumab. Dichas células NK pueden usarse en la terapia del cancer en
combinacién con un agente que inhibe la angiogénesis, por ejemplo, lenalidomida. Para uso en la terapia de
canceres, especialmente leucemias y AML en particular, el CAR puede unirse a CLL-1.

[0057] Los CAR-NK pueden ser biespecificos, en donde su afinidad es por dos ligandos/antigenos distintos. Los
CAR-NK biespecificos se pueden usar para aumentar el nimero de posibles sitios de unién en las células
cancerosas o, alternativamente, para localizar las células cancerosas en otras células efectoras inmunes que
expresan ligandos especificos de la NK-CAR. Para su uso en la terapia del cancer, un CAR biespecifico puede
unirse a una célula tumoral y a una célula efectora, por ejemplo, una célula T, una célula NK o un macréfago. Asi,
por ejemplo, en el caso de mieloma multiple, un CAR biespecifico puede unirse a un antigeno de células T (por
ejemplo, CD3, etc.) y un marcador de células tumorales (por ejemplo, CD38, etc.). Un CAR biespecifico puede
unirse alternativamente a dos marcadores de células tumorales separados, aumentando la afinidad de unién global
de la célula NK por la célula tumoral diana. Esto puede reducir el riesgo de que las células cancerosas desarrollen
resistencia al regular a la baja uno de los antigenos diana. Un ejemplo en este caso, en el mieloma multiple, seria un
enlace CAR tanto a CD38 como a CS-1/SLAMF7. Otro marcador de células tumorales dirigido de manera adecuada
por el CAR es un marcador de tipo "no me coma" en los tumores, ejemplificado por CD47.

[0058] Las caracteristicas opcionales de la invencion incluyen proporcionar modificaciones adicionales a las células
NK y las lineas celulares NK descritas anteriormente, en donde, por ejemplo, un receptor Fc (que puede ser CD16,
CD32 o CD64, incluidos los subtipos y derivados) se expresa en la superficie de la célula. En uso, estas células
pueden mostrar un mayor reconocimiento de células cancerosas recubiertas con anticuerpos y mejorar la activacion
de la respuesta citotoxica.

[0059] Otras caracteristicas opcionales de la invencion incluyen la adaptacion de las células NK modificadas y las
lineas celulares NK para adaptarse mejor a regiones especificas del cuerpo. Las células NK de la invencion pueden
dirigirse a ubicaciones especificas de células cancerosas. En realizaciones preferidas para el tratamiento de
canceres de sangre, los efectores de NK de la invencion se adaptan al hogar de la médula ésea. Las células NK
especificas se modifican por fucosilacion y/o sialilacion para albergar la médula 6sea. Esto se puede lograr
modificando genéticamente las células NK para expresar la fucosiltransferasa y/o sialiltransferasa apropiadas,
respectivamente. El aumentode las células efectoras NK en los sitios tumorales también puede ser posible por la
interrupcion de la vasculatura del tumor, por ejemplo, por quimioterapia metronémica, o mediante el uso de farmacos
dirigidos a la angiogénesis (Melero et al, 2014) para normalizar la infiliracion de células NK a través de vasos
sanguineos de cancer.

[0060] Otra caracteristica opcional de la invencién consiste en proporcionar células NK modificadas y lineas
celulares NK con una capacidad intrinseca incrementada para un rapido crecimiento y proliferaciéon en cultivo. Esto
se puede lograr, por ejemplo, transfectando las células para sobreexpresar las citocinas inductoras de crecimiento
IL-2 e IL-15. Ademas, esta alteracion opcional proporciona una alternativa rentable para reponer el medio de
crecimiento con citoquinas de forma continua.

[0061] La divulgacion proporciona ademas un método para fabricar una célula NK modificada o una linea celular NK,
que comprende modificar genéticamente la célula o linea celular como se describe en el presente documento para
aumentar su citotoxicidad. Esta modificacion genética puede ser una desactivacion estable de un gen, por ejemplo,
por CRISPR, o una desactivacion transitoria de un gen, por ejemplo, por ARNip.

[0062] En una realizacion preferida de la divulgacién, se usa una técnica de modificacién genética estable, por
ejemplo, CRISPR, para proporcionar una nueva linea de células NK con mayor citotoxicidad, por ejemplo, un
derivado de células KHYG-1,

[0063] En realizaciones de la divulgacién, el método es para hacer una célula NK o linea de células NK que se ha
modificado para reducir la funcién del receptor inhibitorio. Preferiblemente, estos receptores inhibidores son
receptores inhibidores de punto de control.

[0064] Las realizaciones mas especificas de la divulgacion comprenden un método para fabricar una linea de
células NK o una linea de células NK con funcién de receptor inhibidor reducido, en donde los receptores inhibidores
de punto de control se seleccionan de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3)), CD279 (PD-1), CD328
(SIGLECY), SIGLEC9, TIGIT y TIM-3.
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[0065] En realizaciones preferidas de la divulgacion, el método comprende maodificar las células NK para reducir la
funcion de dos o mas de los receptores inhibidores.

[0066] La divulgacion proporciona ademas un método para fabricar una célula NK modificada o una linea celular NK
que comprende modificar genéticamente la célula o linea celular para expresar el ligando TRAIL o el ligando TRAIL
mutante (variante).

[0067] En realizaciones de la divulgacion, el método comprende modificar una célula NK o una linea de células NK
para expresar el ligando TRAIL mutante que tiene una afinidad incrementada por los receptores TRAIL.
Preferiblemente, los receptores TRAIL son DR4 y/o DRS5. Las realizaciones preferidas proporcionan un método para
modificar las células NK o las lineas celulares NK para expresar un ligando TRAIL mutante que tiene una afinidad
reducida por los receptores TRAIL sefiuelo.

[0068] En ofras realizaciones preferidas de la divulgacion, el método comprende modificar una célula NK o una linea
celular NK para eliminar la funcién de un receptor inhibidor del punto de control y también para expresar un ligando
TRAIL mutante con una afinidad de unién reducida o nula para los receptores TRAIL sefiuelo.

[0069] Otras realizaciones tipicas de la divulgacién proporcionan un método para fabricar una célula NK o una linea
celular NK, en la que se ha eliminado la funcién de uno o mas receptores inhibidores del punto de control y/o se
expresa un ligando TRAIL mutante, que se ha reducido o no la afinidad de unién para los receptores de sefiuelo
TRAIL, y la célula se modifica aiin mas para expresar un CAR o un CAR biespecifico. Las propiedades del CAR son
opcionalmente como se describe anteriormente.

[0070] En realizaciones de la divulgacion, el método comprende fabricar una célula NK o una linea celular NK, en la
que se ha eliminado la funcién de uno o mas receptores inhibidores del punto de control y/o se expresa un ligando
TRAIL mutante, que tiene una unién reducida o no la afinidad por los receptores TRAIL sefiuelo, y la célula se
modifica opcionalmente para expresar un CAR o un CAR biespecifico, y la célula se modifica ain mas para expresar
uno o mas receptores Fc. Los receptores Fc adecuados se seleccionan entre CD16 (FcRIIl), CD32 (FcRIl) y CD64
(FcRI).

[0071] Las realizaciones preferidas de toda la divulgacion anterior comprenden un método para fabricar células NK'y
lineas celulares NK que son un derivado de KHYG-1,

[0072] Segun los objetos de la invencidn, las células NK modificadas, la linea de células NK o su composicion con
mayor citotoxicidad son para uso en el tratamiento del cancer en un paciente, especialmente cancer de sangre.

[0073] En las formas de realizacion preferidas, las células NK modificadas, la linea o la composicion de las células
NK se utilizan para tratar los canceres de la sangre, incluida la leucemia linfocitica aguda (LLA), la leucemia mieloide
aguda (LMA), la leucemia linfocitica crénica (LCL), la leucemia mieloide cronica (CML), linfoma de Hodgkin, linfoma
no Hodgkin, que incluye linfomas de células T y linfomas de células B, mieloma asintomatico, mieloma muiltiple
latente (SMM), mieloma activo o mieloma de cadena ligera.

[0074] En realizaciones aun mas preferidas, la invencién es una linea de células NK obtenida como un derivado de
KYHG-1 al reducir la funcién del receptor inhibidor del punto de control en una célula KHYG-1 y expresar un ligando
TRAIL mutante en una célula KHYG-1 para su uso en el tratamiento del cancer de sangre.

[0075] Las células NK modificadas, las lineas de células NK y las composiciones de las mismas descritas aqui,
arriba y abajo, son adecuadas para el tratamiento del cancer, en particular el cancer en humanos, por ejemplo, para
el tratamiento de canceres de células sanguineas o canceres solidos. Las células NK y sus derivados son células
NK humanas.

[0076] El experto en la materia conocera diversas vias de administracion para administrar agentes activos y
combinaciones de los mismos a un paciente que lo necesite. Las realizaciones de la invenciéon son para el
tratamiento del cancer de sangre. La administracion de las células NK modificadas y/o las lineas celulares NK puede
ser sistémica o localizada, tal como, por ejemplo, a través de la via intraperitoneal.

[0077] En ofras realizaciones, el agente activo se administra mas directamente. Por lo tanto, la administracion puede
ser directamente intratumoral, adecuada especialmente para tumores sélidos.

[0078] Se cree que las células NK en general son adecuadas para los usos y composiciones de la invencion. Segun
las células utilizadas en ciertos ejemplos en el presente documento, la célula NK puede ser una célula NK obtenida
de una linea de células cancerosas. Ventajosamente, una célula NK, preferiblemente tratada para reducir su
tumorigenicidad, por ejemplo, haciéndola mortal y/o incapaz de dividirse, puede obtenerse de una linea celular de
cancer de sangre y usarse en métodos de la invencion para tratar el cancer de sangre.

[0079] Para hacer que una célula derivada de cancer sea mas aceptable para uso terapéutico, generalmente se
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trata o pretrata de alguna manera para reducir o eliminar su propension a formar tumores en el paciente. Las lineas
de células NK modificadas especificas utilizadas en los ejemplos son seguras porque se han hecho incapaces de
division; son irradiados y conservan su capacidad de matar, pero mueren dentro de unos 3-4 dias. Las células y
lineas celulares especificas son, por lo tanto, incapaces de proliferaciéon, por ejemplo, como resultado de la
irradiacion. Los tratamientos de células NK potenciales para uso en los métodos de este documento incluyen la
irradiacion para evitar que se dividan y formen un tumor in vivo y la modificacién genética para reducir la
tumorigenicidad, por ejemplo, para insertar una secuencia que codifica un gen suicida que se puede activar para
evitar que las células se dividan y formando un tumor in vivo. Los genes suicidas pueden activarse mediante agentes
exogenos, por ejemplo, circulantes, que luego causan la muerte celular en aquellas células que expresan el gen.
Otra alternativa es el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos a células NK especificas de la terapia. CD52, por
ejemplo, se expresa en células KHYG-1 y la union de anticuerpos monoclonales a este marcador puede dar lugar a
citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC) y muerte celular KHYG-1.

[0080] Como se discutid en un articulo publicado por Suck et al, 2006, las células NK derivadas de cancer y las
lineas celulares se irradian facilmente usando irradiadores como el Gammacell 3000 Elan. Se utiliza una fuente de
cesio-137 para controlar la dosificacion de la radiacion y se puede usar una curva de dosis-respuesta entre, por
ejemplo, 1 Gy y 50 Gy para determinar la dosis 6ptima para eliminar la capacidad proliferativa de las células,
mientras que se mantienen los beneficios del aumento de la citotoxicidad. Esto se logra analizando la citotoxicidad
de las células después de que se haya administrado cada dosis de radiacion.

[0081] Hay beneficios significativos del uso de una linea de células NK irradiadas para la inmunoterapia celular
adoptiva sobre el enfoque autdlogo bien establecido o de células T emparejadas con MHC. En primer lugar, el uso
de una linea celular NK con una naturaleza altamente proliferativa significa que la expansion de las lineas celulares
NK modificadas se puede lograr mas faciimente y a nivel comercial. La irradiacién de la linea de células NK
modificada puede llevarse a cabo antes de la administracion de las células al paciente. Estas células irradiadas, que
conservan su citotoxicidad util, tienen una vida util limitada y, a diferencia de las células T modificadas, no circularan
durante largos periodos de tiempo y causaran efectos secundarios persistentes.

[0082] Ademas, el uso de células NK modificadas alogénicas y lineas celulares NK significa que las células que
expresan MHC de clase | en el paciente no pueden inhibir las respuestas citotéxicas NK de la misma forma que lo
hacen con las respuestas citotoxicas NK autdlogas. El uso de células NK alogénicas y lineas celulares para la
muerte de células cancerosas se beneficia del efecto GVL mencionado anteriormente y, a diferencia de las células
T, las células NK alogénicas y las lineas celulares no estimulan la aparicion de GVHD, lo que las convierte en una
opcion muy preferida para el tratamiento del cancer mediante inmunoterapia celular adoptiva.

[0083] Como se establece en las reivindicaciones y en otras partes del presente documento, la divulgacion
proporciona las siguientes realizaciones:

1. Una célula asesina natural (NK) o una linea de células NK que se ha modificado genéticamente para aumentar
su citotoxicidad.

2. Una célula NK o una linea de células NK de acuerdo con la realizaciéon 1, modificada para tener una funcién
reducida de uno o mas receptores inhibidores.

3. Una linea de células NK o una linea de células NK de acuerdo con la realizacién 2, en la que los receptores
inhibidores son receptores inhibidores de punto de control.

4. Una célula NK o una linea celular NK segun la realizacién 3, en la que los receptores inhibidores del punto de
control se seleccionan de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1), CD328
(SIGLECY), SIGLEC9, TIGIT Y TIM-3,

6. Una célula NK o una linea celular NK segun cualquiera de las realizaciones 1 a 5, modificada para expresar el
ligando TRAIL.

7. Una célula NK o una linea de células NK segun la realizacion 6, en la que el ligando TRAIL es un ligando
TRAIL mutante.

8. Una célula NK o una linea celular NK segun la realizacion 7, en la que el ligando TRAIL mutante tiene una
afinidad incrementada por los receptores TRAIL, por ejemplo, DR4 y/o DR5.

9. Una linea de células NK o una linea de células NK segun cualquiera de las realizaciones 7 a 8, en la que el
ligando TRAIL mutante tiene una afinidad reducida por los receptores TRAIL sefiuelo.

10. Una linea de células NK o una linea de células NK de acuerdo con cualquier realizacién anterior, modificada

para eliminar la funcion de un receptor inhibidor del punto de control y también modificada para expresar un
ligando TRAIL mutante con una afinidad de unién reducida o nula para los receptores TRAIL sefiuelo.
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11. Una linea de células NK o células de NK de acuerdo con cualquier realizacion anterior, que expresa un
receptor de antigeno quimérico (CAR).

12. Una célula NK o una linea celular NK segun la realizacion 11, en la que la CAR es una CAR biespecifica.

13. Una linea de células NK o de células NK de acuerdo con la realizacién 12, en la que la CAR biespecifica se
une a dos ligandos en un tipo de célula.

14. Una célula NK o una linea celular NK segun la realizacién 12, en la que la CAR biespecifica se une a un
ligando en cada uno de dos tipos de células distintas.

15. Una linea de células NK o células de NK de acuerdo con las realizaciones 11 y 12, en donde el o los ligandos
para la CAR o la CAR biespecifica se expresan en una célula cancerosa.

16. Una linea de células NK o células de NK de acuerdo con la realizacion 13, en donde los ligandos para el CAR
biespecifico se expresan ambos en una célula cancerosa.

17. Una linea de células NK o células de NK segun la realizacion 14, en la que los ligandos para el CAR
biespecifico se expresan en una célula cancerosa y una célula efectora inmune.

18. Una célula NK o una linea de células NK de acuerdo con cualquier realizacién anterior, modificada para
expresar uno o mas receptores Fc.

19. Una célula NK o una linea celular NK segun la realizacion 18, en la que los receptores Fc se seleccionan
entre CD16 (FcRIIl), CD32 (FcRIl) y CD64 (FcRI).

20. Una célula NK o una linea celular NK segun cualquier realizacion anterior, en la que la linea celular es un
derivado de la linea celular KHYG-1,

21. Una célula NK que carece de un gen que codifica un receptor inhibidor del punto de control seleccionado de
CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1), CD328 (SIGLEC7), SIGLECY, TIGIT y TIM-

)

22. Una célula NK de acuerdo con la realizacion 21, que carece de genes que codifican dos o mas receptores
inhibidores de punto de control seleccionados de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279
(PD-1), CD328 (SIGLECY), SIGLECY, TIGIT y TIM-3,

23. Una célula NK de acuerdo con la realizaciéon 21 o 22, en la que el receptor inhibidor del punto de control se
selecciona de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4) y CD279 (PD-1).

24. Una célula NK segun cualquiera de las realizaciones 21 a 23, que es un derivado de KHYG-1,

25. Una célula NK que expresa un ligando TRAIL mutante que tiene una afinidad reducida o nula para los
receptores de sefiuelo TRAIL.

26. Una célula NK de acuerdo con la realizacion 25, que es un derivado de KHYG-1,

27. Una célula NK de acuerdo con la realizacion 25 o 26, que carece de un gen que codifica un receptor inhibidor
del punto de control seleccionado de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1), CD328
(SIGLEC?), SIGLEC9, TIGIT y TIM-3,

28. Una célula o linea celular NK de acuerdo con cualquier realizacién precedente, incapaz de proliferacion, por
ejemplo, como resultado de la irradiacion.

29. Un método para fabricar una célula NK modificada o una linea celular NK, que comprende modificar
genéticamente la célula o la linea celular para aumentar su citotoxicidad.

30. Un método de acuerdo con la realizacion 29, en el que la célula NK o la linea de células NK se modifica para
reducir la funcién del receptor inhibidor.

31. Un método de acuerdo con la realizacién 30, en el que los receptores inhibidores son receptores inhibidores
de punto de control.

32. Un método segun la realizacion 31, en el que los receptores inhibidores del punto de control se seleccionan
de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1), CD328 (SIGLEC7), SIGLECY, TIGIT y
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TIM-3,

33. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 29 a 32, que comprende modificar las células NK
para reducir la funcion de dos o mas de los receptores inhibidores.

34. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 29 a 33, que comprende modificar la célula NK o
la linea celular NK para expresar el ligando TRAIL o el ligando TRAIL mutante.

35. Un método segun la realizacién 34, en el que el ligando TRAIL mutante tiene una afinidad incrementada por
los receptores TRAIL.

36. Un método de acuerdo con la realizacion 35, en el que los receptores TRAIL son DR4 y/o DR5.

37. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 34 a 36, en el que el ligando TRAIL mutante tiene
una afinidad reducida por los receptores TRAIL sefiuelo.

38. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 29 a 37, en el que la linea de células NK o la linea
de células NK se modifica para eliminar la funcidon de un receptor inhibidor del punto de control y también se
modifica para expresar un ligando TRAIL mutante con afinidad de unién reducida o nula para los receptores
TRAIL de sefuelo.

39. Un método de acuerdo con la realizacién 38, en el que la célula NK o la linea de células NK se modifican
para expresar un CAR o un CAR biespecifico.

40. Un método segun la realizacion 39, en el que la CAR biespecifica se une a dos ligandos en un tipo de célula.

41. Un método segun la realizacion 39, en el que la CAR biespecifica se une a un ligando en cada uno de dos
tipos de células distintas.

42. Un método de acuerdo con la realizacion 39, en el que el o los ligandos para el CAR o el CAR biespecifico se
expresan en una célula cancerosa.

43. Un método segun la realizacion 40, en el que los ligandos para el CAR biespecifico se expresan en una
célula cancerosa.

44. Un método de acuerdo con la realizacion 41, en el que los ligandos para la CAR biespecifica se expresan en
una célula cancerosa y una célula efectora inmune.

45, Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 29 a 44, en el que la célula NK o la linea celular
NK se modifican para expresar uno o mas receptores Fc.

46. Un método de acuerdo con la realizacion 45, en el que los receptores Fc se seleccionan entre CD16 (FcRIII),
CD32 (FcRIl) y CD64 (FcRI).

47. Un método segun cualquiera de las realizaciones 29 a 46, en el que la linea celular es un derivado de la linea
celular KHYG-1,

48. Una linea de células NK o una linea de células NK obtenida por un método de acuerdo con cualquiera de las
realizaciones 29 a 47.

49. Un derivado de KHYG-1 obtenido por un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 29 a 48.

50. Una célula NK modificada, una linea de células NK o una composicion de las mismas con mayor citotoxicidad
para usar en el tratamiento del cancer en un paciente.

51. Una célula NK o una linea celular NK segun cualquiera de las realizaciones 1 a 28, u obtenida segun
cualquiera de las realizaciones 29 a 49, para uso segun la realizacion 50.

52. Una célula NK modificada, una linea de células NK o una composicién para uso de acuerdo con la realizacion
50 o 51, en donde el cancer es un cancer de sangre.

53. Una célula NK modificada, una linea de células NK o una composicién para su uso de acuerdo con la
realizacion 52, en donde el cancer de la sangre es leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia linfocitica cronica (LCL), leucemia mieloide crénica (LMC)), linfoma de Hodgkin, linfoma no
Hodgkin, incluidos linfomas de células T y linfomas de células B, mieloma asintomatico, mieloma multiple latente
(SMM), mieloma activo o mieloma de cadena ligera.
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54. Una linea de células NK obtenida como un derivado de KYHG-1 al reducir la funcién del receptor inhibidor del
punto de control en una célula KHYG-1 o expresar un ligando TRAIL mutante en una célula KHYG-1, o ambos,
para usar en el tratamiento del cancer de la sangre.

Ejemplos

[0084] La presente invencion se describe ahora con mas detalles y especificos en relacién con la produccion de
derivados de la linea de células NK KHYG-1, modificados para mostrar mas actividad citotdxica y, por lo tanto,
capacidad para causar la muerte de células leucémicas en seres humanos.

[0085] La invencion se ilustra ahora en realizaciones especificas con referencia a los dibujos adjuntos en los que:

La Fig. 1 muestra la secuencia de ADN de la region diana del gen LIR2 y marca las regiones flanqueantes del
ARNg;

La Fig. 2 muestra la secuencia de ADN de la region diana del gen CTLA4 y marca las regiones flanqueantes del
ARNg;

La Fig. 3 muestra el constructo de ARNg (vector de expresion) utilizado para la transfeccion;

La Fig. 4 muestra bandas de electroforesis en gel para ADN LIR2 parental y mutado, antes y después de la
transfeccion;

La Fig. 5 muestra bandas de electroforesis en gel para el ADN de CTLA4 parental y mutado, antes y después de
la transfeccion;

La Fig. 6A es un grafico de FACS que muestra una exitosa caida de CD96 usando electroporacion;

La Fig. 6B es una grafica FACS que muestra una exitosa caida de CD96 usando electroporacion;

La Fig. 7 es un grafico de barras que muestra una mayor citotoxicidad de las células KHYG-1 de eliminacion de
CD96 contra células K562 en varias relaciones E:T;

La Fig. 8 muestra la eliminacion de CD328 (Siglec-7) en células NK-92;

La Fig. 9 muestra la citotoxicidad mejorada de las células NK con la caida de CD328 (Siglec-7);

La Fig. 10 muestra un grafico de FACS de la expresion de linea de base de TRAIL en células KHYG-1;

La Fig. 11 muestra una grafica FACS de la expresion de TRAIL y la variante de TRAIL después de la
transfeccion de células KHYG-1;

La Fig. 12 muestra un grafico FACS de la expresion de CD107a después de la transfeccion de células KHYG-1;
La Fig. 13 muestra los efectos de la transfeccion de células KHYG-1 con TRAIL y la variante TRAIL en la
viabilidad celular;

La Fig. 14 muestra un grafico de FACS de la expresion de referencia de DR4, DR5, DcR1 y DcR2 en células
KHYG-1 y células NK-92;

Figs. 15, 16 y 17 muestran los efectos de la expresion de TRAIL o la variante de TRAIL en células KHYG-1 sobre
la apoptosis de tres poblaciones de células diana: K562, RPMI8226 y MM1.S, respectivamente;

La Fig. 18 muestra dos graficos FACS de la expresion de DR5 en células RPMI8226 y MM1.S, respectivamente,
en donde se muestran los efectos del tratamiento con Bortezomib en la expresion de DR5;

La Fig. 19 muestra graficos de FACS de apoptosis en células MM1.S tratadas/no tratadas con Bortezomib co-
cultivadas con células KHYG-1 con/sin la variante TRAIL;

La Fig. 20 muestra un grafico de FACS de los niveles de expresion de perforina en células KHYG-1 tratadas con
CMA 100 nM durante 2 horas;

La Fig. 21 muestra graficos de FACS de la viabilidad de las células KHYG-1 después del tratamiento con CMA o
vehiculo 100 nM;

La Fig. 22 muestra graficos de FACS de apoptosis en células MM1.S co-cultivadas con células KHYG-1 con/sin
la variante TRAIL y pretratadas con/sin CMA;

La Fig. 23 muestra graficos de FACS de apoptosis en células K562 co-cultivadas con células KHYG-1 con CD96-
siRNA y/o expresion de variante TRAIL; y

La Fig. 24 muestra graficos de FACS de apoptosis en células MM1.S co-cultivadas con células KHYG-1 con
CD96-siRNA y/o expresion de variante TRAIL.

[0086] Las secuencias de ADN, ARN y aminoacidos se mencionan a continuacion, en las que:

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia completa de ADN de LIR2;
La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de LIR2;
SEQ ID NO: 3 es la secuencia de ARNg de LIR2 g9;

La SEQ ID NO: 4 es la secuencia de ARNg de LIR2 g18;

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia del cebador directo LIR2;

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia del cebador inverso LIR2;

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia completa de ADN de CTLA4;
La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de CTLA4;
La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de ARNg de CTLA4 g7;

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de ARNg de CTLA4 g15;
La SEQ ID NO: 11 es la secuencia del cebador directo CTLA4; y
La SEQ ID NO: 12 es la secuencia del cebador inverso CTLA4.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2701 338 T3

Ejemplo 1 - Eliminacion de la funcion del receptor inhibidor
CRISPR/Cas9

[0087] Las células se prepararon del siguiente modo, con la funcion del receptor inhibidor eliminado. Las
construcciones de ARNg se disefiaron y prepararon para dirigirse a los genes que codifican el receptor inhibidor
clasico LIR2 y el receptor inhibidor de punto de control CTLA4 en el genoma humano de las células NK. La edicion
del genoma CRISPR/Cas9 se us6 para eliminar los genes diana LIR2 y CTLA4.

[0088] Se seleccionaron dos candidatos a ARNg para cada gen diana y se determinaron sus eficacias de escision
en células K562. Las secuencias de los candidatos a ARNg se muestran en la Tabla 1 y el Motivo Adyacente
Protoespacial (PAM) se relaciona con las Ultimas 3 bases de la secuencia. Las regiones flanqueantes de las
secuencias de ARNg en el gen LIR2 (SEQ ID NO: 1) y el gen CTLA4 (SEQ ID NO: 7) se muestran en las Figuras 1y
2, respectivamente.

Tabla 1, Candidatos de ARNg y secuencias

Gen Nombre de plasmido|Secuencia

SM682.LIR2.g9 GAGTCACAGGTGGCATTTGGCGG (SEQ ID NO: 3)
SM682.LIR2.g18 CGAATCGCAGGTGGTCGCACAGG (SEQ ID NO: 4)
SM683.CTLA4.g7 |CACTCACCTTTGCAGAAGACAGG (SEQ ID NO: 9)
SM683.CTLA4.g15 |CCTTGTGCCGCTGAAATCCAAGG (SEQ ID NO: 10)

hLIR2

hCTLA4

[0089] Se transfectaron células K562 con las construcciones de ARNg preparadas (Figura 3) y se recogieron
posteriormente para la amplificacién por PCR. La presencia de la expresion de GFP se us6 para informar la
incorporacion exitosa del constructo de ARNg en las células K562. Esto confirmé la expresion del gen Cas9 vy, por lo
tanto, la capacidad de eliminar la expresion de los genes LIR2 y CTLAA4.

[0090] La actividad de escision de las construcciones de ARNg se determiné usando un ensayo de deteccion de
desapareamientos in vitro. La endonucleasa | T7E1 reconoce y escinde el ADN no perfectamente emparejado, lo
que permite que los genes LIR2 y CTLA4 parentales se comparen con los genes mutados después de la
transfeccion CRISPR/Cas9 y la union final no homdloga (NHEJ).

[0091] La figura 4 muestra las bandas resultantes después de la electroforesis en gel de agarosa después de
desactivacion del gen LIR2 con las secuencias de ARNg g9 y g18. Las tres bandas correspondientes a cada
mutacion se relacionan con el gen parental y las dos cadenas resultantes después de la detecciéon de una falta de
coincidencia en la secuencia de ADN después de la transfeccion. La secuencia de ARNg de g9 dio como resultado
una tasa de éxito del 11% de transfeccion, mientras que el ARNg de g18 dio como resultado un 10%.

[0092] La figura 5 muestra las bandas resultantes después de la electroforesis en gel de agarosa después de
desactivacion del gen CTLA4 con las secuencias de ARNg g7 y g15. La secuencia de ARNg de g7 dio como
resultado una tasa de éxito de transfeccion del 32%, mientras que el ARNg de g15 dio como resultado un 26%.

[0093] Tras la eliminacion exitosa de LIR2 y CTLA4 en células K562, las células KHYG-1 se transfectaron con
construcciones de ARNg.

[0094] Se seleccionaron clones derivados de KHYG-1 que tenian deleciones homocigotas. Se usé un vector de
expresion Cas9/puromicina acetiltransferasa (PAC) para este propdsito. Se seleccionaron células transfectadas con
éxito, en funcion de su resistencia al antibiético puromicina.

Cas9 RNP

[0095] Otro protocolo utilizado para la desactivacion de los receptores inhibidores del punto de control en células NK
fue el de la transfeccion de RNP de Cas9. Una ventaja de usar este protocolo fue que se lograron eficiencias de
transfeccion similares pero con una toxicidad significativamente menor en comparacioén con el uso de los plasmidos
de ADN del protocolo CRISPR/Cas9.

[0096] Se recogieron 1x108 células KHYG1 para cada experimento de transfeccion. Las células se lavaron con PBS
y se centrifugaron en una centrifugadora. El sobrenadante fue entonces descartado. Los materiales CRISPR RNP
(proteina de union a ARN) se prepararon de la siguiente manera:

(1) se prepar6 una solucion de 20 uM del ARNcr y ARNt sintetizados requeridos (comprados de Dharmacon).

(2) Se mezclaron 4ul de ARNcr (20 uM) y 4ul de ARNt (20 mM).
(3) La mezcla se afiadio luego a 2 ul de proteina Cas9 (5 ug/pl).
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(4) Todos los componentes se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.

[0097] Después del sistema de transfeccion Neon®, las células se mezclaron con RNP Cas9 y se realizd la
electroporacion usando los siguientes parametros:

Voltaje: 1450v
Ancho de pulso: 30ms
Numero de pulso: 1

[0098] Las células se transfirieron luego a un pocillo de una placa de 12 pocillos que contenia medio de crecimiento
(incluyendo IL-2 e IL-15).

[0099] Las células se recogieron después de 48-72 horas para confirmar la eficacia de edicion del gen mediante el
ensayo de endonucleasa T7 y/o secuenciacion de Sanger. Se confirmo la presencia de indeles, lo que indica una
eliminacion exitosa de CTLA4, PD1 y CD96 en células KHYG1.

Nucleasas especificas del sitio

[0100] Otro protocolo utilizado para la desactivacion de los receptores inhibidores del punto de control en células NK
fue el de la transfeccion con XTN TALEN. Una ventaja de usar este protocolo fue que se podia alcanzar un nivel de
especificidad particularmente alto en comparacién con el CRISPR de tipo salvaje.

Paso 1: Preparaciéon de Reactivos

[0101] Se ensayaron células KHYG-1 para determinar ciertos atributos que incluyen eficacia de transfeccion,
eficacia de clonacién de células individuales y nimero de cariotipo/copia. Las células se cultivaron de acuerdo con
las recomendaciones del proveedor.

[0102] Segun el receptor inhibidor del punto de control que esta desactivado, las nucleasas se prepararon mediante
un disefio personalizado de al menos 2 pares de XTN TALEN. El paso del disefio personalizado incluye la
evaluacion del locus genético, el numero de copias y la evaluacion funcional (es decir, homdlogos, evaluacion fuera
del objetivo).

Paso 2: Ingenieria de linea celular

[0103] Las células fueron transfectadas con las nucleasas de la Etapa 1; esta etapa se repitio hasta 3 veces para
obtener altos niveles de corte y los cultivos se dividieron y los cultivos intermedios se mantuvieron antes de cada
transfeccion.

[0104] La seleccion inicial tuvo lugar varios dias después de cada transfeccion; los conjuntos de células se
ensayaron para determinar la eficacia de corte a través del ensayo Cel-1. Después de que el nivel de corte alcanzé
niveles aceptables después de las transfecciones repetidas, las células se consideraron listas para la clonacion de
células individuales.

[0105] Las células agrupadas se clasificaron en una célula por pocillo en una placa de 96 pocillos; el numero de
placas para cada grupo dependio de la eficiencia de clonacion de una sola célula determinada en el Paso 1. Las
placas se dejaron incubar durante 3-4 semanas.

Paso 3 - Cribado y expansion

[0106] Una vez que las células eran confluentes en las placas de 96 pocillos, los cultivos se consolidaron y se
dividieron en placas de 96 pocillos por triplicado; una placa se congel6 como respaldo, una placa se replatdé para
continuar la expansion de los clones y la placa final se us6 para la confirmacién del genotipo.

[0107] Cada clon en la placa de genotipo se analizé para detectar la pérdida de la sefial de gPCR, lo que indica que
todos los alelos se habian modificado. Los clones negativos se amplificaron por PCR y se clonaron para determinar
la naturaleza de los indeles y la ausencia de indeles de tipo salvaje o en el marco.

[0108] Los clones con el knockout confirmado se consolidaron en no mas de una placa de 24 pocillos y se
expandieron mas; por lo general se produjeron 5-10 croviales congelados que contenian 1x10° células por vial para
hasta 5 clones individuales por nocaut.

Paso 4 - Validacion

[0109] Las células se acumularon en condiciones asépticas.
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[0110] Los criterios basicos de liberacion para todas las células almacenadas incluian el nimero de células viables
(congelacion previa y descongelacion), confirmacion de identidad a través de STR, aseguramiento basico de
esterilidad y pruebas de micoplasma; se aplicaron otros criterios de liberacién cuando fue necesario (cariotipo,
expresion del marcador de superficie, esterilidad de alto nivel, evaluacion de transcripcion o proteina, etc.).

Ejemplo 2 - Derribo de la funcion del receptor CD96 inhibidor del punto de control mediante iARN

[0111] La eliminacion de ARNip de CD96 en células KHYG-1 se realizé por electroporacion. El kit Nucleofection T se
uso, junto con el Amaxa Nucleofector Il, de Lonza, ya que es apropiado para el uso con lineas celulares y puede
transfectar con éxito células tanto divididas como no divididas y logra eficiencias de transfeccion de hasta el 90%.

[0112] EI control ARNip (nimero de catalogo: sc-37007) y CD96 ARNip (numero de catalogo: sc-45460) se
obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology. RPMI-1640 libre de antibiéticos que contenia FBS al 10%, L-glutamina
2mM se uso para el cultivo posterior a Nucleofeccion. Se obtuvo CD96-APC antihumano de ratéon (nimero de
catalogo: 338409) de Biolegend para la tincion.

[0113] Se prepard una solucion madre de ARNip 20 pM. El duplex de ARNip liofilizado se resuspendié en 33 ul de
agua libre de ARNasa (tampoén de dilucién de ARNip: sc-29527) a FITC-control/control-siRNA, en 165 pl de agua
libre de ARNasa para el gen diana ARNip (ARNip CD96). El tubo se calenté a 90°C durante 1 minuto y luego se
incub6 a 37°C durante 60 minutos. La reserava de ARNip se almacend a -20°C hasta que fue necesario.

[0114] Las células KHYG-1 se pasaron de uno a dos dias antes de Nucleofeccion, ya que las células deben estar en
fase de crecimiento logaritmico.

[0115] La solucién de Nucleofector se calentdé a temperatura ambiente (100 ul por muestra). También se precalentd
una porcion de medio de cultivo que contenia suero y suplementos a 37°C en un tubo de 50 ml. Se prepararon
placas de 6 pocillos afiadiendo 1,5 ml de medio de cultivo que contenia suero y suplementos. Las placas se
incubaron previamente en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO..

[0116] Se mezclaron suavemente 2x108 células en 100 pl de solucion de Nucleofeccién con 4ul de solucién de
ARNip 20 pyM (1,5 ug de ARNip). Se evitaron las burbujas de aire durante la mezcla. La mezcla se transfirio a
cubetas certificadas por Amaxa y se coloco en el soporte de cubetas Nucleofector y se seleccioné el programa U-
001.

[0117] Se permitié que el programa terminara, y las muestras en las cubetas se retiraron inmediatamente. Luego se
agregaron 500 pl de medio de cultivo pre-equilibrado a cada cubeta. La muestra en cada cubeta se transfirié luego
suavemente a un pocillo correspondiente de la placa de 6 pocillos preparada, para establecer un volumen final de 2
ml por pocillo.

[0118] Las células se incubaron luego en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO; hasta que se realizo el
analisis de transfeccion. El analisis de citometria de flujo se realizé 16-24 horas después de la electroporacion, para
medir los niveles de expresion de CD96. Este protocolo de electroporacion se llevd a cabo varias veces y se
descubrié que daba como resultado la caida de CD96 en las células KHYG-1 (véase, por ejemplo, las Figuras 6A y
6B).

Ejemplo 3 - Citotoxicidad mejorada de células NK con un derribo de CD96

[0119] Las células KHYG-1 con y sin la eliminacion de CD96 se cultivaron conjuntamente con células K562 en
diferentes relaciones efector:diana (E: T).

[0120] La citotoxicidad se midi6 4 horas después del co-cultivo, usando el kit de citotoxicidad DELFIA EuTDA de
PerkinElmer (nimero de catalogo: AD0116).

[0121] Las células diana K562 se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia FBS al 10%, L-glutamina 2mM vy
antibioticos. Las placas de fondo en V de 96 pocillos (nimero de catalogo: 83.3926) se compraron a SARSTEDT. Se
usO una centrifuga Eppendorf 5810R (con rotor de placa) para girar hacia abajo la placa. Se us6 un FLASH
VARIOSKAN (con el software Scanlt 2.4.3) para medir la sefal de fluorescencia producida por células K562 lisadas.

[0122] Las células K562 se lavaron con medio de cultivo y el nimero de células se ajustd a 1x10° células/mL con
medio de cultivo. Se agregaron 2-4 mL de células a 5 pl de reactivo BATDA y se incubaron durante 10 minutos a
37°C. Dentro de la célula, los enlaces éster se hidrolizan para formar un ligando hidrofilico, que ya no pasa a través
de la membrana. Las células se centrifugaron a 1500 RPM durante 5 minutos para lavar las células K562 cargadas.
Esto se repitié 3-5 veces con medio que contenia Probenecid 1 mM (Sigma P8761). Después del lavado final, el
sedimento celular se resuspendié en medio de cultivo y se ajusto a aproximadamente 5 x 10 células/mL.

[0123] Los pocillos se configuraron para la deteccion de fondo, liberacién espontanea y liberacion maxima. Se
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transfirieron 100 pyL de células diana cargadas (5.000 células) a los pocillos en una placa con fondo en V y se
agregaron 100 pL de células efectoras (células KHYG-1) a diferentes concentraciones celulares, para producir
relaciones de efector a objetivo que varian de 1:1 a 20:1, La placa se centrifugé a 100 x g durante 1 minuto y se
incubd durante 4 horas en una atmosfera humidificada con CO, al 5% a 37°C. Para los pocillos de liberacion
maxima, se agregaron 10 yL de tampodn de lisis a cada pocillo 15 minutos antes de cosechar el medio. La placa se
centrifugd a 500 x g durante 5 minutos.

[0124] Se transfirieron 20 puL de sobrenadante a una placa de 96 pocillos de fondo plano y se agregaron 200 uL de
solucién de europio precalentada. Esto se incubd a temperatura ambiente durante 15 minutos utilizando un agitador
de placas. Como las células K562 son lisadas por las células KHYG-1, liberan ligando en el medio. Este ligando
reacciona con la solucién de europio para formar un quelato fluorescente que se relaciona directamente con la
cantidad de células lisadas.

[0125] La fluorescencia se midi6 luego en un fluorémetro de resolucién temporal utilizando VARIOSKAN FLASH. La
liberacién especifica se calculd utilizando la siguiente férmula:

% liberacion especifica = Liberacién de experimento - Liberaciéon espontanea / Liberacion maxima -
Liberacién espontanea

[0126] El analisis estadistico se realizd utilizando el software Graphpad Prism 6,04. Se utiliz6 una prueba t pareada
para comparar la diferencia entre las células KHYG-1 de eliminacion de ARNip CD96 y los grupos de control (n = 3).

[0127] Se descubrié que la liberacion especifica se incremento significativamente en los co-cultivos que contenian
las células KHYG-1 de eliminacién CD96. Este fue el caso en todas las relaciones E:T (véase Figura 7).

[0128] Al correlacionarse la fluorescencia directamente con la lisis celular, se confirmé que la reduccién de la
expresion de CD96 en las células KHYG-1 daba como resultado un aumento en su capacidad para destruir las
células diana del cancer K562.

Ejemplo 4 - Citotoxicidad mejorada de células NK con una reducciéon de CD328 (Siglec-7)

Reduccién de CD328 mediada por ARNip en células NK-92

Materiales, reactivos e instrumentos.

[0129] Los ARNip de control (nimero de catalogo: sc-37007) y siARN CD328 (numero de catalogo: sc-106757) se
adquirieron de Santa Cruz Biotechnology. Para lograr eficiencias de transfeccion de hasta el 90% con una alta
viabilidad celular (>75%) en células NK-92 con el dispositivo Nucleofector™ (Nucleofector Il, Lonza), se utilizd un kit
T de Nucleofector™ de Lonza. RPMI-1640 que contenia FBS al 10%, L-glutamina 2mM, sin antibioticos, se usé para
el cultivo posterior a la nucleofeccion. Se adquiri6 CD328-APC antihumano de raton (nimero de catalogo: 339206)
de Biolegend.

Protocolo
[0130] Para hacer 10 uM de solucién de reserva ARNip

e Resuspender el diplex de ARNip liofilizado en 66 pl de agua libre de ARNasa (tampon de dilucion de
ARNip: sc-29527) a FITC-control/control-ARNip, en 330 ul de agua sin ARNasa para el gen diana ARNip
(ARNip CD328).

Calentar el tubo a 90°C durante 1 minuto.

Incubar a 37°C durante 60 minutos.

Almacenar la reserva de ARNip a -20°C si no se utiliza directamente.

Una muestra de Nucleofeccién contiene (para cubeta estandar de 100 pl)

Numero de células: 2x10° células.

ARNip: 4 ul de reserva de 10 uM

Solucién nucleofectora: 100 pl.

Nucleofeccién
[0131]

e  Cultivar el numero requerido de células. (Pase de uno o dos dias antes de Nucleofeccion, las células deben
estar en fase de crecimiento logaritmico).

e Preparar ARNip para cada muestra.

e Precalentar la solucion de Nucleofector a temperatura ambiente (100 pl por muestra).
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e Precalentar una porcion de medio de cultivo que contenga suero y suplementos a 37°C en un tubo de 50
ml. Preparar placas de 6 pocillos rellenando con 1,5 ml de medio de desecho que contiene suero y
suplementos y placas pre-incubadas en un incubadora humidificada a 37°C/5% CO..

e Tomar una alicuota de cultivo celular y contar las células para determinar la densidad celular.

e Centrifugar el niumero requerido de células a 1.500 rpm durante 5 min. Desechar el sobrenadante
completamente para que el medio residual no cubra el sedimento celular.

e Resuspender el sedimento celular en solucién de Nucleofector a temperatura ambiente hasta una
concentracion final de 2x108 células/100 pl. Evitar almacenar la suspension celular durante mas de 15-20
min en la solucion de Nucleofector, ya que esto reduce la viabilidad celular y eficiencia de transferencia de
genes.

e Mezclar 100 pl de suspension celular con ARNip.

e Transferir la muestra a una cubeta certificada por amaxa. Asegurarse de que la muestra cubra la parte
inferior de la cubeta, evitar las burbujas de aire al pipetear. Cerrar la cubeta con la tapa azul.

e Seleccionar el programa Nucleofector apropiado (A-024 para células NK-92). Insertar la cubeta en el
soporte de la cubeta (Nucleofector Il: girar el carrusel hacia la derecha hasta la posicion final) y presionar el
botén "x" para iniciar el programa.

e Para evitar dafios en las células, retirar las muestras de la cubeta inmediatamente después de que el
programa haya finalizado (la pantalla muestra "OK"). Agregar 500 ul del medio de cultivo precalentado a la
cubeta y transferir la muestra a la placa de 6 pocillos preparada.

e Incubar las células en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO,. Realizar analisis de citometria de
flujo y ensayo de citotoxicidad después de 16-24 horas.

[0132] Resultados: seguimos el protocolo anterior y realizamos un analisis de citometria de flujo del nivel de
expresion de CD328 en células NK-92. Los resultados de un experimento representativo se muestran en la Fig. 8, lo
que confirma la caida exitosa.

Derribar CD328 aumenta la citotoxicidad

Materiales, reactivos e instrumentos.

[0133] El kit de citotoxicidad DELFIA EuTDA basado en el ligando potenciador de la fluorescencia (n° de catalogo:
ADO0116) se compro a PerkinElmer. Las células diana K562 se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia FBS al
10%, L-glutamina 2mM y antibiéticos. Las placas de fondo en V de 96 pocillos (nimero de catalogo: 83.3926) se
compraron a SARSTEDT. Se us6 la centrifuga Eppendrof 5810R (con rotor de placa) para girar hacia abajo la placa.
VARIOSKAN FLASH (con el software Scanlt 2,4.3) se utilizé6 para medir la sefial de fluorescencia producida por
células K562 lisadas.

Protocolo
[0134]

e Cargue células diana K562 con el ligando de mejora de fluorescencia DELFIA reactivo BATDA

e Lave las células K562 con medio, ajuste el nimero de células a 1x108 células/mL con medio de cultivo.
Afadir 2-4 mL de células a 5 pl de reactivo BATDA, incubar durante 10 minutos a 37°C.

e Gire hacia abajo a 1.500 RPM durante 5 minutos para lavar las células K562 cargadas de 3 a 5 veces con
medio que contiene 1 mM Probenecid (Sigma P8761).

e + Después del lavado final, vuelva a suspender el sedimento celular en medio de cultivo y ajustelo a
aproximadamente 5 x10* células/mL.

Ensayo de citotoxicidad

[0135]

e Configure pozos para deteccién de fondo, liberaciéon espontanea y liberacion maxima.

e Pipetee 100 pL de células diana cargadas (5.000 células) en una placa con fondo en V.

e Agregue 100 pL de células efectoras (NK-92) de concentraciones celulares variables. La relacion entre
efector y objetivo varia de 1:1 a 20:1,

e Gire la placa a 100xg de RCF durante 1 minuto.

e Incube durante 2 horas en una atmoésfera humidificada con CO» al 5% a 37°C. Para pozos de liberacion
maxima, agregue 10 pL de tampodn de lisis a cada pocillo 15 minutos antes de cosechar el medio.

e Gire la placa a 500 x g durante 5 minutos.

e Transfiera 20 pL de sobrenadante a una placa de 96 pocillos de fondo plano, agregue 200 uL de solucion
de Europio precalentada, incube a temperatura ambiente durante 15 minutos usando un aparato para hacer
platos.

e Mida la fluorescencia en un fluorémetro de resolucion temporal utilizando VARIOSKAN FLASH. El
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lanzamiento especifico fue calculado utilizando la siguiente férmula:
e % de liberacion especifica = liberacion de experimento - liberacion espontanealliberacion maxima -
liberacién espontanea

[0136] Resultados: seguimos lo anterior para determinar el efecto sobre la citotoxicidad de la caida de CD328. Los
resultados de un experimento representativo se muestran en la figura 9, Como se ve, la citotoxicidad contra las
células diana se incrementé en las células con la eliminacién de CD328.

Ejemplo 5 - Protocolo para la terapia del cancer de sangre por derribo/derrota de los receptores inhibidores
del punto de control

[0137] Como se demostré en los Ejemplos anteriores, la funcion del receptor inhibidor del punto de control puede ser
derribada o eliminada de varias maneras. El siguiente protocolo se desarrollé para su uso en el tratamiento de
pacientes con cancer de la sangre: después del diagnostico de un paciente con un cancer tratado adecuadamente
con la invencion, se puede descongelar y cultivar una parte alicuota de células NK modificadas antes de la
administracion al paciente.

[0138] Alternativamente, se puede preparar una mutacién transitoria usando, por ejemplo, ARNip dentro de uno o
dos dias, como se describié anteriormente. La plataforma de electroporacion MaxCyte Flow ofrece una solucion
adecuada para lograr transfecciones rapidas a gran escala en la clinica.

[0139] La eliminacion de ciertos receptores inhibidores del punto de control puede ser mas beneficiosa que otros. Es
probable que esto dependa del paciente y del cancer. Por esta razon, el cancer se realiza una biopsia opcional y las
células cancerosas se cultivan en cultivo ex vivo. Una variedad de células NK con diferentes modificaciones del
receptor inhibitorio del punto de control pueden, por lo tanto, analizarse para determinar la citotoxicidad contra el
cancer especifico. Este paso se puede usar para seleccionar la célula NK mas apropiada o su derivado para la
terapia.

[0140] Tras una modificacion exitosa, las células se resuspenden en un vehiculo adecuado (por ejemplo, solucion
salina) para inyeccion intravenosa y/o intratumoral en el paciente.

Ejemplo 6 - KHYG-1 Knock-in de la TRAIL/variante TRAIL

[0141] Las células KHYG-1 se transfectaron con las TRAIL y variante TRAIL, con el fin de evaluar su viabilidad y
capacidad para matar las células cancerosas después de la transfeccion.

[0142] La variante de TRAIL utilizada es la descrita en el documento WO2009/077857. Esta codificado por el gen
TRAIL de tipo salvaje que contiene la mutacion D269H/E195R. Esta mutacién aumenta significativamente la afinidad
de la variante TRAIL para DR5, mientras que reduce la afinidad para ambos receptores de sefiuelo (DcR1 y DcR2).

Expresion de linea de base TRAIL

[0143] La expresion de TRAIL (CD253) basal en células KHYG-1 se analiz6 utilizando citometria de flujo.

[0144] Raton anti-humano CD253-APC (numero de catalogo de Biolegend: 308210) y control de isotipo (nimero de
catalogo de Biolegend: 400122) se usaron para tefir muestras celulares y se analizaron en un citémetro de flujo BD
FACS Canto II.

[0145] Se cultivaron células KHYG-1 en medio RPMI 1640 que contenia FBS al 10%, L-glutamina 2mM, penicilina
(100 U/mL)/estreptomicina (100 mg/mL) e IL-2 (10 ng/mL). Se recogieron 0,5-1,0 X 10°® células/prueba por
centrifugacion (1.500 rpm durante 5 minutos) y se aspird el sobrenadante. Las células (suspension de células
individuales) se lavaron con 4mL de tampdn FACS enfriado con hielo (PBS, BSA al 0,5 - 1%, NaN3 - azida sddica al
0,1%). Las células se resuspendieron en 100 pyL de tampon FACS enfriado con hielo, se afiadieron 5uL de
anticuerpo a cada tubo y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron 3 veces por
centrifugacion a 1.500 rpm durante 5 minutos. Las células se resuspendieron luego en 500 ml de tampéon FACS
enfriado con hielo y se mantuvieron temporalmente en la oscuridad sobre hielo.

[0146] Las células se analizaron posteriormente en el citdmetro de flujo (BD FACS Canto Il) y los datos generados
se procesaron utilizando el software FlowJo 7.6.2.

[0147] Como se puede ver en la Fig. 10, el analisis FACS mostré una expresion de referencia débil de TRAIL en la
superficie celular KHYG-1,

TRAIL/variante TRAIL Knock-in por Electroporacion

[0148] EIl ARNm de TRAIL de tipo salvaje y la variante de TRAIL (D269H/195R) se sintetiz6 mediante TriLink
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BioTechnologies, se dividié en partes alicuotas y se almacen6 a -80°C. CD253-APC antihumano de ratéon (n° de
catalogo de Biolegend: 308210) y control de isotipo (n° de catalogo de Biolegend: 400122) y CD107a-PE antihumano
de ratén (n° de catalogo de eBioscience: 12-1079-42) y control de isotipo (n° de catalogo de eBioscience: 12-4714)
se usaron anticuerpos para tefiir muestras de células y se analizaron en un citémetro de flujo BD FACS Canto Il. Se
uso el colorante de ADN SYTOX-Green (n° de catalogo de Life Technologies: S7020; Solucion 5 mM en DMSO).
Para lograr eficiencias de transfeccion de hasta el 90% con una alta viabilidad celular en células KHYG-1 con el
dispositivo Nucleofector™ (Nucleofector Il, Lonza), se utilizo un kit T Nucleofector™ de Lonza. Se utilizo RPMI 1640
libre de antibiéticos que contenia FBS al 10%, L-glutamina (2 mM) e IL-2 (10 ng/ml) para el cultivo posterior a la
nucleofeccion.

[0149] Las células KHYG-1 y NK-92 se pasaron uno o dos dias antes de la nucleofeccion, ya que las células deben
estar en la fase de crecimiento logaritmico. La solucion de Nucleofector se precalenté a temperatura ambiente (100
pl por muestra), junto con una porcién de medio de cultivo que contenia suero y suplementos a 37°C en un tubo de
50 mL. Las placas de 6 pocillos se prepararon rellenando con 1,5 mL de medio de cultivo que contenia suero y
suplementos y se incubaron previamente en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO,. Se preparé una
alicuota de cultivo celular y se contaron las células para determinar la densidad celular. El nimero requerido de
células se centrifugd a 1.500 rpm durante 5 minutos, antes de descartar el sobrenadante por completo. El sedimento
celular se resuspendié en una solucion nucleofectora a temperatura ambiente hasta una concentracion final de 2x108
células/100 pl (tiempo maximo en suspension = 20 minutos). Se mezclaron 100 pl de suspension celular con 10 ug
de ARNm (volumen de ARN <10 mL). La muestra se transfirié a una cubeta certificada por Amaxa (asegurandose de
que la muestra cubriera el fondo de la cubeta y evitando las burbujas de aire). Se selecciond el programa
Nucleofector apropiado (es decir, U-001 para células KHYG-1). Las cubetas se insertaron en el soporte de la cubeta.
Se agregaron 500 pl de medio de cultivo precalentado a la cubeta y la muestra se transfirio a una placa de 6 pocillos
preparada inmediatamente después de que el programa hubo terminado, para evitar dafios a las células. Las células
se incubaron en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO.. El andlisis de citometria de flujo y los ensayos de
citotoxicidad se realizaron 12-16 horas después de la electroporacion. La tincion de citometria de flujo se llevo a
cabo como anteriormente.

[0150] Como se puede ver en las Fig. 11 y 12, la expresion de TRAIL/variante TRAIL y el CD107a (marcador de
activacion NK) aumentd la post-transfeccion, confirmando el éxito de la insercion de los genes TRAIL en las células
KHYG-1.

[0151] La Fig. 13 proporciona evidencia de la viabilidad de las células KHYG-1 antes y después de la transfeccion
mediante electroporacion. Se puede observar que no se observan diferencias estadisticamente significativas en la
viabilidad celular después de la transfeccion de las células con la TRAIL/variante TRAIL, lo que confirma que la
expresion de TRAIL de tipo salvaje o variante no es toxica para las células. Esta observacion contradice los
hallazgos correspondientes en las células NK-92, que sugieren que el gen de la variante TRAIL es toxico para las
células (datos no mostrados). Sin embargo, esto probablemente se explica por los niveles de expresion
relativamente altos de los receptores de TRAIL DR4 y DR5 en la superficie de las células NK-92 (véase Fig. 14).

Efectos de la TRAIL/variante TRAIL en la citotoxicidad celular KHYG-1

[0152] Se us6 anticuerpo anti-CD2-APC de raton (n° de catdlogo de BD Pharmingen: 560642). Se utilizd el
anticuerpo anexina V-FITC (n° de catalogo de ImmunoTools: 31490013). Se uso el colorante de ADN SYTOX-Green
(n° de catalogo de Life Technologies: S7020). Se utilizé una placa de cultivo celular de 24 pocillos (n° de catalogo de
SARSTEDT AG: 83.3922). Las células celulares de leucemia mielégena K562, la linea celular de mieloma multiple
RPMI8226 y MM1.S se utilizaron como células diana. K562, RPMI8226, MM1.S se cultivaron en medio RPMI 1640
que contenia FBS al 10%, L-glutamina 2mM y penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 mg/mL).

[0153] Como se explicé anteriormente, las células KHYG-1 se transfectaron con la TRAIL/variante TRAIL.

[0154] Las células diana se lavaron y se sedimentaron mediante centrifugacion a 1.500 rpm durante 5 minutos. Las
células transfectadas con KHYG-1 fueron diluidas a 0,5x108/mL. La densidad de la célula diana se ajusté luego en
medio RPMI 1640 precalentado, con el fin de producir relaciones de efector:diana (E: T) de 1:1.

[0155] Se mezclaron entonces 0,5 mL de células KHYG-1y 0,5 mL de células diana en una placa de cultivo de 24
pocillos y se colocaron en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO; durante 12 horas. El analisis de
citometria de flujo se utilizd luego para analizar la citotoxicidad de las células KHYG-1; las células cultivadas (en
diferentes momentos) se lavaron y luego se tifieron con el anticuerpo CD2-APC (5 pL/prueba), Anexina V-FITC (5
pL/prueba) y SYTOX-Verde (5 pL/prueba) usando Anexina V tampén de union.

[0156] Los datos se analizaron adicionalmente usando el software FlowJo 7.6.2. Se establecieron puertas CD2-
positivas y CD2-negativas, que representan las poblaciones de células KHYG-1 y células diana, respectivamente.
Las células positivas Anexina V-FITC y SYTOX-Green en la poblacion negativa para CD2 se analizaron para
detectar apoptosis inducida por TRAIL.
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[0157] Las Figs. 15, 16 y 17 muestran los efectos de ambas células KHYG-1 que expresan la TRAIL o variante
TRAIL en la apoptosis para las tres lineas celulares diana: K562, RPMI8226 y MM1.S, respectivamente. Es evidente
para todas las poblaciones de células diana que la expresion de TRAIL en las células KHYG-1 aumenté el nivel de
apoptosis, en comparacion con las células normales KHYG-1 (no transfectadas con TRAILO). Ademas, la expresion
de la variante de TRAIL en las células KHYG-1 aumentd aun mas la apoptosis en todas las lineas celulares diana,
en comparacion con las células KHYG-1 transfectadas con TRAIL de tipo salvaje.

[0158] Las células de la invencion, que expresan la variante de TRAIL, ofrecen una ventaja significativa en la terapia
del cancer, debido a que muestran afinidades mas altas para el receptor de muerte DR5. Cuando son desafiadas por
estas células de la invencion, se evita que las células cancerosas desarrollen estrategias defensivas para evitar la
muerte a través de un cierto camino. Por lo tanto, los canceres no pueden eludir eficazmente la muerte celular
inducida por TRAIL mediante la regulacién al alza de los receptores de sefiuelo TRAIL, ya que las células de la
invencion se modifican para que permanezcan citotdxicas en esas circunstancias.

Ejemplo 7 - Protocolo para el tratamiento del cancer de sangre utilizando células NK con variantes de TRAIL
integradas

[0159] Las células KHYG-1 se transfectaron con la variante TRAIL, como se describe anteriormente en el Ejemplo 6,
El siguiente protocolo se desarrollé para su uso en el tratamiento de pacientes con cancer de la sangre:

Tras el diagnéstico de un paciente con un cancer tratado adecuadamente con la invencién, se administra un agente
inductor de DR5, por ejemplo Bortezomib, antes de la administracion de las células NK modificadas, y por lo tanto se
usa a dosis bajas para aumentar la expresion de DR5 en el cancer, haciendo mas efectiva la terapia con células NK
modificadas.

[0160] Una parte alicuota de células NK modificadas se descongela luego, se cultiva y se administra al paciente.

[0161] Dado que la variante TRAIL expresada por las células NK utilizadas en la terapia tiene una afinidad mas baja
por los receptores sefiuelo que TRAIL de tipo salvaje, hay una mayor unién de los receptores de muerte en la
superficie de las células cancerosas y, por consiguiente, como resultado una mayor apoptosis de las células
cancerosas.

[0162] Otra opcion, antes de la implementacion del protocolo anterior, es la realizacion de una biopsia del cancer y
cultivar células cancerosas ex vivo. Este paso se puede usar para identificar los canceres que expresan niveles
particularmente altos de receptores sefiuelo y/o niveles bajos de receptores de muerte, para ayudar a determinar si
un agente inductor de DR5 es apropiado para un paciente determinado. Este paso también puede llevarse a cabo
durante la terapia con el protocolo anterior, ya que un cancer dado podria adaptarse para, por ejemplo, reducir su
expresion de DR5 vy, por lo tanto, puede ser adecuado para tratar con un agente inductor de DR5 a la mitad del
tratamiento.

Ejemplo 8 - El bortezomib de dosis baja sensibiliza las células cancerosas a las células NK que expresan la
variante TRAIL

[0163] El bortezomib (Bt) es un inhibidor del proteasoma (farmaco similar a la quimioterapia) util en el tratamiento del
mieloma multiple (MM). Se sabe que Bortezomib regula al alza la expresion de DR5 en varios tipos diferentes de
células cancerosas, incluidas las células MM.

[0164] Las células KHYG-1 fueron transfectadas con la variante TRAIL, como se describe anteriormente en el
Ejemplo 6, antes de ser usadas para atacar células MM con o sin exposicion a Bortezomib.

Expresién de DR5 inducida por bortezomib

[0165] Bortezomib fue comprado de Millennium Pharmaceuticals. El ratén anti-humano DR5-AF647 (n° de catalogo:
565498) se compré a BD Pharmingen. Las muestras de células tefiidas se analizaron en BD FACS Canto II.

(1) Las lineas celulares MM RPMI8226 y MM1.S se cultivaron en medio RPMI1640 (Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU.) suplementadas con L-glutamina 2mM, HEPES 10 mM, bicarbonato de sodio 24 mM, 0,01% de
antibioticos y 10% de suero bovino fetal (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), en una atmoésfera con 5% de CO; a
37°C.

(2) Se sembraron células MM en placas de 6 pocillos a 1x108/ml, 2 mL/pocillo.

(3) Las células MM se trataron con diferentes dosis de Bortezomib durante 24 horas.

(4) La expresion de DR5 en células MM tratadas con Bortezomib/no tratadas fue luego analizada por citometria
de flujo (Fig. 18).

[0166] Se encontrd que el tratamiento con bortezomib de dosis baja aumentaba la expresion de DR5 en ambas

lineas celulares MM (Fig. 18). La regulacion positiva de DR5 se asocié con una inducciéon menor de apoptosis (datos
no mostrados). Se encontrd, sin embargo, que la expresion de DR5 no podia ser regulada al alza por altas dosis de
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Bortezomib, debido a la alta toxicidad que causaba que la mayoria de las células MM murieran.

Sensibilizacion inducida por bortezomib de células cancerosas

[0167] Las células KHYG-1 se transfectaron con la variante TRAIL (TRAIL D269H/E195R), como se describe
anteriormente en el Ejemplo 6,

(1) Las células MM1.S tratadas/no tratadas con Bortezomib se usaron como células diana. Las células MM1.S se
trataron con 2,5 nM de Bortzeomib o vehiculo (control) durante 24 horas.

(2) 6 horas después de la electroporacion del ARNm variante de TRAIL, las células KHYG-1 se cultivaron luego
con células MM en una placa de 12 pocillos. Después del lavado, las concentraciones celulares se ajustaron a
1x108/mL, antes de mezclar las células KHYG-1 y MM1.S en una proporcion 1:1 con el cultivo durante 12 horas.
(3) Se llevé a cabo un analisis de citometria de flujo de la citotoxicidad de las células KHYG-1, Las células co-
cultivadas se recolectaron, se lavaron y luego se tifieron con el anticuerpo CD2-APC (5 ul/prueba), AnnexinV-
FITC (5 uL/prueba) y SYTOX-Green (5 uL/prueba) utilizando el tampdn de unién AnnexinV.

(4) Los datos se analizaron adicionalmente utilizando el software FlowJo 7.6.2. La poblacion CD2 negativa
representa células MM1.S. Las células KHYG-1 son fuertemente positivas para CD2. Finalmente, se analizaron
las células positivas para AnnexinV-FITC y SYTOX-Green en la poblacion negativa para CD2.

[0168] El analisis citométrico de flujo de la apoptosis se realizdé en células MM1.S pretratadas/no tratadas con
Bortezomib co-cultivadas con células KHYG-1 electroporadas con/sin variante TRAIL (Fig. 19).

[0169] Se encontré que Bortezomib indujo la sensibilidad de las células MM a las células KHYG-1 que expresan la
variante TRAIL. Por lo tanto, los datos indicaron que un agente que indujo la expresion de DR5 fue efectivo en el
modelo para aumentar la citotoxicidad contra las células cancerosas y, por lo tanto, puede ser util para mejorar la
terapia contra el cancer de la presente invencion.

Ejemplo 9 - Confirmacién de la apoptosis inducida por la variante TRAIL

[0170] A pesar de la evidencia concluyente de un aumento de la citotoxicidad de las células NK como resultado de la
expresion de la variante TRAIL en los ejemplos anteriores, quisimos confirmar si el aumento de la citotoxicidad
resulté de la induccién de la apoptosis de las células cancerosas (lo mas probable) o de la activacién inadvertida de
las células NK para exhibir un fenotipo mas citotoxico y, por tanto, mata las células cancerosas a través de la
secrecién de perforina.

[0171] Se ha demostrado que la concanamicina A (CMA) inhibe la actividad citotoxica mediada por perforina de las
células NK, principalmente debido a la degradacién acelerada de la perforina por un aumento en el pH de los
granulos liticos. Investigamos si la citotoxicidad de las células KHYG-1 que expresan la variante TRAIL podria
destacarse cuando la citotoxicidad mediada por perforina se eliminé parcialmente con la CMA.

Reduccién de la expresién de perforina inducida por CMA

[0172] Se adquirio perforina-AF647 de ratdon (n° de catalogo: 563576) de BD pharmingen. Concanamicina A (n° de
catalogo: SC-202111) se compré a Santa Cruz Biotechnology. Las muestras de células tefiidas se analizaron
utilizando un BD FACS Canto II.

(1) Las células KHYG-1 se cultivaron en medio RPMI1640 que contenia FBS al 10% (suero bovino fetal), L-
glutamina 2mM, penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (100 mg/ml) e IL-2 (10 ng/ml).

(2) Se trataron adicionalmente células KHYG-1 (6 horas después de la electroporacion, cultivadas en medio
RPMI1640 libre de penicilina/estreptomicina) con CMA 100 nM o un volumen igual de vehiculo (DMSO) durante 2
horas.

(3) Las células se recogieron (1x108 células/prueba) por centrifugacion (1.500 rpm durante 5 minutos) y se aspird
el sobrenadante.

(4) Las células se fijaron en paraformaldehido al 4% en solucion de PBS a temperatura ambiente durante 15
minutos.

(5) Las células se lavaron con 4 mL de tampén FACS (PBS, BSA al 0,5-1%, azida sddica al 0,1%) dos veces.

(6) Las células se permeabilizaron con 1 ml de tampén PBS/saponina al 0,1% durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

(7) Las células se lavaron con 4 mL de PBS/0,1% de tampdn saponina.

(8) Las células se resuspendieron en 100 uL de PBS/0,1% de tampdn de saponina, antes de agregar 5 uL del
anticuerpo a cada tubo e incubar durante 30 minutos en hielo.

(9) Las células se lavaron con PBS/tampén de saponina al 0,1% 3 veces mediante centrifugacion a 1.500 rpm
durante 5 minutos. (10) Las células se resuspendieron en 500 uL de tampoén FACS helado y se mantuvieron en
la oscuridad en hielo o a 4°C en una nevera brevemente hasta su analisis.

(11) Las células se analizaron en el citometro de flujo (BD FACS Canto Il). Los datos fueron procesados
utilizando el software FlowJo 7.6.2.
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[0173] El tratamiento con CMA disminuyo significativamente el nivel de expresion de la perforina en células KHYG-1
(Fig. 20) y no tuvo efectos negativos en la viabilidad de las células KHYG-1 (Fig. 21).

Citotoxicidad de las variantes de TRAIL de células NK en presencia de CMA

[0174] Las células KHYG-1 se transfectaron con la variante TRAIL (TRAIL D269H/E195R), como se describe
anteriormente en el Ejemplo 6,

(1) Se usaron células MM1.S como células diana.

(2) 6 horas después de la electroporacion del ARNm de TRAIL, las células KHYG-1 se trataron con CMA 100 mM
o un volumen igual de vehiculo durante 2 horas.

(3) Las células KHYG-1 se lavaron con medio RPMI1640 mediante centrifugacion y se resuspendieron en medio
RPMI1640 que contenia IL-2, ajustando las concentraciones celulares a 1x10%/mL.

(4) Las células MM1.S se resuspendieron en medio RPMI1640 que contenia IL-2 ajustando las concentraciones
de células a 1x108/mL.

(5) Las células KHYG-1 y MM1.S se mezclaron en una proporcion de 1:1 y se cultivaron conjuntamente durante
12 horas.

(6) Se llevd a cabo un analisis de citometria de flujo de la citotoxicidad de las células KHYG-1, Las células
cocultivadas se lavaron y se tifieron con anticuerpo CD2-APC (5 ul/prueba).

(7) Después del lavado, se realizd una tincion adicional con AnnexinV-FITC (5 ul/prueba) y SYTOX-Green (5
uL/prueba) utilizando el tampo6n de uniéon AnnexinV.

(8) Los datos se analizaron adicionalmente utilizando el software FlowJo 7.6.2. La poblacion CD2 negativa
representa células MM1.S. Las células KHYG-1 son fuertemente positivas para CD2. Luego se analizaron las
células positivas para AnnexinV-FITC y SYTOX-Green en una poblacién negativa para CD2.

[0175] Se mostré de nuevo que las células NK que expresan la variante de TRAIL muestran una mayor citotoxicidad
que las células de control que carecen de expresion de la variante de TRAIL (Fig. 22). En este Ejemplo, sin
embargo, se demostréo ademas que CMA no pudo disminuir significativamente la actividad citotoxica de las células
NK que expresan la variante TRAIL, en contraste con el hallazgo de células NK de control tratadas con CMA.

[0176] Se demostré que las células NK sin la variante TRAIL (control o células NK simuladas) inducen 48% de
muerte de células cancerosas en ausencia de CMA y 35,9% de muerte de células cancerosas en presencia de CMA
(Fig. 22). Las células NK que expresan la variante TRAIL pudieron inducir mas muerte de células cancerosas que las
células NK de control, tanto en presencia como en ausencia de CMA. De hecho, incluso con la presencia de CMA,
las células NK que expresan la variante TRAIL indujeron mas muerte de células cancerosas que las células NK de
control en ausencia de CMA.

[0177] Por lo tanto, estos datos muestran la importancia de la variante TRAIL para aumentar la citotoxicidad de las
células NK contra las células cancerosas a través de un mecanismo menos susceptible a la regulacion por
disminucion relacionada con la perforina. Dado que las células NK utilizan cominmente la perforina para destruir las
células diana, y muchas células cancerosas han desarrollado mecanismos para reducir la expresion de la perforina
de las células NK, con el fin de evadir el ataque citotdxico, las células NK de la invencién representan una poderosa
alternativa menos susceptible de atenuacién por células cancerosas.

Ejemplo 10 - Expresion combinada de la variante de TRAIL mutante y derribo del CD96 del receptor inhibidor
del punto de control en células KHYG-1

[0178] Se observaron aumentos en la citotoxicidad de las células NK al eliminar la expresion del receptor CD96
inhibidor del punto de control y también al expresar la variante TRAIL. También ensayamos la combinacién de las
dos modificaciones genéticas para provocar un efecto sinérgico en la citotoxicidad de las células NK.

[0179] La expresion de CD96 se redujo en células KHYG-1, como se describe en el Ejemplo 2.

[0180] Se transfectaron células KHYG-1 con la variante TRAIL (TRAIL D269H/E195R), como se describe
anteriormente en el Ejemplo 6.

(1) 12 horas después de la electroporacion, las células KHYG-1 se cultivaron conjuntamente con células diana
(K562 0 MM1.S) a una concentracion de 1x10%/mL en placas de 12 pocillos (2 mL/pocillo) durante 12 horas. La
relacion E:T fue de 1:1,

(2) 12 horas después del cocultivo, las células se recogieron, se lavaron, se tifieron con CD2-APC, se lavaron de
nuevo y se tifieron nuevamente con AnnexinV-FITC (5 ul/prueba) y SYTOX-Green (5 ul/prueba) usando
AnnexinV tampdn de union.

(3) Las muestras celulares se analizaron utilizando un citdmetro de flujo BD FACS canto Il. Los datos se
analizaron adicionalmente utilizando el software FlowJo 7.6.2. La poblacion CD2 negativa representa células
MM1.S. Las células KHYG-1 son fuertemente positivas para CD2. Luego se analizaron las células positivas para
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AnnexinV-FITC y SYTOX-Green en la poblaciéon negativa para CD2.
[0181] Al mismo tiempo, se elimind la expresion de CD96 y se expreso la variante de TRAIL en las células KHYG-1
para aumentar sinérgicamente la citotoxicidad de las células contra las células diana K562 (Fig. 23) y las células
diana MM1.S (Fig. 24). Esto fue indicado por el hecho de que en ambos grupos de células diana, mas muerte celular
resulté de la modificacion genética simultanea que resultaron de las modificaciones individuales en aislamiento.
[0182] Al mismo tiempo, se obtuvieron pruebas adicionales que demuestran que la eliminacion de CD96 aumenta la
citotoxicidad de las células NK (Fig. 23 y 24), ademas de pruebas adicionales que muestran la expresion del mutante
TRAIL/variante aumenta la citotoxicidad de las células NK (Fig. 23 y 24).
[0183] La invencién proporciona asi células NK y lineas celulares para uso en terapia de cancer de sangre.
LISTADO DE SECUENCIAS
[0184]

<110> Onkimmune Limited

<120> CELULAS ASESINAS NATURALES MODIFICADAS Y LINEAS DE CELULAS ASESINAS NATURALES QUE
HAN AUMENTADO LA CITOTOXICIDAD

<130> P40153EP

<160> 12

<170> PatentIn version 3,5
<210> 1

<211> 9540

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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ggggagcttce
cacecaggggc
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tgaaggacac
gteccaggea
cttecococcoegyg
goctgetgtg
cccttectge
tggaggatga
cagtgagtgt
gcagggagca
ataaatgege
agagagtgtg
catctgagaa
cagaggaaac
gaggetgeag
gagcggecag
aatcggatca
gacaccceee
gacatatgec
actgtccggg
cactgagaga
tacctoctcac

cgoccagetyg

27

taaagtgtcce
atctcatgag
cgagetgtgt
teccocccagee
cacagacaga
cgtggeoccat
acgcccagga
ggggcececga
tecagggtgag
gcatctcagt
gaaccttcoo
acagcctgaa
ccaaaggect
ctetcageat
acctcactct
teocteoatcet
ggaataaatg
tcccagggag
aagcogecce
catgtecagy
gggcagtggg
gectggacag
agccgtgeaa
ccaaatggge
accctecacyg
cecccgggaac
accactgtct
ccggtgaaac
gaattcctgy
gtectttect
tctcococoge

cacagcecttga

tcegggetcea
gcatttggaa
gtgcagggca
cagagaaagg
ggcctgeagt
acactgccce
agaaaaccte
agtttecegta
atcatctcac
agcecccatct
aagagacgaa
gatggggtgyg
cctggtgoca
cgtcacggtyg
ctectgetgt
ctgtttggee
aaccaccecog
cteactgtag
cgcctectga
agtgcaacgt
gocagtetga
agtggggcac
aggcecccegag
aaggtcaaag
gccttaggge
agtgaggaaa
ctctecagea
actccagacc
acacaaagga
ctecaggeece
tgcaggetge

ccctcagacy

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5340

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020
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gaaggcaact
cgeoaccetg
actcaggact
cotggacece
gcagtcgaaa
caatgagtta
atataaatat
tagaaacgaa
aaaaagaata
ttgctcatga
aaaatattaa
acgecatttee
caaactaacc
tggatgaaat
actcatttta
tgtgtgtgaa
aagtttcact
agagcatcac
tcacgecetgt
ttcaagacca
ctggacatgg
cttgaatgaa
cctaggatat
tcctettttt
gttgatattt
ttcacaatat
tctacgattt
gttaggtata
tgcageaace
tatttecttgt

caagtgacce

gagcctecto
geeatecact
gctgaaggcea
taacaaagac
taactaatat
accgagaaaa
tacacatcac
aaaaaaaaac
accaattatt
ggaaaaacca
ttacagtcat
atatgggagt
ccagaacagyg
attcaaaact
aatgtgtgtg
aaacattgac
ggtgatttct
aaatgtttct
aatctcaaca
gcatggecaa
tggcgeacge
cecegggaggt
gtttattaaa
ggttceccatat
tgatgggaat
tgattctgec
ctttctgeag
ttcttagata
tggatgagcet
agagatgagyg

geccegecttg
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catcccagga
ageecggagy
cgggagetge
catgaggaga
cecctacattt
ctaaaatcag
acaatgaaat
taggaaatga
ccaaatgaag
aaacttgaaa
aaatcctaac
gagccagcag
ctgcaaacct
ggagtttaca
tatgtgtgtg
tgtaataaaa
tacaaatatt
tgagaataga
cctagggagg
caaggcaaaa
tgcaatccca
ggaggttgaa
tttacatttg
gaattttagg
tgcattgaac
aatccatgag
cattttgttyg
tttttaattt
ggaggccatt
ttttgecatg

acctceccaaa

aagggaacct
gtacgcagac
cecccagtgga
tgctgggaac
tttaattaaa
aagtaagaat
tgaaaaagta
atgacgttgyg
gtgtaagaaa
attcaacaaa
tacattgagce
acagcccage
ataccaatat
taatgaacgt
tatatatatg
atgttcccat
gacgcactaa
aaaagaggca
cagaggccac
ccecatetet
gctacttggg
gtgagcaaaa
tectttttget
atttttttet
ctaaatattg
catgggatat
ttcttcttgt
tttgcaactg
attcatgaca
ttgeccagge

gtgetgggac

28

ccagctgage
tccacactca
caccaatgaa
tttgggacte
gcaacagact
gtgctttaaa
caaaccacaa
ctttegtata
gggaataaga
gccaatgaag
aagagaaaga
agatcctaca
actagaaaat
aagagtaatc
tgtgtgtgtyg
cgtatcaact
tgaaacacac
atgtgcecegyg
agattacttg
actaaaaata
aggcagaggc
acaaacccce
taagattgct
aattctgtga
ctttgggaag
atttctattt
agagatcttt
atgtacaagg
ccacatccag
tggtcttgaa

tgcaggecatg

ccagcatcta
gtagaaggag
ccccagteag
acttgattcet
tctcaataat
ctgaatcaca
atgaaaaaag
aggaatttag
agaagaagag
ctecattcttg
aagagcaggc
cacattttea
gcagattaaa
agagaatctg
tgtgtgtgtg
ccagttcagg
aaacacaccc
gtgeggtgge
aggccgggay
caaaaattag
aggaggatca
tacaattcag
ttggtattca
aaaaaatgat
tgtgatcatt
tgctgtgtca
cacctectea
gattgagttt
ctaatttttg
ctectgggee

agccacggty

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7820

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 2

cctggeeccat
cacatgette
ttaaggetgg
tgtaaccage
gtgtgacaac
catggacctyg
gagccacaac
gggttectect
aagtcaccag
caggaagtoet

taagtaggtt

<211> 101
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

<210> 3

<211> 23

Gly

Thr

Gly

Leu

50

Val
65

Tyr

Glu

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3

gagtcacagg tggcatttgg cgg

Ala

Ser

Gly

Asn

Gly

Asp

Leu

catagcactt
ccacatgect
aaaaggggag
agggagggtc
getgeagtga
agtcaatgag
ttcccacttt
ctgtctcata
cagccceteg

catttctcat

ttccocagtgt

Tyr Pro

Gly Gly

20

Phe
35

Ile

Gln

Ser

vVal

Pro

Asn

Leu

Val
100

Leu

23

Lys

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser
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ttgatcatta
catecttecag
atggtteocac
cagtgtgage
atctgtttea
cagagatatc
catccaaaac
cagaggcaga
gcegetggeat
tttotteatt

taggagcaga

Pro Thr

vVal Thr
Cys

Lys

Ala
55

His

Pro Asn

70

Pro Tyr

Pro

ggataattcc
agagggttte
ctgocagtge
ctcagacteg
cacacatgga
ccagtgecat
cocecgaccect
aacctcecoee
cttetgette

ggaccatgge

tgtgggetgt

Leu Ser

10

Gln
25

Leu

Glu
40

Gly

Arg

Gly

Arg

Val Trp

29

Ala

Cys

Glu

Ser

Trp

Ser

ttctecttgt
caccagggcet
cacatgagtce
catgtgggac
ggaggcggcet
ccacaaacac
ccctgtetgt
ttagtgacce
ttaaggtttc
tacatattte

tgagcacata

Gln Pro

Glu Ser

Asp Glu

Ser Arg

Ser His

75

Ser Pro

Ser

Gln

His

45

Ala

arg

Ser

catttttgga
gtgctgggag
tacteaggge
agacgcccat
cagggctgac
aggggagaag
gagggeecty
ccagetttge
ctgectatga
agacacatta

agtcactcac

Pro
15

Val

30

Pro

Ile

Cys

Asp

vVal

Ala

Gln

Phe

Tyr

Leu

val

Phe

Cys

Ser

Gly

80

Leu

8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480

9540



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<210> 4

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

cgaatcgcag gtggtcgcac agg 23

<210> 5

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

gggagcccca tttaacacga

<210> 6

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

20

gggagactca gggaactcca 20

<210>7

<211> 7375

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

ctttggacct
aattetttce
ttgtgatttt
atttgtaaag
ttattaatga
tagtagtttt
attgaataaa
cttagttate
ccatccatgg
cagctaaacc
gecttotgtyg
cttgattctg

tacttcctga

tctteaacte
ttectgcaaaa
agttttttte
ctgtcaaggg
tgcctagaca
ggagttgtca
attgggattt
cagatactca
attggcttgt
cacggcttcce
tgtgcacatyg

tgtgggttea

agacctgaac
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tgttttgtet
ccagaggceag
tcttaaccaa
accattagaa
aatcctgeca
atgaaatgaa
aggaggaccc
aagtgaacat
tttgttcagt
tttctcecgtaa
tgtaatacat
aacacattte

accgcetecca

ctgttgagtt
cttettttee
atgctaaatyg
ggatggtget
ttagcecaag
ttggactgga
ttgtactceca
gaagcettceag
tgagtgettyg
aaccaaaaca
atectgggatc
aaagcttcag

taaagecatyg

30

aaggctttta
gcctatttte
gatttaggag
tcacagatag
ggctcagaaa
tggttaagga
ggaaattctc
tttcaaattyg
aggttgtctt
aaaaggcttt
aaagctatct
gatcctgaaa

gecttgeettyg

agaacacctg
agtttatttc
aaataaactt
aatacagttt
gttagcagece
tgcccagaag
caagtcteca
aatacatttt
ttcgacgtaa
ctattcaagt
atataaagtc
ggttttgcte

gatttcageg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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gcacaaggct
tctetteate
ggtgtttete
agccagaagt
cagggagcag
tatttagtag
tcagaccctt
tacatttgag
caaatcctgg
atactttata
ctteotttact
aattatttaa
agaaagccac
ttcagatgea
cttaaaatga
taagaaacca
tactggagaa
attaaataaa
acaggaccct
gettgottgg
agattattga
caagtaaaag
taatgaacta
aggcagaggt
gacatgacaa
tggecttggty
tectagaaat
ttatttattg
tgagtgacat
ctggttagtt
tecteotgtatg

agtgttcaag

cagctgaacao
ccectgtettet
ctacctgggt
taaaggtaaa
ttgggcggea
gggcttoatg
ctatgagact
ctgggtttca
gaagagtttt
aatgaattag
taattcaagg
aaataaaagt
cagtctgttt
gatcctcagt
tgagtatatc
tgtagtttgt
gaaatattca
cactcttaga
cocaatactg
ggagagggcea
gtgceteactt
agtgaggaga
ctgcaatgga
gagggttagg
tggctgetge
gaagggacta
teagaccaga
tatttgttit
catgcaacac
acaggaaggt
gagagetggt

ggaaggagaa
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tggctaccag
gcaaaggtga
ttcatttgtt
actccaatct
gcaaataagg
aatgcatgtg
ggaagtgatt
ggatgagcte
tttgctatac
ccagettgtt
ttttaaggtt
ttgaaattge
ggcatacaat
ttteagetet
cattgaatct
atgaagtagg
tatatgtttt
agtatttaaa
gaaagttgag
ggacatttag
gggtgggeta
tatgattage
gttatcacag
gaaggaagct
caaactgttt
gtgtctotaa
gtgatagatt
tgcgatcagt
aagttttgag
aatttggecat
ctcetttate

ataaagggca

gacctggcce
gtgagacttt
tcageagtca
ggcettggety
caaagagata
agttggttta
taagagggaa
acaagttecct
aattcaaggt
taaaatgtag
ctottaatca
caaaaaaaaa
acttaattgt
tcagagactg
caaccttatce
tactcaaaag
cttattttta
tttoectaaag
tgtgaccgca
gatttcttaa
taatcactge
tcacaaataa
tgctaaggat
gtagtctage
totettetga
tatagggtga
ggaattggat
gttagtaaag
tttecacttgt
gcagecacta
ctgtgggaaa

gagaggeage

31

tgcactctcoo
tggagcatga
aaggcagtga
gctetgtatt
gctcagaaca
gtagagagac
aggatagcca
ttaaaaaaaa
tttaaggtce
ggaaattgtg
attctactag
agacaaggaa
tgecctgaccet
acaccaggtt
tctetctaga
atatttgatg
catgtittaa
taaatttatc
tttagtggtg
gcttagagte
tecacaggagt
ctttaataca
gcteagaggyg
tagctagagce
ggacagatgt
tttataagca
catgggggac
tgtcaaaggy
cagactgact
tttttgagtt
agagaacaaa

ggtggtgtea

tgttttttcot
agatggagga
tttatageaa
ccagggecag
gagcegecagyg
acaggcaatt
tagtcctgaa
ttgacttaag
teggatteat
ggaagaatgce
ctaattagece
aaggaaagaa
acgtgtgggt
tgttacacgg
ccttettggt
atttaatttt
atatgtaaag
tcaaccagta
atgagtgtga
aatacaataa
tecatgaacca
gagcagaaagqg
catctctgat
tgetggaata
cocgtgeaag
ggaaagtgtyg
teattgaatyg
attgagcaga
ggagaggggc
gatgcaagcce
ggagceatggy

ggggaagece

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
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acaggagtta
ctgtggette
gctggtacag
ctaagtaggc
accttcagaa
tatcataacc
tgaaaaaaat
gagccaggte
tatttcteag
gggaggctgg
aaaggccegtg
gcatgagttc
gectgtggtac
ggcaaagcca
gtetgtgegg
acgggeacct
acgggactct
ggcaacggaa
gttgcattge
ttttaggact
tgggtggcaa
tctegetcetg
ctoctgggga
ggtggaccte
cectagagtt
ccgtgeccayg
ttttataget
gtgeaccatg
gtttagtgtt
cgeactagaa

tttgtttgac

acageagggt

cttcatctaa
tgcatcaaga
agaagttttt
ttteccectac
ttagaatacc
gaaggacatg
ttoctgtttgt
taagaaaata
gggtgtggag
gggatgaagc
actgagttcc
tggccageag
ctgaggtecyg
caacctacat
ccagtggaaa
acatctgcaa
cccagattta
agtcttctat
gtggacattc
ccttaatage
gagtgctaac
agtagtcecca
aaggcctgga
taaaactgtc
attctgactt
ttetecteac
tetgatgggg
cttgagatga
cegtaggeat

attgaatgtt
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tgcctcaace
caacatcttc
cacagctact
gacatatact
cactcattat
agagaacata
ggggaagtgt
catatcagtg
tetttatgga
aggggaagygyg
tagaaggcag
ctttggettt
ccgaggeatc
ggtgacagtg
gatggggaat
tcaagtgaac
ggtggagctc
tgtaattggt
gcacaaaaac
tctttaagag
attctgactg
catcatgacg
aatagccaaa
agctctaatg
tecagggaggce
catectetgy
agctgtttct
atacctttag
gatgaggcaa
tggeatttga

catgtgettc

tagagaggaa
cactctacaa
cctgggtgac
ttgagagata
agttcocggag
tecatctecatce
gacttgccceo
ttettectge
gagtagetgy
gtaagtgata
aagggcttge
tccatgectag
gccagetttyg
cttcggecagy
gagttgacct
ctcactatce
atgtacccac
gagcaaagcc
agttttgtte
ttctgtacca
taaaataaaa
tttgatctgt
cctattggtg
teetttttte
tetgetttgt
atcettgeag
ttgagcaaaa
tggtatcaac
taaatgaaga
ggtttcagaa

tgagcagggt

32

gcgacctggt
caatgccagg
agaggttcag
aagcaagatt
ctatataget
taattatcte
aaatcacata
cacaaccate
aaaacagttg
gattegttga
ctgggettgg
caatgcacgt
tgtgtgagta
ctgacageca
tcctagatga
aaggactgag
cgecatacta
atttcactga
cttaatttca
catggtagce
tgatttgggy
acttttgata
ggctacccat
accaatgttyg
tttetgttge
cagttagtte
tggtgagtgt
tggccaaaag
ggaaggacag
tgactaatat

ttcaatttga

gecctegget
gaaggcggayg
ggccagctca
ctgtaccectcea
cctatcattc
ttactatatg
tttcatggta
ttgaagaatc
agagatggag
aggggggaga
ccatgaagga
ggcccagoct
tgcatctcca
ggtgactgaa
ttecatetge
ggccatggac
cctgggcata
gttgacacct
ggaggtttac
ttgcttattg
aagttggggce
tgatatgatg
gcaatttagg
gggagtagag
agatccagaa
ggggttgrtt
ggtgctgatyg
atgatgttga
tggtaaagaa
tttagatgaa

gtaaccgttg

2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
44490
4500

4560
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caataacatg
gcoctgaaac
tttattectee
ggtgecttee
gettgactgg
tatcacaggt
aggatttett
aaactctcee
cteteteotet
acatcctcta
aaatacagct
agacaagatt
tetetttete
tatttatcta
tgtatgetgt
atggttagaa
agctaaagaa
cagaatgtga
agaagagagt
agctattttt
atgeggaace
ggatgtttct
gatgcageat
gaaaaggcag
cgtttatage
tgtatgatta
aaaggttgta
atatatatat
tgtatttott
cagggaagtt

tgctaactag

tgagttggtyg

gggcagetgt
atgagattag
ttetecatgt
ttgtcegaage
gacgttttge
gttggtatty
tttgacagte
ttctecetet
ttctecctet
cccaacctga
ctcaaacagg
gatcaattat
ctatctteca
aaataaattt
gaacattcat
gtggottcog
aagaagcccet
aaagcaattt
ccatatttea
atttgtttgt
caaattacgt
gtcacatcag
tatgatgtgy
ggagcgaggyg
cgaaatgate
catcaaggcet
ttgcatatat
atatatattt
aatggtttga
ttgtggagga
cttggaaact

ttgacatgtg
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tttgctettt
gcetgggeaga
ccetetecat
tgtagetget
ctteccette
gtggtagaag
cctectecagac
cteaecttott
ctgtctctta
cagagatgtc
ataactaaag
cataggettt
ttcaaggcaa
taatagctga
ttttaaccag
tattcectcag
cttacaacag
cagccttatt
atttecaaga
geatttgggy
gtactacaat
ctccacttte
gtecaaggaat
agaagactat
ttttoaagtt
tcaaaaatac
acatatatat
taatttgata
atataaacac
gctcaggaca
ggatgaggte

ctttgggget

gtcttecatga
atgctgetag
cacctggaag
cacatgacac
agccaggaag
aggtagaatt
acctetgect
ctettectet
tacacataca
ctttgotgta
cttattatct
ctgggtgtte
atgattgcca
atcaagaaaa
ctagggacce
tagtaattac
gggtctatgt
ttattcececat
goetgaggcaa
ggaattcatc
ttaaagcaaa
agtgaaagca
taagttaggy
attgtacaca
aaattttatg
tcacatgget
atatatatat
gtattgtgca
tatatggcaqg
ctaatacace
atagcagtge

tttacaccag

33

caactgtact
agaggaccac
tcacctetgg
ctatceetgt
tgaaagtcee
atggaatcag
aaggccagct
tacttettot
caaagatata
ggttecageag
tatcaagctt
tttetgaage
tttaacatca
tctectgagy
aatatgtgtt
tgtttotttt
gaaaatgcecec
caattgagaa
ttctaacttt
tetotttaat
ggagtagaaa
tcacttggga
aatggcacag
ccttatattt
cettttattt
atgttttage
atatatatat
tagagccacyg
tgtetttceca
aggtagaaca
ttgattgogt

ttcotttcaa

taagctaaca
ttggatggtce
gtgccactet
tateccagttt
agtttttatt
gectectgta
ttgccattac
cgetetttet
ctctattcca
tggggatgag
gttccecttge
tttetcaaag
aaatcacagt
tttataatte
gagttctatt
tgtgtttgac
ccaacagage
accattatga
tttgectatce
ataaagttgg
gacagagetg
ttaatatggg
cccaaagaag
acgtatgaga
cttaaacaaa
cagtgatgcect
atatatatat
tatgtttttg
ccttgggtec
caaggtcatt
ggaattgtge

tggtttgeaa

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480
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ggaagccaca
cttactocag
tottacaaac
gcatgaaggt
atgcaacaac
gtitgtcottta
tatctggtgg
caaataatge
gtatccatce
acagacatag
cecctttott
aaccocaatg
gagcttttcoe
gtggtoctat

tcttgottaa

gctggtggta
gagacccaca
atgtggttaa
ttctgaaaat
atgtataata
tcatecttge
agtctccaat
ttcatgagte
tettteocttt
cagtccttta
accgectget
ttggcaacca
ctgtggettc
gttgctatea

ccaatgtata

<210>8

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
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tctgagttga
ggtatgacct
tgecatggac
taacactgct
tttttaatta
atttgaatat
attagaaata
agetttgeac
tgatttette
taaatcaatt
ttetcagete
cgteacttge
caaatgaact
goetggeacac

gteteageac

cttgacagaa
tctaggaage
agaagaaggc
tgtgttttta
aataaaaatc
tgtgttcaaa
ctggaaacaa
cagcecattac
accactattt
ggcatgctgt
aactatcaca
agccattttg
attttgcaaa
ctaggectgg

atttggttte

cactgtcttg
tccagttega
agcaggtgge
actcaatatt
tgtggtggte
tttttgattg
actgaaaaac
ctgcaagtca
gggatataac
ttaacacagg
ggcattacag
atctgcotte
tgtggggaaa
cacactaage

cacttaaggt

aagacaatgg
tgggeccaat
agaatggggt
ttccatgaaa
gttttecgga
attcattcag
cacaaaagga
ttettggaag
gtgggttaac
tteotteacct
ttgtcatgge
ctgaaatata
acacacacct
cctetgtgat

tteoct

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6300

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7375

Met Ala Cys Leu Gly Phe Gln Arg His Lys Ala Gln Leu Asn Leu Ala
10

1 5

Thr Arg Thr Trp Pro Cys Thr Leu Leu Phe Phe Leu Leu Phe Ile Pro

20

Val Phe Cys Lys
35

<210>9

<211>23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

cactcacctt tgcagaagac agg 23

<210> 10

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10
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ccttgtgeeg ctgaaatcca agg 23

<210> 11

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
aggacccttg tactccagga aattctcca 29

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
agcccctact aaatacctgg cgctct 26
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REIVINDICACIONES

1. Una célula asesina natural humana (NK) o una linea celular NK que se ha modificado para expresar una variante
TRAIL, en la que la variante TRAIL tiene al menos un aumento del 25% en la afinidad, con respecto al TRAIL de tipo
salvaje, para los receptores TRAIL.

2. Una linea de células NK humanas o de células NK de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la variante TRAIL
tiene una afinidad reducida, con respecto al TRAIL de tipo salvaje, para los receptores TRAIL sefiuelo.

3. Una célula NK humana o una linea celular NK segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la variante TRAIL es una
mutacion D269H/E195R.

4. Una célula NK humana o una linea de células NK de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 que
se ha modificado adicionalmente para reducir la expresion, con respecto a una célula NK de tipo salvaje o una linea
de células NK, de uno o mas receptores inhibidores de punto de control.

5. Una célula NK humana o una linea celular NK segun la reivindicacion 4, en la que los receptores inhibidores del
punto de control se seleccionan de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1), CD328
(SIGLECY), SIGLEC9, TIGIT, y TIM-3,

6. Una linea de células NK o células NK humanas segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la
linea de células NK o células NK se dirige a la médula 6sea.

7. Una linea de células NK humanas o células de NK segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que
comprende ademas una modificacion para expresar fucosiltransferasa o sialiltransferasa.

8. Una célula NK humana o una linea celular NK segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la
linea celular NK es un derivado de la linea celular KHYG-1,

9. Una célula NK humana o una linea celular NK segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que la
variante TRAIL esta unida a uno o mas dominios coestimuladores de células NK.

10. Una célula NK humana o una linea celular NK segun la reivindicacion 9, en la que el dominio coestimulador de
células NK es 41BB/CD137, CD3zeta/CD247, DAP12 o DAP10.

11. Una célula NK humana o una linea celular NK de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10,
para uso en el tratamiento del cancer.

12. Una célula NK humana o una linea celular NK para uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con la
reivindicacion 11, en la que el cancer es un cancer sélido.

13. Una célula NK humana o una linea celular NK para uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con la
reivindicacion 11, en la que el cancer no es un cancer de sangre.

14. Una célula NK humana o una linea celular NK para su uso en el tratamiento del cancer de sangre segun la
reivindicacion 13, en donde el cancer de sangre es una leucemia linfocitica aguda (ALL), leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia mieloide crénica (CML), linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
incluidos los linfomas de células T y los linfomas de células B, mieloma asintomatico, mieloma multiple latente
(SMM), mieloma activo o mieloma de cadena ligera.

15. Una célula NK humana o una linea celular NK para uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 11 a 14, en la que el tratamiento comprende la administracion de un agente capaz
de regular la expresion de receptores de muerte TRAIL en células cancerosas.

16. Una célula NK humana o una linea celular NK para uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con la
reivindicacion 15, en la que el agente es capaz de regular al alza DR5.

17. Una célula NK humana o una linea celular NK para su uso en el tratamiento del cancer de acuerdo con

cualquiera de las reivindicaciones 11-16, en la que la variante TRAIL tiene al menos un aumento de 1,5 veces en la
afinidad por DR5, con respecto a su afinidad por DR4.
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