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DESCRIPCION
Diferenciacion de células NK ex vivo de células hematopoyéticas CD34+

La invencion se refiere al campo de la biologia médica moderna. En particular, la invencién se refiere a tecnologia de
células madre. Mas en particular, la invencion se refiere a la generacion ex vivo de células NK a partir de dichas células.
Las células NK pueden, por ejemplo, usarse en el tratamiento del cancer y de enfermedades infecciosas cronicas. La
invencion también se refiere a una tecnologia particular de células madre postembrionarias y/o adultas y la generacion de
células NK a partir de cultivos de tales células.

Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos innatos que exhiben funciones citotoxicas e inmunorreguladoras tras la
activacion. En general, estas funciones se correlacionan con dos fenotipos distintas positivos para CD56 de células NK,
a saber, las células NK CD56"ane productoras de citoquinas que se encuentran mas prominentemente en los tejidos
linfoides secundarios y las células NK CD562¢"ad residentes en la sangre que matan células infectadas por virus y
transformadas '-3. Ambos subtipos de células NK expresan un intervalo tipico de receptores de activacion e inhibicion que
equilibran su actividad. Se encuentra que las células NK CD562¢"ad@ gxhiben una expresion superficial alta de KIR y
CD16 (FcRylll), la citotoxicidad dependiente de anticuerpos mediada por el receptor (ADCC), mientras que las células NK
CD56brilante carecen de la expresion de estos receptores pero revelan una expresion mas intensa es decir, del receptor
inhibidor CD94/NKG2A. Varias indicaciones llevaron al concepto de una maduracion gradual de las células NK CD56"!ante
hacia un fenotipo CD56¢"ada y |g funcidn de las células NK 2 4 5. Ademas, en relacidn con los sitios de union de estos
dos subconjuntos de células NK, se identifico una expresion diferente del receptor de quimiocina y las moléculas de
adhesion. Mientras que las células NK CD56ame expresan exclusivamente CCR7 y exhiben niveles mas altos, por
ejemplo de CD62L, CCR1y CCR4, 5, 6, 7, 8 y 9 que las células NK CD562"ada otros receptores como CCR4 y CXCR1,
2, 3y 4 asi como CX3CR1 exhiben una expresion mas fuerte en células NK CD562atenuada 2,6, 7,

Varias citoquinas exhiben efectos bioldgicos significativos en las células NK. Entre estas, se demostré que IL-12, que es
producida principalmente por monocitos activados, macréfagos, células dendriticas y células B, induce la proliferacion de
células NK, la produccion de citoquinas tales como IFN-y y mejora la citotoxicidad & °. Ademas, se ha demostrado que IL-
12 también influye en la expresion del receptor de las células NK. Los primeros estudios revelaron una induccion del
fenotipo de células NK CD56"a"e por |L-12, que incluia una sobrerregulacion de CD94 y CD62L y una modulacién
descendente de CD16 "°. Recientemente, también se mostré una sobrerregulacion de NKG2A en células NK NKG2C* .

Las ceélulas NK se han descrito como efectores prometedores para la inmunoterapia adoptiva del cancer ' 13,
Recientemente se establecid y caracterizd un sistema de diferenciacion de células NK humanas ex vivo, que proporciona
un producto de células NK auspicioso para terapias clinicas, especialmente debido a la disponibilidad, pureza, altas tasas
de expansion y estado de activacion de las células NK generadas junto con su actividad citotoxica '+ 5.

En la presente invencion, se muestra que IL-12 afecta la diferenciacion, la expresion del receptor y la funcion de las células
NK generadas ex vivo, en particular de las células NK que se generan a partir de células madre hematopoyéticas y células
progenitoras hematopoyéticas cultivadas ex vivo. Se encontré que IL-12 induce la expresion de CD62L, CD16 y KIR y un
repertorio especifico de receptores de quimiocinas junto con funciones y capacidades mejoradas correlacionadas en
citotoxicidad, ADCC y migracion de las células NK humanas diferenciadas ex vivo. El uso de IL-12, preferiblemente ya en
una etapa en la que el cultivo no contiene cantidades detectables de células NK proporciona al producto celular NK
terminado propiedades nuevas y/o mejoradas.

Para este fin, la invencion proporciona un método para producir células NK, comprendiendo dicho método

i- una muestra de células positivas para CD34 humanas que se proporcionan,

ii- expandir dichas células positivas para CD34 ex vivo,

iii - cultivar células positivas para CD34 obtenidas en la etapa ii ex vivo en un medio de diferenciacion de células NK,
dicho método caracterizado porque dicho medio de diferenciacion de NK comprende entre 20 pg/mL y 20 ng/mL de IL-12.
Ademas se describe un método para producir células NK, comprendiendo dicho método

i- proporcionar una muestra de células madre, células progenitoras o ambas, a partir de células de tejido postembrionario
humano,

ii- cultivar y expandir dichas células ex vivo,

iii- cultivar células madre, progenitoras o ambas obtenidas en la etapa ii ex vivo en un medio de diferenciacién de células
NK,

dicho método caracterizado porque dicho medio de diferenciacion de NK comprende IL-12.

Las células madre hematopoyéticas humanas y las células progenitoras expresan tipicamente el marcador de superficie

celular CD34. Las fuentes de células madre hematopoyéticas y progenitoras tales como la médula 6sea, la sangre
periférica movilizada hematopoyética o sangre del cordon umbilical a menudo se tratan con purificacion por afinidad
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utilizando un anticuerpo especifico para CD34 humano para enriquecer dichas células.

Las células positivas para CD34, las células madre hematopoyéticas o las células progenitoras pueden derivarse de la
sangre, de la médula 6sea o de otra fuente de células progenitoras hematopoyéticas postnatales. En una realizacion
preferida, las células positivas para CD34, las células madre hematopoyética o las células progenitoras se derivan del
tejido postembrionario humano. Preferiblemente, la muestra que contiene las células positivas para CD34 humanas, las
células madre hematopoyéticas o las células progenitoras son una poblacion celular enriquecida para las células positivas
para CD34, preferiblemente mediante purificacion por afinidad usando un anticuerpo anti-CD34. Los ejemplos de fuentes
de células madre hematopoyéticas y/o células progenitoras que son adecuadas para usar en un método de la invencion
son: médula ésea, sangre periférica movilizada, tejido adiposo adulto (células madre mesenquimales), la sangre de un
recién nacido, preferiblemente de sangre recolectada del cordon umbilical o la placenta, después de desconectarla del
recién nacido. Actualmente, las células madre hematopoyéticas y las células progenitoras hematopoyéticas se pueden
obtener a partir de lineas de células madre que se han generado previamente. Actualmente es posible reprogramar células
madre especificas de tejido, tales como las células madre de la piel, para producir células progenitoras comprometidas
en el linaje hematopoyeético. Incluso se ha demostrado que es posible reprogramar células diferenciadas, tales como las
células de la piel, en células madre completamente funcionales que pueden producir una progenie de células progenitoras
que se comprometen a producir una progenie diferenciada del linaje hematopoyético. Todas estas células madre son
células madre hematopoyéticas adecuadas para la presente invencion. Una fuente preferida de células madre
hematopoyeéticas es el tejido postembrionario humano hematopoyético y/o mesenquimal. Preferiblemente a partir de tejido
humano obtenido de humanos posparto. Una fuente particularmente preferida es la sangre del cordon umbilical humano.
Particularmente preferida es una fuente de sangre de cordén umbilical humano congelado. Por lo tanto, en una realizacion
particularmente preferida, las células positivas para CD34 se derivan de sangre de cordon umbilical humano. En una
realizacion preferida, dicha muestra comprende una muestra de sangre de cordén umbilical humano. En una realizacion
preferida, dichas células positivas para CD34 son células positivas para CD34 de la sangre del cordéon umbilical de un ser
humano. Una célula progenitora hematopoyética tipicamente no expresa un marcador de células NK.

Una célula madre hematopoyética se define por su capacidad de reponer todos los tipos de células sanguineas y su
capacidad de autorrenovacion. Se sabe que una pequefa cantidad de células madre hematopoyéticas puede expandirse
para generar una gran cantidad de células madre hematopoyéticas hijas. Una célula progenitora hematopoyética es una
célula que, al igual que una célula madre, tiene una tendencia a diferenciarse en un tipo especifico de célula, pero ya es
mas especifica que una célula madre y se la empuja a diferenciarse en su célula "objetivo". Una diferencia entre las células
madre y las células progenitoras es que las células madre pueden replicarse (autorrenovarse) indefinidamente, mientras
que las células progenitoras solo pueden dividirse un nimero limitado de veces. Otra diferencia es la expresion de
marcadores de superficie. Las células madre generalmente carecen de marcadores de superficie que son prominentes en
las células progenitoras o células diferenciadas derivadas de ellas. Sin embargo, en humanos, tanto las células madre
hematopoyéticas como las células progenitoras hematopoyéticas expresan el marcador de superficie celular CD34.

Estudios anteriores indicaron la potencia de IL-12 para modular la maduracion hacia una célula NK citotoxica y productora
de IFN-y '8, El término maduracion se usa tipicamente para el cambio de una célula NK inmadura a una forma mas madura.
En la técnica, esto a veces también se denomina diferenciacion, sin embargo, para la presente invencion, el término
diferenciacion se usa para reflejar la produccion de una célula que expresa un marcador tipico de células NK, a partir de
una célula precursora que no expresa un marcador tipico de células NK. En los Ultimos afios, los pacientes con
disfunciones en las vias de sefalizacion de IL-12 revelaron la necesidad del cebado de células NK a través de IL-12 para
la adquisicion de actividad funcional 7. La adquisicion de funciones de células NK citotoxicas y productoras de IFN-y por
IL-12 se correlaciono con la expresion inducida del factor 1 de regulacion de IFN (IRF-1) y los genes de perforina '8 1°. En
la presente invencion, se encontré que IL-12 ya tiene una funcion cuando se agrega a un cultivo que comprende células
madre hematopoyéticas y/o células progenitoras. Sin limitarse a la teoria, se cree que IL-12 no solo es eficaz en células
NK maduras e inmaduras, sino también en células precursoras de las mismas que no expresan un marcador tipico de
células NK tales como CD56, NKG2A, KIR o NKp46.

El cultivo se inicia tipicamente con una etapa de expansion. En esta etapa, se incrementa el nimero de células positivas
para CD34, células madre hematopoyéticas, células progenitoras hematopoyéticas o una combinacién de las mismas.
Actualmente, hay varios métodos diferentes disponibles para expandir las células positivas para CD34, las células madre
hematopoyéticas, las células progenitoras hematopoyéticas o una combinacién de las mismas. Dichos métodos incluyen,
entre otros, cultivo en presencia de SCF (factor de células madre), TPO (trombopoyetina), IGF-2 (factor 2 de crecimiento
similar a la insulina), FGF-1 (factor 1 de crecimiento de fibroblastos), Angptl-2 (proteina 2 similar a angiopoyetina); cultivo
en presencia de SCF, TPO; cultivo en presencia de SCF, ligando de flt-3 (FLT-3L), interleuquina 6 (IL-6) e IGF-2; y cultivo
en presencia de SCF, TPO e IGF-2 202!, L os métodos de expansion de CD34* adicionales clinicamente aplicables
utilizaron las combinaciones de SCF, TPO, FLT-3L, Interleuquina 3 (IL-3), IL-6 en combinacion con el ligando de Notch
inmovilizado (Delta1®%'9%) 22 o compuestos sintéticos pequefios tales como la familia de los antagonistas del receptor de
los hidrocarburos arilo, tal como, entre otros, StemRegenin 1 (SR1) en combinacion con SCF, TPO, FLT-3L e IL-6 23,

La etapa ii de un método de la invencion se realiza preferiblemente en un medio de cultivo que comprende tres o mas de
factor de células madre (SCF), ligando de flt-3 (FLT-3L), trombopoyetina (TPO) e interleuquina-7 (IL-7) y tres o mas del
factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF), interleuquina-6 (IL-6), factor inhibidor de leucemia (LIF) y la proteina inflamatoria de macréfagos de tipo 1 alfa (MIP-
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1 alfa). En una realizacion particularmente preferida, la etapa ii se realiza en un medio de cultivo que comprende el factor
de células madre (SCF), el ligando de flt-3 (FLT-3L), trombopoyetina (TPO) e interleuquina-7 (IL-7); y el factor estimulante
de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),
interleuquina-6 (IL-6). En una realizacion preferida, dicho medio de cultivo comprende ademas LIF y MIP-1 alfa. Las
cantidades de citoquina afiadidas son convencionales en la técnica, se presentan cantidades preferidas en los ejemplos,
pero las desviaciones del 10% en la cantidad son muy aceptables y estan dentro del alcance de la presente invencion.
Las cantidades tipicas para las citoquinas son TPO: 25 ng/mL; FLT-3L: 25 ng/mL; SCF: 25 ng/mL e IL-7: 25 ng/mL. Para
el GM-CSF, G-CSF, IL-6, LIF y MIP-1 alfa se presenta una cantidad baja, las cantidades tipicas son GM-CSF: 10 pg/mL,
G-CSF: 250 pg/mL, LIF: 50 pg/mL, MIP-1 alfa: 200 pg/mL e IL-6: 50 pg/mL.

La etapa ii se realiza preferiblemente en un medio de cultivo que comprende heparina, preferiblemente heparinas de bajo
peso molecular (LMWH). Las LMWH se usan en clinica, por ejemplo, como anticoagulantes en enfermedades que
presentan trombosis o profilaxis de la trombosis. Las LMWH son cadenas cortas de polisacarido. Las LMWH se definen
como heparina o sales de heparina que tienen un peso molecular promedio de entre aproximadamente 2000-10000
Dalton, preferiblemente entre 5000 y 8000 Dalton y mas preferiblemente aproximadamente 8000 Dalton, siendo
preferiblemente al menos el 60% de las cadenas menor que la longitud promedio de la cadena . Cuando el promedio de
heparina de bajo peso molecular es de aproximadamente 8000 Dalton, se prefiere que al menos el 60% de todas las
cadenas tengan un peso molecular inferior a 8000 Dalton. Las LMWH pueden obtenerse mediante diversos métodos de
fraccionamiento o despolimerizacion de heparina polimérica. Se utilizan diversos métodos de despolimerizacion de
heparina en la fabricacion de heparina de bajo peso molecular. A continuacion se proporciona una lista no limitativa. Se
puede obtener una heparina de la invencion de un mamifero u otro organismo tal como caracoles, alternativamente, las
heparinas se sintetizan sintéticamente o semisintéticamente. Un ejemplo de esto ultimo es la produccién de heparina en
bacterias tales como, entre otras, la heparina K5 por E. coli. Las modificaciones de heparina tales como, entre otras,
acilacion, desulfuracion y fosforilacion también se consideran heparina como se define en esta invencion. Los ejemplos
no limitantes pero preferidos de tales modificaciones son LMWH completa o parcialmente desulfatada, LMWH completa
o parcialmente desulfatada y completa o parcialmente Re-N-acetilada, LMWH completa o parcialmente desulfatada y
completa o parcialmente Re-N-sulfatada, sustancia L4 o LMWH completa o parcialmente desulfatada y completa o
parcialmente Re-N-fosforilada. Se prefieren las preparaciones de LMWH en las que al menos el 60% de todas las cadenas
tienen un peso molecular inferior a 8000 Da. Estas pueden obtenerse por diversos métodos de fraccionamiento o
despolimerizacion de heparina polimérica. Se utilizan diversos métodos de despolimerizacién de heparina en la fabricacion
de heparina de bajo peso molecular. A continuacion se proporciona una lista no limitativa.

La LMWH para uso en la presente invencién se deriva preferiblemente de heparina estandar por despolimerizacién con
UFH. La despolimerizacién oxidativa con peroxido de hidrégeno se usa en la fabricacion de ardeparina (Normiflo®). La
escision desaminativa con nitrito de isoamilo se utiliza en la fabricacion de certoparina (Sandoparin®). La escision beta-
eliminativa alcalina del éster bencilico de heparina se usa en la fabricacion de enoxaparina (Lovenox® y Clexane®). La
despolimerizacion oxidativa con Cu2* y peroxido de hidrégeno se usa en la fabricacion de parnaparina (Fluxum®). La
escision beta-eliminatoria por la enzima heparinasa se utiliza en la fabricacién de tinzaparina (Innohep® y Logiparin®). La
escision desaminativa con acido nitroso se usa en la fabricacion de dalteparina (Fragmin®), reviparina (Clivarin®) y
nadroparina (Fraxiparin®). Cuando esta presente en un medio de cultivo, comprende preferiblemente aproximadamente
1-100, mas preferiblemente aproximadamente 15-50 mg/L de LMWH.

La expansion de células positivas para CD34, células madre hematopoyéticas, células progenitoras hematopoyéticas, o
una combinacién de las mismas, se puede determinar con una serie de pruebas diferentes para la presencia de células
positivas para CD34, células madre hematopoyéticas o células progenitoras hematopoyéticas. Dichas pruebas incluyen
pruebas de la presencia de la formacion de colonias mieloides y/o linfoides in vitro y pruebas que miden la repoblacion de
linajes hematopoyéticos en ratones NOD-SCID que dan soporte a los analisis de citometria de flujo 24.

La etapa de expansion ii se realiza preferiblemente durante un periodo de al menos 4 dias. Mas preferiblemente durante
al menos 5 dias, lo mas preferiblemente durante al menos 6, 7, 8 0 9 dias y en particular al menos 10 dias.

Las células positivas para CD34, las células madre hematopoyéticas, las células progenitoras hematopoyéticas, o una
combinacién de las mismas obtenidas en el etapa ii, se cultivan en la siguiente etapa iii en un medio de diferenciacion de
células NK. Las células NK se pueden obtener cultivando las células obtenidas en el etapaii, en un medio que comprende
IL-3 (5 ng/mL), IL-7 (20 ng/mL), IL-15 (10 ng/mL), SCF (20 ng/mL) y FLT-3L (10 ng/mL) 25 0 SCF, FIt3-L, IL-7, IL-15, IL-21
y GM-CSF 20 ng/mL cada uno ¢ en combinacién con células estromales o factor de células madre (SCF) (20 ng/mL),
tirosina quinasa similar a FMS (FLT3-L) (20 ng/mL), interleuquina-7 (IL-7) (20 ng/mL), IL-15 (20 ng/mL) e IL-21 (20 ng/mL)
27_En el contexto de la invencion, los medios de diferenciacion de NK anteriores se proporcionan con la condicion de que
comprendan ademas IL-12.

En una realizacion preferida de la invencion, la etapa iii) se realiza con un medio de diferenciacion de células NK que
ademas de IL-12 comprende ademas uno o mas de IL-2 e IL-15; y uno o mas de IL-7 y SCF; y tres o mas de GM-CSF,
G-CSF, IL-6, LIF y MIP-1 alfa. En ofra realizacion preferida, el medio de diferenciacion de células NK que comprende IL-
12 comprende ademas uno o mas de SCF, IL-2, IL-7 e IL-15 y tres 0 mas de GM-CSF, G-CSF, IL-6 , LIF y MIP-1 alfa. En
una realizacion particularmente preferida, el medio de diferenciacion de células NK comprende ademas de IL-12, los
factores SCF, IL-2, IL-7, IL-15, GM-CSF, G-CSF, IL-6, LIF y MIP-1 alfa. En una realizacién preferida, dicho medio de
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diferenciacion de células NK comprende IL-15, SCF e IL-12 y uno o mas de IL-2 e IL-7 y tres 0 mas de GM-CSF, G-CSF,
IL-6, LIF y MIP-1 alfa.

En cuanto a la etapa iii, las cantidades de citoquina mencionadas en el presente documento que se agregan al medio
desde el medio de diferenciacién de células NK son convencionales en la técnica, se dan cantidades preferidas en los
ejemplos, pero las desviaciones en la cantidad del 10% son bien aceptables y estan dentro del alcance de la presente
invencion. Para IL-15 e IL-2, las cantidades son tipicamente las siguientes: IL-15 (20 ng/mL), IL-2 (Proleukin®© [Chiron];
1000 U/mL). Un medio de cultivo es un medio de diferenciacion de células NK si contiene al menos IL-15 o IL-2.

Parte de la etapa iii se puede realizar en un medio de cultivo que comprende LMWH. Sin embargo, esta etapa a menudo
se realiza en ausencia de LMWH. Cuando se incluye LMWH en el medio de diferenciacion de células NK, se prefiere que
se incluya solo en los primeros dias de la etapa iii, preferiblemente en los primeros 4 dias de cultivo en la etapa iii. La
etapa de cultivo de la etapa iii se realiza preferiblemente durante al menos 7 dias, preferiblemente al menos 8, 9, 10, 11,
12, 13 dias. En una realizacion particularmente preferida, la etapa de cultivo de la etapa iii se realiza durante al menos 14
dias.

El método para producir células NK como se reivindica en la presente invencion se caracteriza porque el medio de
diferenciacion de células NK comprende entre 0,2 ng/mL y 20 ng/mL de IL-12. En una realizaciéon particularmente
preferida, dicho medio de diferenciacion de NK comprende entre 0,2 ng/mL y 2 ng/mL de IL-12. Sorprendentemente, se
ha encontrado que una concentracion mas baja de IL-12 en un método de la invencion da como resultado una mayor
cantidad de células positivas para CD56. Este aumento en el nimero de células puede ser significativo como se indica en
la Figura 2. Una concentraciéon mas baja también conduce a una pureza sorprendentemente mas alta de las células
recolectadas positivas para CD56. Un medio de diferenciacion de células NK que comprende una mayor cantidad de IL-
12 aparentemente da como resultado un nimero reducido de ciclos de replicacién en un método de la invencién. Un
medio de diferenciacion de células NK que comprende una cantidad inferior de IL-12 aparentemente da como resultado
un aumento del porcentaje de células positivas para CD56 a partir de las células positivas para CD34 al inicio de la etapa
de cultivo iii). Los inventores han descubierto que el porcentaje de células positivas para CD56 que también expresan otro
marcador de células NK, tal como preferiblemente NKG2A, CD62L, CD16 y/o KIR, no se ve afectado significativamente a
las concentraciones preferidas de IL-12.

La densidad celular es preferiblemente de 0,1x10® - 10x108 células/mL, mas preferiblemente de 0,5x108 - 5x10°
células/mL. En una realizacion particularmente preferida, la densidad celular es de 1x108 - 3x10%/mL. Se prefiere la
densidad celular indicada para comenzar la etapa de cultivo de la etapa ii) y/o la etapa iii). Sin embargo, en una realizacion
preferida, la densidad celular se ajusta al menos una vez durante el cultivo a la densidad indicada. En una realizacion
particularmente preferida, la densidad celular se mantiene a la densidad indicada durante el cultivo. Teniendo en cuenta
el aumento en el numero de células, el ajuste o el mantenimiento de la densidad celular se logra aumentando el volumen
del medio de cultivo durante el cultivo. El mantenimiento en este contexto significa mantener la densidad celular dentro
del intervalo indicado.

La etapa ii) de cultivo y la etapa iii) de cultivo se pueden realizar en un medio de cultivo que comprende 0% - 20% de
suero. El medio de cultivo de la etapa ii) comprende preferiblemente de 0% a 20% de suero, mas preferiblemente de 2%
a 10% de suero. El medio de diferenciacion de células NK de la etapa iii) comprende preferiblemente entre 0% - 20% de
suero. En una realizacion preferida, el medio de diferenciacion de células NK de la etapa iii) comprende entre 0% y 10%
de suero. En una realizacion particularmente preferida, el medio de diferenciacion de células NK de la etapa iii) comprende
0% - 2% de suero. En una realizacién preferida, dicho suero es suero humano.

Se describe adicionalmente una coleccién de células NK cultivadas obtenibles por un método para producir células NK de
la invencioén. Las células obtenidas y recolectadas pueden usarse para fines de trasplante. Tal trasplante se realiza
preferiblemente para el tratamiento de cualquier tipo de enfermedad humana, preferiblemente todas las enfermedades
malignas tales como tumores, cancer, leucemia, asi como todas las enfermedades virales, también en situaciones de
rechazo de trasplante sélido y enfermedades autoinmunes y pérdida del embarazo.

La invencién proporciona ademas una coleccion in vitro de células derivadas de un método para producir células NK de
la invencion, en el que la coleccion de células consiste en células en las que al menos el 20% de las células positivas para
CD56 expresan CD62L; al menos el 10% de las células positivas para CD56 expresan KIR; o al menos el 20% de las
células positivas para CD56 expresan CD16.

En una realizacion preferida, la coleccion de células derivadas de un método para producir células NK de la invencion
consiste en células en las que al menos el 50% de las células positivas para CD56, positivas para NKG2A y positivas para
CD33 son positivas tanto para KIR como para CD62L.

Se describe adicionalmente una coleccién de recipientes de almacenamiento para células de mamifero, en los que cada
uno de dichos recipientes de almacenamiento contiene células derivadas de un cultivo de células madre, células
progenitoras o ambas, de tejido postembrionario humano que contiene una pluralidad de células NK o células progenitoras
NK o ambas, obtenibles por un método de la invencion. Preferiblemente, dicha coleccién de recipientes de
almacenamiento comprende al menos 5 recipientes que contienen cada uno al menos 4x102 células NK o células
progenitoras NK o ambas. Preferiblemente, dichas células NK y/o células progenitoras NK comprenden marcadores de
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superficie celular como se indica en el presente documento. Preferiblemente, dichos recipientes comprenden células
recolectadas de un cultivo que fue iniciado por células de una sola fuente, es decir, un solo individuo humano. Tipicamente,
tales células son genéticamente idénticas. Esto tiene la ventaja de que el control de calidad se puede realizar en una
muestra separada. Ademas, el almacenamiento en recipientes separados permite la administracion secuencial del injerto
a un humano que lo necesite. Si el individuo responde bien la administracion de un injerto, se puede seleccionar un injerto
posterior que tenga las mismas propiedades que el injerto con el que el individuo ya habia sido tratado. Para este fin, la
invencion proporciona ademas un banco de células que contiene una pluralidad de células NK de acuerdo con la
invencion.

Las células NK o las células progenitoras de las mismas tienen diferentes propiedades dependiendo de la etapa de
desarrollo o los marcadores de la superficie celular expresados por las células NK o progenitoras de las mismas. Las
células NK que se producen con un método de la invencion son particularmente citotdxicas y ejercen una citotoxicidad
dependiente de anticuerpos mas alta que las células NK producidas de manera diferente. Las células NK de la presente
invencion tienen una mayor expresion de CD62L que las células NK recién obtenidas y son mas adecuadas para la unién
de células NK a los ganglios linfaticos. Las células NK de la presente invencion también invaden o entran en el tejido
mejor que las células NK recién obtenidas. Las células NK de la presente invenciéon también expresan mas KIR y exhiben
una funcion mejorada de las células NK en un entorno de donante no compatible con el ligando KIR con respecto al
paciente. Las células NK obtenidas por un método de la invencién también son particularmente adecuadas para la
migracion a sitios especificos en el cuerpo. Por ejemplo, las células NK de la presente invencion albergan la médula 6sea,
los ganglios linfaticos, el higado, el bazo y los pulmones.

La invencién proporciona ademas un método in vitro para matar una célula cancerosa con células NK, dicho método
caracterizado porque dichas células NK comprenden células NK de una coleccidon de acuerdo con la invencién. La
invencion proporciona ademas una coleccion de células NK de acuerdo con la invencién, para uso en el tratamiento del
cancer. En una realizacién preferida, dicho uso en el tratamiento del cancer comprende ademas el tratamiento con un
anticuerpo especifico para un antigeno presente en las células de dicho cancer. En una realizacion preferida, dicho
anticuerpo es un anticuerpo monoclonal terapéutico tal como Rituximab (anti-CD20), Trastuzumab (anti-Her2),
Alemtuzumab (anti-CD52), Cetuximab (anti-EGFR), Evacizumab (anti-VEGFA), Panitumumab ( anti-EGFR), Ofatumumab
(anti-CD20), Gemtuzumab (anti-CD33), Ibritumomab (anti-CD20), Dacetuzumab (anti-CD40), Tremelimumab (antiCTLA-
4), Ipilimumab (anti-CTLA4), OX86 (anti-OX40), CT-011 (anti-PD1), BMS-663513 (anti CD137), Daclizumab (anti-CD25)
o Tositumomab (anti-CD20), en una realizacion particularmente preferida, dicho anticuerpo es un anticuerpo anti-CD20.

En una realizacion preferida, dicho cancer es un cancer de piel, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de ovario,
cancer de trompa de Falopio, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello, cancer de préstata, cancer de vejiga, cancer
de higado, cancer de pancreas, cancer de estdbmago, cancer de eso6fago, cancer de cerebro. En una realizacion preferida,
dicho cancer de piel es un melanoma.

En una realizacion preferida, dicho cancer es un cancer de origen hematopoyético como leucemia tal como leucemia
mieldgena aguda (AML), leucemia linfoblastica aguda (ALL), leucemia mieldgena cronica (CML), leucemia linfocitica
cronica (CLL), leucemia monocitica aguda (AMOL) y linfomas tales como linfoma de Hodgkin y no Hodgkin y sus subtipos
o0 mieloma muiltiple.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Esquema del protocolo de diferenciacion de células NK ex vivo establecido y modulado.

Se muestra la expansion de células madre hematopoyéticas (HSC) ex vivo y modulada con IL-12 previamente establecida
y el método de diferenciacion de células NK. En el protocolo basico, las células UCB CD34* se expandieron por SCF, IL-
7, TPO, FIt3L, G-CSF, GM-CSF, IL-6 y heparina de bajo peso molecular durante 10 dias, seguido de la diferenciacion de
células NK CD56* por reemplazo de TPO con IL-15 en el dia 10 y FIt3L y la heparina de bajo peso molecular por IL-2 en
el dia 14. Para la modulacién del sistema de cultivo con IL-12, en el dia 10 se indujo en cultivo la diferenciacion de células
NK por IL-15 solamente (a) o por IL-15 e IL-12 (b). Las células crecieron hasta un total de al menos 28 dias.

Figura 2. Efectos de IL-12 sobre el fenotipo y la pureza de las células NK generadas ex vivo.

Los efectos de altas y bajas dosis de IL-12 sobre el cultivo de generacion de células NK ex vivo y el fenotipo de células
NK se analizaron mediante citometria de flujo y recuento celular. En un analisis de valoracion, el efecto de las
concentraciones bajas (10 pg/mL) a altas (20 ng/mL) de IL-12 sobre la pureza de las células NK (A) y la expresion del
receptor de células NK (B) se determinaron mediante recuento celular y analisis de citometria de flujo para la expresion
de CD56 y la expresion de NKG2A, CD62L, CD16 y KIR en células CD56*. Los valores se muestran como media + la DE
calculados a partir de pozos por triplicado para un experimento representativo en el dia 22 del cultivo.

(C) Se eligié una concentracion de 0,2 ng/mL de IL-12 para experimentos adicionales y se analizé en el dia 29 del cultivo
para reducir las células cultivadas totales y la pureza de células NK CD56* mediante recuento celular y citometria de flujo
para células CD56". El porcentaje medio + SEM para varios cultivos independientes (n) se muestra como se indica.

Figura 3. Comparacion de la expresion del receptor correlacionada con la citotoxicidad y la unién en células NK

diferenciadas ex vivo con y sin IL-12.
El efecto de 0,2 ng/mL de IL-12 sobre la expresion de varios antigenos de células NK se determiné mediante analisis de
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citometria de flujo en el dia 29 de diferenciacién ex vivo. Se muestran graficos de puntos de citometria de flujo que
representan la expresion de CD62L, KIR, CD16 y NKG2A en células CD56* en el cuadrante (A), asi como para CCR1,
CCR6-8 y CD56 (B) para un cultivo representativo de diferenciacion de células NK ex vivo inducido con y sin IL-12. La
comparacion estadistica, determinada por analisis de citometria de flujo para 5 experimentos realizados
independientemente de diferenciacion de células NK ex vivo generadas con o sin 0,2 ng/mL de IL-12, se muestra para
CD62L, KIR y CD16 como porcentaje medio + SEM (C).

Figura 4. Efecto de IL-12 sobre distintas etapas determinadas por CD33 y NKG2A de diferenciacion de células NK.

Se analizaron células NK ex vivo diferenciadas con o sin 0.2 ng/mL de IL-12 por su perfil de maduracién con CD33 y
NKG2A el dia 28 de cultivo. Los graficos comparativos de puntos de citometria de flujo que revelan la expresion de CD33
y NKG2A se muestran en los paneles superiores izquierdos que indican los cuadrantes para células CD33 */NKG2A",
CD33*/NKG2A*, CD33/NKG2A" y CD33/NKG2A" que se analizaron adicionalmente para determinar la expresion de KIR
y CD62L en los paneles encuadrados en forma consecutiva. Se muestra un ejemplo representativo de 3 cultivos
analizados.

Figura 5. Perfil de expresion de CD56 de células NK moduladas con IL-12 diferenciadas ex vivo.

El nivel de expresion de CD56 en correlacion con CD62L, NKG2A, KIR y CD16 se comparé en el analisis de citometria
de flujo para células NK diferenciadas ex vivo CD56" en el cuadrante con o sin modulacion de IL-12 durante el cultivo. Se
muestra un experimento representativo que revelo niveles de induccion fuertes particulares para CD62L, KIR y CD16.

Figura 6. Analisis de las capacidades adhesivas y migratorias de células NK diferenciadas ex vivo e inducidas por IL-12.
(A) Comparacion de células NK generadas ex vivo, que se generaron con o sin 0,2 ng/mL de IL-12, para la adhesién a
células endoteliales linfaticas. Las células NK generadas ex vivo a partir del dia 28 de cultivo se purificaron y
posteriormente se usaron en ensayos de adhesion en células endoteliales linfaticas (LecTERT) o células endoteliales de
la vena umbilical humana (HUVEC). Se muestran los valores porcentuales medios + SEM calculados a partir de 3
experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado.

Figura 7. Capacidades citotdxicas de células NK diferenciadas ex vivo en correlaciéon con la modulacién de IL-12 durante
el cultivo.

Las células NK estimuladas con o sin IL-12 se cultivaron con K562 (barras de color gris claro) o KG1a (barras de color
gris oscuro) a una relacion efector:objetivo (relacion E:T) de 1:1 durante la noche por 18 h. Los cocultivos se analizaron
para determinar la citotoxicidad (A) o la desgranulacion de CD107a (B).

Figura 8. Relacion de la citotoxicidad mejorada dependiente de anticuerpos y modulacion de IL-12 durante la generacion
de células NK ex vivo.

Las células NK generadas ex vivo a partir del dia 28 de cultivo con y sin induccion de 0,2 ng/mL de IL-12 se purificaron y
posteriormente se usaron en ensayos de eliminacion con liberacion de europio. Las lineas celulares objetivo de células B
7221.221, REH, UoCB6, Nalm-6 y SEM se usaron en varias relaciones efector a objetivo y se marcaron previamente con
el anticuerpo terapéuticamente usado Rituximab si esta indicado. Los valores medios + DE calculados a partir de pozos
por triplicado se muestran para un experimento representativo realizado.

Figura 9: las células UCB-NK en combinacion con rhiL-15 median la respuesta antileucémica in vivo.

Se inyectaron ratones NSG adultos en su fémur derecho con 10° células K562 AML que expresaban luciferasa. Al dia
siguiente, los ratones fueron tratados con 20x10° células UCB IL-12-NK en forma i.v. combinado con administracion i.p.
de IL-15 (0.5 pg/raton en forma i.p. cada 2-3 dias durante 14 dias), o recibieron PBS o IL-15 solos como control (n = 6 por
grupo). La carga tumoral se controlé mediante imagenes de bioluminiscencia desde el dia 8 después de la inoculacion de
células de AML y luego cada 3-4 dias. (A) BLI el dia 15 después de la inyeccion de células tumorales. (B) Seguimiento de
la carga tumoral in vivo por BLI, media + DE. (C) Tiempo hasta la primera deteccién del tumor. (D) Curva de supervivencia

Ejemplos
Materiales y métodos

Aislamiento de CBMC y enriquecimiento de células madre y progenitoras CD34*. Se obtuvieron muestras de sangre del
cordén umbilical humano (UCB) al nacer después del parto normal a término completo y el consentimiento informado por
escrito con respecto al uso cientifico y fueron suministradas por VivoCell Biosolutions AG (Graz, Austria) dentro de AKH
Viena, Austria o del banco de sangre de cordon umbilical del Centro Médico Nijmegen de la Universidad Radboud
(RUNMC, Nijmegen, Paises Bajos). Las células mononucleares se aislaron por centrifugacion en gradiente de densidad
(medio de separacion de linfocitos LSM 1077, PAA Laboratories GmbH, Graz, Austria) y se marcaron con el reactivo
CliniMACS CD34 (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, Alemania). La seleccion de células CD34* se realiz6 de acuerdo
con las instrucciones del fabricante y después del procedimiento de enriquecimiento, se recogio la fraccion de células
CD34"*, y se analizaron el numero y la pureza de células por citometria de flujo. Finalmente, las células UCB CD34*
obtenidas se usaron directamente para el bioproceso de generacion de células NK.

Expansion y diferenciacion ex vivo de células progenitoras CD34*. Las células UCB CD34" se transfirieron a placas de
cultivo y se expandieron y diferenciaron de acuerdo con el método de cultivo Ill como se describié anteriormente 5. En
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resumen, las células UCB se marcaron con el reactivo CliniMACS CD34 (Miltenyi Biotech, Bergisch-Gladbach, Alemania)
y las células CD34* se seleccionaron por aislamiento magnético (Separador Miltenyi MACS) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Se recogieron células CD34", se establecio el nimero y pureza de células mediante citometria
de flujo y las células se usaron para la generacion de células NK.

Las células UCB CD34* se transfirieron a placas de cultivo y se expandieron y diferenciaron seguin el método de cultivo
Il como se describié anteriormente '®. En resumen, las células CD34* se expandieron durante 10 dias en GBGM®
complementado con una dosis alta de los factores SCF (27 ng/mL, CellGenix, Friburgo, Alemania), IL-7 (25 ng/mL,
Stemcell Technologies, Grenoble, Francia), TPO (25 ng/mL, Stemcell Technologies), FIt3L (25 ng/mL, CellGenix) y una
dosis baja de los factores G-CSF (250 pg/mL, Stemcell Technologies), GM-CSF (10 pg/mL, Stemcell Technologies) e IL-
6 (50 pg/mL, CellGenix) como se muestra en la Figura 1A. La diferenciacion se indujo reemplazando TPO por IL-15 (20
ng/mL, CellGenix) el dia 10 y FIt3L por IL-2 (1000 U/mL, Chiron, Munich, Alemania). Durante los primeros 14 dias de
cultivo, se incluyd heparina de bajo peso molecular (25 mg/mL, Abbott, Wiesbaden, Alemania) en el medio de crecimiento.
Las células crecieron hasta un total de al menos 28 dias.

Para la induccién, se afiadié rh-IL12 (Immunotools, Friesoythe, Alemania) desde el dia 10 en adelante a una concentracion
de 0.2 ng/mL (si no se indica otra cosa).

Para estudios funcionales, las células NK generadas ex vivo se purificaron con microperlas de CD56 (Miltenyi Biotec) de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y se usaron directamente en ensayos funcionales.

Lineas celulares

La linea celular K562 (LGC Standards, Wesel, Alemania) se cultivd en medio de Dulbecco modificado por Iscove (IMDM;
Invitrogen, Carlsbad CA, EE. UU.) que contenia 50 U/mL de penicilina, 50 yg/mL de estreptomicina y suero fetal de ternera
al 10% ( FCS; Integro, Zaandam, Los Paises Bajos). Las lineas celulares de leucemia precursoras de células B humanas
721.221, SEM, REH, Nalm-6 y UoC-B6 se cultivaron en RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Viena, Austria) que contenia 50 U/mL
de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina (Laboratorios PAA) GmbH, Graz, Austria) y suero fetal de ternera al 10%.

Las células endoteliales linfaticas transfectadas de manera estable con hTERT (LecTERT) fueron amablemente
proporcionadas por el Prof. Dr. Dontscho Kerjaschki AKH Viena, Austria, cultivadas en medio DMEM (Invitrogen, Fisher
Scientific GmbH, Viena, Austria) que contenia 50 U/mL de penicilina, Estreptomicina 50 ug/mL (PAA Laboratories GmbH,
Graz, Austria) y suero fetal de ternera al 20% y se seleccionaron con 100 pg/mL de higromicina (Invitrogen, Fisher
Scientific GmbH, Viena, Austria).

Las células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) se aislaron como se describié anteriormente 28 y se
cultivaron en medio EGM-2 (Bio Whittacker, Lonza, Verviers, Bélgica).

Citometria de flujo

El nimero de células y la expresion de marcadores de superficie celular se determinaron por citometria de flujo. Para la
tincion inmunofenotipica, las células fueron incubadas con reactivo de bloqueo FcR (Miltenyi Biotec), incubadas con la
concentracion apropiada de anticuerpos durante 30 minutos a 4 °C. Después del lavado, se midié la expresién usando un
FACSCalibur y se analizé con el software CellQuestPro (ambos de BD Biosciences). Para determinar la pureza y el
fenotipo de las células cultivadas se usaron los siguientes anticuerpos: clon CD3-FITC UCHT1 (Immunotools), clon CD56-
APC NCAM16.2 (BD Biosciences), clon NKG2A-PE Z199.1.10 (Beckman Coulter), CD16-PE clon 3G8 (BD Biosciences),
CD62L-FITC clon LT-TD180 (Immunotools), KIR-FITC clon 180704 (R&D Systems), CXCR3 (R&D Systems), CXCR4
(BioLegend), CXCR5 (R&D Systems), CCR1 (R&D Systems), CCR7 (R&D Systems), CCR6 (BioLegend).

Ensayo de adhesion

Las células NK generadas y purificadas ex vivo se transfirieron a células LecTERT confluentes y se incubaron en RPMI-
1640 durante 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador con movimiento tipo danza de vientre. Después de un
lavado exhaustivo, las células se tripsinizaron, se tifieron con CD56-APC y se analizaron como se describié bajo el titulo
Citometria de flujo.

Ensayo de citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad basados en citometria de flujo se realizaron como se describié anteriormente 4 5. En
resumen, después de la incubacién durante 4 horas o durante la noche a 37 °C, se recogieron 50 uL de sobrenadante y
se almacenaron a -20 °C para su uso posterior para medir la produccion de citoquinas. Se recogieron las células en el
volumen restante y se cuantifico el niumero de células objetivo viables mediante citometria de flujo. La supervivencia de
las células objetivo se calculd de la siguiente manera: % de supervivencia = {[no. absoluto de células objetivo CFSE*
viables cocultivadas con células NKJ/[no. absoluto de células objetivo CFSE* viables cultivadas en medio]}*100%. El
porcentaje especifico de lisis se calculd de la siguiente manera: % de lisis = {100 - [% supervivencia]}. La desgranulacién
de células NK durante el cocultivo se midié mediante la expresion en la superficie celular de CD107a 2°. Después de 18
horas de incubacion a 37 °C, se determino el porcentaje de células CD107a* por citometria de flujo.

Ensayo de citotoxicidad dependiente de anticuerpos usando Rituximab
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La actividad citotoxica dependiente de anticuerpos contra varias lineas celulares de leucemia precursora de células B
humanas 721.221, SEM, REH, Nalm-6 y UoC-B6 se midi6 por triplicado dentro de un ensayo de eliminacién con liberacion
de europio como se describio anteriormente 30. Las células objetivo se marcaron con EuDTPA
(dietilentriaminopentaacetato de europio), posteriormente se lavaron y se incubaron con 10 pg/mL de Rituximab
(amablemente proporcionado por AKH Viena, Austria) durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de un lavado
exhaustivo, se incubaron 2 x 10° células objetivo durante 4 h con células efectoras NK purificadas a diversas relaciones
E:T en RPMI - 1640 sin rojo de fenol (PAA Laboratories, Pasching, Austria) complementado con FCS al 10%. La liberacion
maxima de EuDTPA se determind mediante incubacion con Triton X-100 al 1%. Los valores para la liberacion especifica
de EuDTPA se determinaron con solucion potenciadora Delfia (Perkin Elmer, Brunn am Gebirge, Austria) mediante
fluorescencia liberada con el tiempo. La citotoxicidad especifica se calculdé como porcentaje especifico de liberacion de
EuDTPA = (muestra media - liberacion espontanea media)/(liberacion maxima media - liberacién espontanea media) x
100.

Estadistica

Los resultados de los experimentos realizados por triplicado se describen como la media + desviaciéon estandar de la
media (DE). Los resultados de los experimentos individuales se muestran como la media + el error estandar de la media
(SEM). El analisis estadistico se realizd mediante la prueba t de Student. Un valor p <0.05 se considero estadisticamente
significativo.

Resultados

Una dosis baja de IL-12 mejora la expresion de los antigenos de células NK CD16, KIR y CD62L durante la diferenciacion
de células NK ex vivo

Inicialmente, el objetivo era analizar el impacto de varias citoquinas como 1L-12, IL-18 o IL-21 en nuestro método de
diferenciacion de células NK humanas ex vivo recientemente establecido y caracterizado ademas del uso de IL-15 e IL-2
14,15 para conducir a un fenotipo de células NK a la medida. Para las citoquinas IL-18 e IL-21 no se encontré una mejora
significativa con respecto a la expansion o activacion del producto de células NK generado ex vivo (datos no mostrados).
Sin embargo, se encontré que dosis bajas de IL-12 podrian modificar significativamente el procedimiento de generacion
de células NK. Durante el cultivo, en el dia 10 después de la expansion de las células madre hematopoyéticas, se
afadieron simultaneamente IL-15 e IL-12 para inducir la diferenciacion de células NK (Figura 1). Se analiz6 en detalle el
efecto sobre la diferenciacion de células NK de diferentes concentraciones de IL-12 que van desde 10 pg/mL a 20 ng/mL.
El porcentaje de células NK dentro del sistema de cultivo disminuyd con concentraciones crecientes de IL-12 (Figura 2A),
mientras que la expresion de CD62L, CD16 y KIR en células NK CD56* se elevo con dosis mas altas de IL-12 (Figura
2B). Este analisis de respuesta a la dosis revel6 que una concentracion de 0.2 ng/mL de IL-12 fue suficiente para mejorar
significativamente la expresion del receptor de superficie en las células NK generadas ex vivo, pero no resulta en una
pureza significativamente menor del producto final de células NK (Figura 2A). Una vez seleccionada la pureza de la
concentracion mas 6ptima de IL-12 y otros experimentos revelaron, que el impacto general de 0.2 ng/mL de IL-12 en el
sistema de cultivo revela una reduccion tolerable en el recuento total de células en lugar de un impacto en la pureza misma
de las células NK ( Figura 2C).

Después de determinar la concentracién 6ptima de IL-12, se analizé6 con mas detalle el impacto de esta citoquina en el
fenotipo de las células NK diferenciadas ex vivo. Debido al posible uso terapéutico de las células NK generadas ex vivo,
se centraron las observaciones en receptores que estan relacionados con la actividad citotoxica de las células NK y
receptores que son relevantes para las capacidades de migracion de las células NK. En primer lugar, IL-12 mejoro la
expresion del receptor activador de citotoxicidad dependiente de anticuerpos FcRylll/CD16 y los niveles de expresion de
KIR en comparacioén con las células NK generadas con el sistema de cultivo basal (Figura 3A). En segundo lugar, L-
Selectina y un repertorio especifico de receptores de quimioquinas de CCR6, CCR7, CXCR3, CXCR4 y CXCR5 exhibid
una alta expresion en células NK diferenciadas ex vivo moduladas por IL-12 (Figura 3B). En resumen, el fenotipo general
de las células NK moduladas con IL-12 durante la diferenciacion ex vivo revela una generacion a la medida de células NK
que expresan CD62L, CD16, KIR, CCR1, CCR6, CCR7, CXCR3, CXCR4 y CXCRS5.

IL-12 fuerza una transicién mas rapida de células NK CD33*NKG2A" hacia CD33*NKG2A*CD56* de etapas de desarrollo
dentro del cultivo de diferenciacion de células NK ex vivo

Las células NK se dividen clasicamente en células NK CD56ane y CD56aevada vy ambas exhiben una expresion
especializada del receptor y funciones correlacionadas. La influencia de IL-12 en la expresién de CD62L y particularmente
KIR y CD16 planted la cuestion de si este fenotipo se correlaciona con una etapa mas madura de diferenciacion de células
NK, ya que estos antigenos de células NK se expresan mas prominentemente en células NK de sangre periférica
CD562envada maduras. Recientemente, se describieron los subconjuntos de desarrollo de células NK descritos por la
expresion de CD33 y NKG2A 3'. Cuando se compar6 la composicion de las etapas de desarrollo determinadas por la
expresion de CD33 y NKG2A, se observé una mayor proporcion de células NK CD33*NKG2A* mas maduras en IL-12
modulada (63%) que en cultivos normales (39%) pero un porcentaje menor de células NK CD33* NKG2A" (23% frente a
46%) CD56* (Figura 4). Ademas, la expresion mejorada de CD62L y KIR observada dentro de esta proporcion ampliada
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de células NK CD33*NKG2A* enfatiza que una mayor proporcion de las células NK generadas ex vivo inducidas por IL-
12 residen en una etapa avanzada de desarrollo (Figura 4 , paneles en cuadrados).

En cultivos de diferenciacion de células NK moduladas con IL-12 que exhiben niveles de induccion particularmente altos
de CD62L, CD16 y KIR, también se pudo identificar una correlacion con la aparicion de un fenotipo CD562ta%_ E| analisis
de citometria de flujo reveld que algunos cultivos exhibian células NK CD562"ad2 responsables de la expresion mejorada
de CD62L, CD16 y KIR por las células NK CD56" generadas ex vivo (Figura 5). Todos estos datos indican una
diferenciacién de células NK avanzada inducible por IL-12.

Ex vivo con células NK generadas por IL-12 muestran una funcidon adhesiva mejorada en células endoteliales linfaticas

Las moléculas implicadas en la adhesion a los tejidos linfaticos, a saber, CD62L, y los receptores de quimioquinas CCR1
y CCR6-8 que permiten la migracion hacia los gradientes de quimioquinas, guiando asi la migracion a los tejidos,
mostraron una expresion elevada en células NK moduladas con IL-12. Por lo tanto, se realizaron ensayos in vitro para
examinar si el fenotipo de células NK inducidas por IL-12 se correlaciona con una mejor adhesion en respuesta a los
tejidos linfoides (Figura 6). Los ensayos que comparan la adhesion a las células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC) o las células endoteliales linfaticas (LEC) mostraron que las células NK diferenciadas ex vivo inducidas por IL-
12 se adhirieron significativamente mejor a las células LEC que a las HUVEC, mientras que las células NK moduladas por
IL-12 no exhibieron ningun adhesion mejorada a las células LEC en comparacion con las HUVEC (Figura 6).

En resumen, estos datos revelan que la modulacion de la diferenciacion de células NK por IL-12 conduce a células NK
con adherencia mejorada que podria ejercer ciertas capacidades migratorias que potencialmente permiten una mayor
union a diversos tejidos.

Las células NK generadas ex vivo modificadas por IL-12 ejercen una mayor capacidad de destruccion hacia objetivos de
AML vy revelaron reacciones mejoradas de citotoxicidad dependiente de anticuerpos.

Debido a la expresion KIR mejorada y la etapa de diferenciaciéon avanzada de las células NK generadas ex vivo inducidas
por IL-12, nuestro objetivo fue analizar si esto podria correlacionarse con la citotoxicidad mejorada en ensayos de
destruccion in vitro (Figura 7). Los ensayos que combinan un andlisis de la eficacia de destruccion y la actividad de
CD107a contra la linea celular objetivo clasica K562 negativa para MHC clase | y la linea celular KGla positiva para MHC
clase | revelaron un mejor reconocimiento y actividad de la células NK generadas ex vivo moduladas por IL-12 en
comparacion con las no inducidas por IL-12 (Figura 7 A y B). La expresion mejorada de CD16 de las células NK
diferenciadas bajo la modulacién de IL-12 supone una influencia en su citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC).
La disponibilidad de anticuerpos terapéuticos contra muchos tumores malignos humanos diferentes plante6 la cuestion
de si el efecto de estos anticuerpos puede combinarse y potenciarse con la citotoxicidad de las células NK generadas ex
vivo moduladas por IL-12. Por lo tanto, se comparo la eficacia de destruccion de células NK ex vivo generadas con o sin
induccién por IL-12 por su eficacia de destruccion contra varias lineas de células B tratadas previamente con el anticuerpo
terapéutico especifico de células B Rituximab (Figura 8). Todas las lineas de células B probadas, a saber, 721.221, REH,
SEM, Nalm-6 y UoC-B6, fueron significativamente mejor lisadas por las células NK cuando fueron tratadas previamente
con Rituximab. Ademas, las células NK moduladas con IL-12 exhibieron mejores capacidades de destruccion contra todas
las lineas de células B recubiertas con Rituximab que las células NK generadas ex vivo no inducidas con IL-12. Estos
datos sobre la citolisis mejorada de células objetivo malignas tratadas con anticuerpos terapéuticos y ex vivo con células
NK diferenciadas con IL-12 revelan un nuevo aspecto y funcionalidad de esta combinacion de agentes terapéuticos. Por
lo tanto, las células NK inducidas por IL-12 diferenciadas ex vivo revelan un impacto terapéutico presumible de estas
células en combinacioén con los diversos anticuerpos terapéuticos disponibles.

Discusion

El sistema de diferenciacion ex vivo recientemente establecido para la generacion a gran escala de células NK humanas
tiene un gran potencial para inmunoterapias adoptivas de cancer ' 5. Sin embargo, una generacion de células NK
adaptada y modulada hacia fenotipos y funciones especificas facilitaria el uso terapéutico de estas células en una gama
aun mas amplia de tumores malignos. Por lo tanto, se han analizado varias citoquinas por su impacto en la diferenciacion
de células NK ex vivo y se ha encontrado que IL-12 es un modulador especialmente fuerte dentro de este proceso. Bajo
la influencia de IL-12 durante la diferenciaciéon de células NK ex vivo, las células NK generadas adquirieron una mayor
expresion de los receptores KIR y CD16 relacionados con la citotoxicidad, asi como CD62L y un repertorio especifico de
receptores de quimioquinas de los receptores CCR6, 7 y CXCR3-5 relacionados con las capacidades de unién y migracion
de células NK. Es importante destacar que la concentracion optimizada de IL-12 garantiz6 la pureza del producto de
células NK al tiempo que permitié un fenotipo mejorado de células NK correlacionado con funciones correspondientes
mejoradas.

Estudios anteriores revelaron la imagen de que las células NK de sangre periférica inducidas por IL-12 (PBNK) adquieren
la expresion CD561ane y exhiben células NK maduras y terminalmente diferenciadas, aunque hallazgos experimentales
discordantes llevaron a esta idea. Por un lado, IL-12 indujo un fenotipo de célula NK CD56°"a"¢ mediante sobrerregulacion
de CD94 y CD62L y una modulacion descendente de CD16 0. Por otro lado, se demostré que las células PBNK CD16
CD56" tratadas con IL-12 en combinacién con IL-2 e IL-15 desarrollaron la expresion de CD16 junto con una expresion
de CD56Prilante 32 Sin embargo, estos estudios destacaron el impacto de IL-12 en la expresion y funcion del receptor de
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células NK. En contraste, otros han diseccionado subconjuntos de células NK humanas sobre la base de la expresion de
CD56 y CD16 y sugirieron que las células NK CD56ane CD16* representan una etapa intermedia de maduracion de
células NK entre células NK CD56ante CD16- y CD562¢"ada CD16* que ya exhiben capacidad funcional completa 33.
Recientemente, se identificaron distintas etapas de desarrollo de células NK humanas sobre la base de la expresion de
CD33 y NKG2A 3'. Por lo tanto, se puede fortalecer atin mas la idea de que las células NK generadas ex vivo moduladas
por IL-12 exhiben un fenotipo de células NK mas maduras debido a la mayor proporcién de células NK CD33*NKG2A" y,
al menos en cultivos con induccién especialmente alta del receptor, que surge de la subpoblacion de células NK
CD562tenvada Ademas, mientras que la expresion de CD16 y KIR y la mayor proporcion de células NK CD33*NKG2A* y
CD56atenvada fayorece la idea de células NK mas maduras, la induccion de CD62L por IL-12 durante la diferenciacion de
células NK ex vivo no es contradictorio. Un estudio reciente reveld que las células PBNK CD62L* CD562"ada gxhiben el
repertorio funcional completo de la produccién de citoquinas de células NK y la citotoxicidad y probablemente también
representan una etapa intermedia de diferenciacion de células NK hacia células NK CD562ad (CD16* KIR*) CD62L"
citotoxicas 34.

CD62L es un receptor importante que guia a las células NK dentro y fuera de los ganglios linfaticos a través de
interacciones con ligandos en vénulas endoteliales altas y por ejemplo, el ligando receptor de manosa (MMR) a lo largo
del endotelio linfatico aferente y eferente 3% %6, Ademas de las moléculas de adhesion tales como CD62L, los receptores
de quimioquinas especificos guian a las células NK hacia los tejidos linfoides y los sitios de inflamacion de los tejidos a lo
largo de gradientes quimiotacticos. Por lo tanto, también la induccion del repertorio de receptores de quimioquinas CCR1,
6-7 y CXCR3-5 en células NK generadas ex vivo inducidas por IL-12 hace que estas células tengan un potencial de
funciones migratorias mejoradas, como ya podriamos evidenciar en ensayos in vitro para la adhesiéon a las células
endoteliales linfaticas, que podrian ser aprovechables para terapias de leucemia linfoide, linfomas o tumores solidos.

Los primeros estudios ya indicaron la potencia de IL-12 para modular la diferenciacion hacia una célula NK citotoxica y
productora de IFN-y 6. En los Gltimos afios, los estudios evidenciaron estos hallazgos en pacientes con disfunciones en
las vias de sefalizacion de IL-12 que revelaron la necesidad del cebado de células NK a través de IL-12 para la adquisicion
de actividad funcional 7. La adquisicion de funciones de células NK citotoxicas y productoras de IFN-y por IL-12 ya estaba
correlacionada con la expresion inducida del factor 1 regulador de IFN (IRF-1) y los genes de perforina '3 '°. En linea con
esto, nuestros ensayos de destruccion in vitro contra la linea celular KGla positiva para MHC clase | y K562 negativa para
MHC clase | confirmaron una actividad citotoxica mejorada de las células NK diferenciadas ex vivo inducidas por IL-12 y
respaldan su posible impacto mejorado en terapias antitumorales.

Una caracteristica de las células NK CD56%e" % gs |a capacidad de lisar células objetivo recubiertas con anticuerpos, un
fendmeno denominado citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC) que esta mediado a través del receptor
CD16/FcRylll. La expresion mejorada de CD16 de células NK diferenciadas ex vivo, bajo la influencia de 1L-12, podria
utilizarse en entornos terapéuticos que combinan la actividad citotéxica de células NK con anticuerpos terapéuticos contra
células malignas. Los estudios ya revelaron el potencial y la importancia de, por ejemplo, el anticuerpo terapéutico
Rituximab que reconoce CD20 en leucemias de células B en combinacion con células PBNK humanas 3738, Esto corrobora
la capacidad funcional mejorada y la posible utilizacion terapéutica de las células NK diferenciadas ex vivo moduladas por
IL-12 en combinacién con anticuerpos terapéuticos, que ya se pudieron confirmar en ensayos de ADCC in vitro contra
varias lineas de células B recubiertas con anticuerpos Rituximab.

En conjunto, los hallazgos indican que IL-12 es un modulador auspicioso de la diferenciacion de células NK que puede
explotarse para generar células NK con fenotipos y funciones especificas. Ademas, esto tiene un gran potencial y promete
el uso adicional de estas células en terapias de tumores soélidos, especialmente linfoides, y en entornos clinicos de
combinacion que acompanan a los anticuerpos terapéuticos.
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REIVINDICACIONES
1. Un método para producir células NK, comprendiendo dicho método

i- una muestra de células humanas positivas para CD34 que se proporcionan,
ii- expandir dichas células positivas para CD34 ex vivo,
iii- cultivar células positivas para CD34 obtenidas en la etapa ii ex vivo en un medio de diferenciacion de células NK,

dicho método caracterizado porque dicho medio de diferenciacion de NK comprende entre 0,2 ng/mL y 20 ng/mL de IL-
12.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho medio de diferenciacion de NK comprende entre 0,2
ng/mLy 2 ng/mL de IL-12.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que la etapaiii) se realiza con un medio de cultivo que comprende
tres o mas del factor de células madre (SCF), ligando de flt-3 (FLT-3L), trombopoyetina (TPO) e interleuquina-7 (IL-7) y
tres o0 mas del factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), interleuquina-6 (IL-6), factor inhibidor de leucemia (LIF) y la proteina inflamatoria de macréfagos de
tipo 1 alfa (MIP-I alfa).

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que la etapa iii) se realiza con un medio
de diferenciacion de células NK que comprende uno o mas de IL-2 e IL-15; y uno o mas de IL-7 y SCF; y tres o mas de
GM-CSF, G-CSF, IL-6, LIF y MIP-I alfa.

5. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la etapa ii) se realiza en medio de
cultivo que comprende heparina de bajo peso molecular.

6. Una coleccion de células NK que consta de células en las que al menos el 50% de las células positivas para CD56,
positivas para NKG2A y positivas para CD33 son positivas tanto para KIR como para CD62L, obtenibles por el método de
acuerdo con la reivindicacion 1.

7. Un banco de células que comprende una coleccion de células NK de acuerdo con la reivindicacion 6.

8. Un método in vitro para matar células cancerosas con células NK, dicho método caracterizado porque dichas células
NK comprenden una coleccion de acuerdo con la reivindicacion 6.

9. Una coleccioén de células NK de acuerdo con la reivindicacién 6, para usar en el tratamiento del cancer, en la que
preferiblemente dicho tratamiento contra el cancer comprende ademas el tratamiento con un anticuerpo especifico para
un antigeno presente en las células de dicho cancer.

10. Una coleccion de células NK de acuerdo con la reivindicacién 6, para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9, en la
que dicho cancer es un cancer de origen hematopoyeético.

11. Una coleccion de células NK de acuerdo con la reivindicacion 6, para uso de acuerdo con la reivindicacion 9 o la
reivindicacion 10, en la que dicho anticuerpo es especifico para CD20.
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Figura 3
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Figura 6
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Figura 7
A

Citotoxicidad
wK562 ®KG1a

*

100% A

80% -

50% -

40%

20% -

norma +1L12

CD107a
K562 ®WKG1a

40% -

30% -

20% -

10% -

s — S

22



Figura 8
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