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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 citotoxico. Ademas, la presente invencion se refiere a
métodos de producir células NK y lineas de células NK, composiciones que contienen las células y lineas de células
y usos de tales composiciones en el tratamiento del cancer.

Antecedentes de la invencidn.

[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 citotoxica 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 sefales que inducen la liberacion de compuestos citoliticos, sino
también por las sefiales que inhiben su liberacion. Por lo tanto, un aumento en la citotoxicidad conducird 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 modificacién genética para eliminar la funcion 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 transfeccidn con un gen que codifica IL-15 esta asociada con una reduccién 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 multiple (Heidenreich et al. 2012). Sin
embargo, vale la pena sefialar que la linea celular NK-92 es una linea celular altamente citotéxica con una expresion
muy baja de receptores inhibidores. Por lo tanto, cualquier aumento en la citotoxicidad asociada con la disminucion
de la expresién 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 blogquear 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 funcidon del receptor inhibitorio, sin embargo, las células
"normales" en el cuerpo también se vuelven méas 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). Ademas, se ha informado que IL-12
regula al alza la expresién de TRAIL en células NK (Smyth et al. 2001). Aunque, las propias células NK expresan
receptores TRAIL y, por lo tanto, son una diana potencial para la muerte mediada por TRAIL (Mirandola et al. 2004).
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Sin embargo, las células cancerosas han desarrollado mecanismos evasivos y protectores para hacer frente a las
células NK que expresan TRAIL. Los receptores sefiuelo TRAIL a menudo se expresan en las membranas de las
células cancerosas y la unién de TRAIL a estos receptores sefiuelo no pueden inducir la apoptosis; aun no se han
desarrollado los métodos para superar tales mecanismos.

[0011] La leucemia mieloide aguda (LMA) es una neoplasia maligna hematopoyética que involucra células
precursoras comprometidas con el desarrollo mieloide y representa una proporcidon 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 remisién 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 afos de supervivencia dependen de la edad; 60% en
nifos (Rubnitz 2012), 40% en adultos menores de 65 afios (Lowenberg, Downing et al. 1999) y 10% en adultos
mayores de 65 anos (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.

[0012] Las células asesinas naturales (NK) son linfocitos citotdxicos, 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 excepcién 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).

[0013] 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 modificarse 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 circulacion, lo que dificulta el control de los efectos secundarios persistentes que resultan del tratamiento.

[0014] 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 LMA (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
LMA (Savani, Mielke et al. 2007). Otros ensayos han usado células NK haploidénticas expandidas ex vivo para tratar
la LMA en adultos (Miller, Soignier et al. 2005) y nifios (Rubnitz, Inaba et al. 2010).

[0015] 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 LMA
primaria (Yan, Steinherz et al. 1998).

[0016] 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 atencién que NK-92. Se sabe que las
células KHYG-1 son pre-activadas. A diferencia de las células NK endoégenas, 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,

[0017] 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.

[0018] 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 raton, pero se detectan niveles minimos de proteina hasta la estimulacién o
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activacion de las células NK (Fehniger et al, 2007). Si bien este trabajo y otro trabajo con células NK de ratén son
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 ratén tienen una actividad citolitica débil, mientras
que las células NK humanas exhiben capacidades citoliticas fuertes.

[0019] Las células NK de ratéon y humanas también varian mucho en sus marcadores de expresién, cascadas de
sefalizacion y distribucion tisular. Por ejemplo, CD56 se usa como marcador para las células NK humanas, mientras
que las células NK de ratdén no expresan este marcador en absoluto. Ademas, un mecanismo bien establecido para
regular la citotoxicidad de las células NK es a través de la unién 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 citotdxica,
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 funcion que las células NK humanas en su entorno
fisiolégico natural, los mecanismos que cumplen esta funcidn varian significativamente entre las especies.

[0020] 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.

[0021] 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 céanceres. 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 invencion

[0022] Se proporcionan en este documento células NK modificadas y lineas celulares NK con un fenotipo mas
citotoxico, 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.

[0023] La invencion proporciona una célula asesina natural (NK) o una linea celular 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
para DR4, con respecto al TRAIL de tipo salvaje.

[0024] Ademas, la invencién proporciona una célula asesina natural humana (NK) o una linea celular NK para uso
en el tratamiento del cancer, en la que la célula (NK) o la linea celular NK se ha modificado para expresar una
variante de TRAIL con al menos un aumento del 25% en la afinidad para DR4, con respecto al TRAIL de tipo salvaje.

[0025] Ademas, las composiciones de la invencién 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 descripcién, 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 continuacién en los ejemplos, las células NK y las lineas de células NK se han
modificado genéticamente para aumentar su actividad citotéxica contra el cancer.

[0030] Juntas, las células NK y las lineas celulares NK de la invencién se denominaran células NK (a menos que el
contexto requiera lo contrario).
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[0031] En ciertas realizaciones de la invencion, se proporcionan células NK que tienen una funcién del receptor
inhibidor del punto de control reducida o ausente. Asi, en los ejemplos a continuacién, 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. Aln asi, preferiblemente, estos receptores inhibidores de
punto de control son uno o mas o todos de CD96 (TACTILE), CD152 (CTLA4), CD223 (LAG-3), CD279 (PD-1),
CD328 (SIGLEC7), SIGLECY, TIGIT y/o TIM-3,

[0032] En otras realizaciones, se proporcionan células NK en las que una o mas vias de sefnalizacién del receptor
inhibidor se eliminan o exhiben una funcién reducida, siendo el resultado nuevamente reducido o ausente la funcién
del receptor inhibidor. Por ejemplo, las vias de senalizaciéon mediadas por SHP-1, SHP-2 y/o SHIP se eliminan por
modificacién 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 expresién 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 reduccién del problema de la autofocalizacion. Preferiblemente, por lo tanto, se
eliminan los receptores inhibidores del punto de control. La funcidén 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 supresién 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 sefales 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 proporcion al sistema
inmune de un mecanismo de "auto tolerancia" que inhibe las respuestas citotéxicas 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 activacion prolongada y la citotoxicidad de una célula efectora inmune, por ejemplo, una célula NK. Este fenémeno
es Util para amortiguar la citotoxicidad cronica 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 invencion por lo tanto también proporciona una célula NK que se modifica adicionalmente para que
carezca 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?), SIGLECS, TIGIT y TIM-3.

[0039] Una célula NK que carece de un gen puede referirse a una delecion total o parcial, a una mutacién o de otro
modo que da lugar a que no se exprese ningun producto génico funcional. En las formas de realziacion, la célula NK
carece de genes que codifican dos o mas de los receptores inhibidores.

[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
citotoxicos 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] Como se describe con mas detalle en los ejemplos siguientes, las modificaciones de las células NK que
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mejoran la citotoxicidad también incluyen el aumento de la expresion del ligando TRAIL y/o variantes del ligando
TRAIL mutado.

[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.

[0044] Los mutantes/variantes preferiblemente tienen menor afinidad (o, en efecto, no afinidad) por los receptores de
sefiuelo, en comparacién con la unién 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, actuan para antagonizar la via de sefnalizacién 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 DRS. El tipo natural de TRAIL es conocido por tener una Ko 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 Kb de <2 nM o <50 nM, respectivamente, mientras que una afinidad incrementada
para DR5 se define adecuadamente como una Ko de <5 nM o <1 nM, respectivamente. Una afinidad reducida para
el receptor de sefiuelo DcR1 se define adecuadamente como una Ko de >50 nM o >225 nM, respectivamente. En
cualquier caso, un aumento o disminucion 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 10%,
mas preferiblemente al menos el 25%, en comparacién 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 méas 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 invencién 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 invencion, 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
combinacion 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 realizacién 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 invencion no se limita a ningln 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 sefnales apoptoticas dentro de la célula diana, asi
como estimula las sefiales citotdxicas en la célula NK.
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[0054] Segun otras realizaciones preferidas de la invencién, se proporcionan células NK que ambas han reducido la
funcion del receptor inhibidora del punto de control y también expresa un ligando TRAIL mutante, como se describe
con mas detalle anteriormente en relacién 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),
CD279 (PD-1), CD328 (SIGLEC?), SIGLEC9, 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 mdltiple, el CAR puede unirse a CD38. Por ejemplo, el CAR puede
incluir las propiedades de unién 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
combinacion con un agente que inhibe la angiogénesis, por ejemplo, lenalidomida. Para uso en la terapia de
canceres, especialmente leucemias y LMA 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 0, 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 mdultiple, 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 madltiple, 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 activacién
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 invencidén se adaptan al hogar de la médula ésea. Las células NK
especificas se modifican por fucosilacion y/o sialilacién para albergar la médula 6sea. Esto se puede lograr
modificando genéticamente las células NK para expresar la fucosiliransferasa 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 infiltracién 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 invencién 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 realizacidon 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 las formas de realizacion, 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
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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
(SIGLEC?), SIGLECY, TIGIT y TIM-3.

[0065] En realizaciones preferidas, el método comprende modificar las células NK para reducir la funcion de dos o
mas de los receptores inhibidores.

[0066] La invencion 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 formas de realizacion, 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 DR5. 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 otras formas de realizacion preferidas, el método comprende modificar una célula NK o una linea celular
NK para eliminar la funcion 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 formas de realizacién tipicas proporcionan un método para fabricar una célula NK o una linea celular
NK, en la que se ha eliminado la funcion 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 aun méas para expresar un CAR o un CAR biespecifico. Las propiedades del CAR son
opcionalmente como se describe anteriormente.

[0070] En las formas de realizacion, 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 sefuelo, y la célula se modifica
opcionalmente para expresar un CAR o un CAR biespecifico, y la célula se modifica ain més 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 invencién, 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 crénica (CML), linfoma de Hodgkin, linfoma
no Hodgkin, que incluye linfomas de células T y linfomas de células B, mieloma asintomatico, mieloma multiple
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 administracién 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 otras realizaciones, el agente activo se administra mas directamente. Por lo tanto, la administracién 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 invencién. Segun
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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 invencidn para tratar el cancer de sangre.

[0079] Para hacer que una célula derivada de cancer sea mas aceptable para uso terapéutico, generalmente se
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 proliferacion, 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 unién 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 discutié 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 Optima 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 facilmente y a nivel comercial. La irradiacién de la linea de células NK
modificada puede llevarse a cabo antes de la administracién 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 citotoxicas NK de la misma forma que lo
hacen con las respuestas citotoxicas NK autélogas. 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 apariciéon de GVHD, lo que las convierte en una
opcion muy preferida para el tratamiento del cancer mediante inmunoterapia celular adoptiva.

Ejemplos

[0083] La presente invencion se describe ahora con mas detalles y especificos en relacién con la produccién de
derivados de la linea de células NK KHYG-1, modificados para mostrar mas actividad citotéxica y, por lo tanto,
capacidad para causar la muerte de células leucémicas en seres humanos.

[0084] La invencidn 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 regién diana del gen LIR2 y marca las regiones flanqueantes del
ARNg;

La Fig. 2 muestra la secuencia de ADN de la regién 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 transfeccién;

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 gréfico 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 gréafico 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
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transfeccion de células KHYG-1;

La Fig. 12 muestra un gréafico 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 gréfico 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 gréaficos 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.

[0085] 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;

La 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.

Ejemplo 1 - Eliminacién de la funcion del receptor inhibidor

CRISPR/Cas9

[0086] Las células se prepararon del siguiente modo, con la funciéon 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 edicién
del genoma CRISPR/Cas9 se usé para eliminar los genes diana LIR2 y CTLA4.

[0087] 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.LIR2.99 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

[0088] Se transfectaron células K562 con las construcciones de ARNg preparadas (Figura 3) y se recogieron
posteriormente para la amplificacion 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 expresién del gen Cas9 y, por lo
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tanto, la capacidad de eliminar la expresion de los genes LIR2 y CTLA4.

[0089] La actividad de escisién de las construcciones de ARNg se determind 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 unién final no homologa (NHEJ).

[0090] 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 deteccion 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 transfeccién, mientras que el ARNg de g18 dio como resultado un 10%.

[0091] 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%.

[0092] Tras la eliminacion exitosa de LIR2 y CTLA4 en células K562, las células KHYG-1 se transfectaron con
construcciones de ARNg.

[0093] Se seleccionaron clones derivados de KHYG-1 que tenian deleciones homocigotas. Se usé un vector de
expresion Cas9/puromicina acetiltransferasa (PAC) para este proposito. Se seleccionaron células transfectadas con
éxito, en funcion de su resistencia al antibiético puromicina.

Cas9 RNP

[0094] 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 comparacion con el uso de los plasmidos
de ADN del protocolo CRISPR/Cas9.

[0095] 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 unién a ARN) se prepararon de la siguiente manera:

(1) Se preparo una solucion de 20 uM del ARNcr y ARNI sintetizados requeridos (comprados de Dharmacon).
(2) Se mezclaron 4ul de ARNcr (20 uM) y 4pl de ARNt (20 puM).

(3) La mezcla se afadi6 luego a 2 pl de proteina Cas9 (5 ug/ul).

(4) Todos los componentes se mezclaron e incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos.

[0096] Después del sistema de transfeccion Neon®, las células se mezclaron con RNP Cas9 y se realizé la
electroporacion usando los siguientes parametros:

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

[0097] 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).

[0098] 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 confirmé la presencia de indeles, lo que indica una
eliminacion exitosa de CTLA4, PD1 y CD96 en células KHYG1.

Nucleasas especificas del sitio

[0099] Otro protocolo utilizado para la desactivacion de los receptores inhibidores del punto de control en células NK
fue el de la transfeccién con XTN TALEN. Una ventaja de usar este protocolo fue que se podia alcanzar un nivel de
especificidad particularmente alto en comparacion con el CRISPR de tipo salvaje.

Paso 1: Preparacion de Reactivos
[0100] Se ensayaron células KHYG-1 para determinar ciertos atributos que incluyen eficacia de transfeccion,

eficacia de clonacién de células individuales y numero de cariotipo/copia. Las células se cultivaron de acuerdo con
las recomendaciones del proveedor.
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[0101] Segun el receptor inhibidor del punto de control que esta desactivado, las nucleasas se prepararon mediante
un disefo personalizado de al menos 2 pares de XTN TALEN. El paso del disefio personalizado incluye la
evaluacion del locus genético, el nimero de copias y la evaluacién funcional (es decir, homologos, evaluacion fuera
del objetivo).

Paso 2: Ingenieria de linea celular

[0102] Las células fueron transfectadas con las nucleasas de la Etapa 1; esta etapa se repitié hasta 3 veces para
obtener altos niveles de corte y los cultivos se dividieron y los cultivos intermedios se mantuvieron antes de cada
transfeccion.

[0103] La seleccidn inicial tuvo lugar varios dias después de cada transfeccién; 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 alcanz6
niveles aceptables después de las transfecciones repetidas, las células se consideraron listas para la clonacion de
células individuales.

[0104] Las células agrupadas se clasificaron en una célula por pocillo en una placa de 96 pocillos; el numero de
placas para cada grupo dependi6 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

[0105] 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 replatd para
continuar la expansion de los clones y la placa final se us6 para la confirmacion del genotipo.

[0106] 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. 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
knockout.

Paso 4 - Validacion
[0107] Las células se acumularon en condiciones asépticas.

[0108] Los criterios basicos de liberacion para todas las células almacenadas incluian el nimero de células viables
(congelacién previa y descongelacion), confirmacion de identidad a través de STR, aseguramiento bdasico de
esterilidad y pruebas de micoplasma; se aplicaron otros criterios de liberacion cuando fue necesario (cariotipo,
expresion del marcador de superficie, esterilidad de alto nivel, evaluacion de transcripcion o proteina, etc.).

Ejemplo 2 - Knockdown de la funciéon del receptor CD96 inhibidor del punto de control mediante iARN

[0109] El knockdown de ARNip de CD96 en células KHYG-1 se realizé por electroporacién. El kit Nucleofection T se
uso, junto con el Amaxa Nucleofector I, 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%.

[0110] El control ARNip (nimero de catalogo: sc-37007) y CD96 ARNip (numero de catélogo: sc-45460) se
obtuvieron de Santa Cruz Biotechnology. RPMI-1640 libre de antibiéticos que contenia FBS al 10%, L-glutamina
2mM se usé para el cultivo posterior a Nucleofeccion. Se obtuvo CD96-APC antihumano de raton (ndmero de
catalogo: 338409) de Biolegend para la tincion.

[0111] Se prepard una solucién madre de ARNip 20 pM. El duplex de ARNip liofilizado se resuspendi6 en 33 pl de
agua libre de ARNasa (tampo6n de dilucién de ARNip: sc-29527) a FITC-control/control-siRNA, en 165 ul 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
incubd a 37°C durante 60 minutos. La reserava de ARNip se almacen6 a -20°C hasta que fue necesario.

[0112] 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.

[0113] La solucién de Nucleofector se calenté a temperatura ambiente (100 ul por muestra). También se precalentd
una porcién de medio de cultivo que contenia suero y suplementos a 37°C en un tubo de 50 ml. Se prepararon
placas de 6 pocillos afnadiendo 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..
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[0114] Se mezclaron suavemente 2x108 células en 100 pl de solucion de Nucleofeccidén con 4pul de solucidon de
ARNip 20 uM (1,5 pg de ARNip). Se evitaron las burbujas de aire durante la mezcla. La mezcla se transfirio a
cubetas certificadas por Amaxa y se colocé en el soporte de cubetas Nucleofector y se seleccioné el programa U-
001.

[0115] 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.

[0116] Las células se incubaron luego en una incubadora humidificada a 37°C/5% de CO2 hasta que se realizo el
analisis de transfeccion. El andlisis de citometria de flujo se realiz6 16-24 horas después de la electroporacion, para
medir los niveles de expresion de CD96. Este protocolo de electroporacion se llevé 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 knockdown de CD96

[0117] Las células KHYG-1 con y sin la eliminacién de CD96 se cultivaron conjuntamente con células K562 en
diferentes relaciones efector:diana (E: T).

[0118] La citotoxicidad se midi6 4 horas después del co-cultivo, usando el kit de citotoxicidad DELFIA EuTDA de
PerkinElmer (nimero de catalogo: AD0116).

[0119] Las células diana K562 se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia FBS al 10%, L-glutamina 2mM y
antibidticos. Las placas de fondo en V de 96 pocillos (niUmero de catélogo: 83.3926) se compraron a SARSTEDT. Se
usé una centrifuga Eppendorf 5810R (con rotor de placa) para girar hacia abajo la placa. Se us6é un FLASH
VARIOSKAN (con el software Scanlt 2.4.3) para medir la sefal de fluorescencia producida por células K562 lisadas.

[0120] Las células K562 se lavaron con medio de cultivo y el nimero de células se ajusté 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 repiti6 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 ajusté a aproximadamente 5 x 10* células/mL.

[0121] Los pocillos se configuraron para la deteccion de fondo, liberacion espontanea y liberacion maxima. Se
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 atmoésfera humidificada con CO:z al 5% a 37°C. Para los pocillos de liberacién
maxima, se agregaron 10 pL de tampédn de lisis a cada pocillo 15 minutos antes de cosechar el medio. La placa se
centrifugd a 500 x g durante 5 minutos.

[0122] Se transfirieron 20 uL 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 solucion de europio para formar un quelato fluorescente que se relaciona directamente con la
cantidad de células lisadas.

[0123] La fluorescencia se midié luego en un fluorémetro de resolucién temporal utilizando VARIOSKAN FLASH. La
liberacion especifica se calcul6 utilizando la siguiente formula:

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

[0124] El andlisis estadistico se realizd utilizando el software Graphpad Prism 6,04. Se utilizé6 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).

[0125] Se descubrié que la liberacidon especifica se increment6 significativamente en los co-cultivos que contenian
las células KHYG-1 de eliminacion CD96. Este fue el caso en todas las relaciones E:T (véase Figura 7).

[0126] Al correlacionarse la fluorescencia directamente con la lisis celular, se confirm6 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.
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Ejemplo 4 - Citotoxicidad mejorada de células NK con un knockdown de CD328 (Siglec-7)

Reduccién de CD328 mediada por ARNip en células NK-92

Materiales, reactivos e instrumentos.

[0127] Los ARNip de control (nUmero 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 utilizé un kit
T de Nucleofector™ de Lonza. RPMI-1640 que contenia FBS al 10%, L-glutamina 2mM, sin antibiéticos, se usé para
el cultivo posterior a la nucleofeccion. Se adquiri6 CD328-APC antihumano de ratdén (nimero de catalogo: 339206)
de Biolegend.

Protocolo

[0128] Para hacer 10 uM de solucién de reserva ARNip

Resuspender el duplex de ARNip liofilizado en 66 ul de agua libre de ARNasa (tampoén de dilucién 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 Nucleofeccion contiene (para cubeta estandar de 100 pl)

Numero de células: 2x10° células.

ARNip: 4 pl de reserva de 10 uM

Solucién nucleofectora: 100 pl.

Nucleofeccién

[0129]

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

Preparar ARNip para cada muestra.

Precalentar la solucion de Nucleofector a temperatura ambiente (100 pl por muestra).

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 una incubadora humidificada a 37°C/5% CO:.

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

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

Resuspender el sedimento celular en solucion de Nucleofector a temperatura ambiente hasta una
concentracion final de 2x10° 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.

Mezclar 100 pl de suspension celular con ARNip.

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.

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

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 pl del medio de cultivo precalentado a la
cubeta y transferir la muestra a la placa de 6 pocillos preparada.

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.

[0130] Resultados: seguimos el protocolo anterior y realizamos un anadlisis 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.

Knockdown de CD328 aumenta la citotoxicidad

Materiales, reactivos e instrumentos.
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[0131] El kit de citotoxicidad DELFIA EuTDA basado en el ligando potenciador de la fluorescencia (n® de catélogo:
ADO0116) se compré a PerkinElmer. Las células diana K562 se cultivaron en medio RPMI-1640 que contenia FBS al
10%, L-glutamina 2mM vy antibiéticos. Las placas de fondo en V de 96 pocillos (niUmero de catalogo: 83.3926) se
compraron a SARSTEDT. Se usé la centrifuga Eppendrof 5810R (con rotor de placa) para girar hacia abajo la placa.
VARIOSKAN FLASH (con el software Scanlt 2,4.3) se utilizd para medir la sefial de fluorescencia producida por
células K562 lisadas.

Protocolo
[0132]

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

« Lave las células K562 con medio, ajuste el nimero de células a 1x10° células/mL con medio de cultivo.
Anadir 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).

o 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

[0133]

«  Configure pozos para deteccion de fondo, liberacion espontanea y liberacion maxima.

* 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 atmésfera humidificada con CO2 al 5% a 37°C. Para pozos de liberacion
maxima, agregue 10 pL de tampon de lisis a cada pocillo 15 minutos antes de cosechar el medio.

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

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

e« Mida la fluorescencia en un fluorbmetro de resolucién temporal utilizando VARIOSKAN FLASH. El
lanzamiento especifico fue calculado utilizando la siguiente férmula:

* % de liberacion especifica = liberacién de experimento - liberacion espontanea/liberacion maxima -
liberacion espontanea

[0134] 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 knockdown/knockout de los receptores
inhibidores del punto de control

[0135] Como se demostr6 en los Ejemplos anteriores, la funcién 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.

[0136] Alternativamente, se puede preparar una mutacién transitoria usando, por ejemplo, ARNip dentro de uno o
dos dias, como se describié anteriormente. La plataforma de electroporacién MaxCyte Flow ofrece una solucién
adecuada para lograr transfecciones rapidas a gran escala en la clinica.

[0137] La eliminacién de ciertos receptores inhibidores del punto de control puede ser méas beneficiosa que otros. Es
probable que esto dependa del paciente y del cancer. Por esta razén, 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.

[0138] Tras una modificacion exitosa, las células se resuspenden en un vehiculo adecuado (por ejemplo, solucién
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salina) para inyeccion intravenosa y/o intratumoral en el paciente.
Ejemplo 6 - KHYG-1 Knock-in de la TRAIL/variante TRAIL

[0139] 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.

[0140] 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 mutacion aumenta significativamente la afinidad
de la variante TRAIL para DR5, mientras que reduce la afinidad para ambos receptores de sefiuelo (DcR1y DcR2).

Expresién de linea de base TRAIL

[0141] La expresion de TRAIL (CD253) basal en células KHYG-1 se analizé utilizando citometria de flujo.

[0142] Raton anti-humano CD253-APC (numero de catalogo de Biolegend: 308210) y control de isotipo (nimero de
catalogo de Biolegend: 400122) se usaron para tenir muestras celulares y se analizaron en un citometro de flujo BD
FACS Canto II.

[0143] 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
centrifugacién (1.500 rpm durante 5 minutos) y se aspird el sobrenadante. Las células (suspensién de células
individuales) se lavaron con 4mL de tampdn FACS enfriado con hielo (PBS, BSA al 0,5 - 1%, NaN3 - azida sodica al
0,1%). Las células se resuspendieron en 100 pL de tampon FACS enfriado con hielo, se afadieron 5uL de
anticuerpo a cada tubo y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Las células se lavaron 3 veces por
centrifugacién a 1.500 rpm durante 5 minutos. Las células se resuspendieron luego en 500 ml de tampon FACS
enfriado con hielo y se mantuvieron temporalmente en la oscuridad sobre hielo.

[0144] 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.

[0145] Como se puede ver en la Fig. 10, el andlisis FACS mostré una expresion de referencia débil de TRAIL en la
superficie celular KHYG-1,

Knock-in de TRAIL/variante TRAIL por electroporacién

[0146] EIl ARNm de TRAIL de tipo salvaje y la variante de TRAIL (D269H/195R) se sintetiz6 mediante TriLink
BioTechnologies, se dividié en partes alicuotas y se almacen6 a -80°C. CD253-APC antihumano de ratén (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 catédlogo de eBioscience: 12-4714)
se usaron anticuerpos para tefiir muestras de células y se analizaron en un citometro de flujo BD FACS Canto Il. Se
uso6 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 I, Lonza), se utilizé un kit T Nucleofector™ de Lonza. Se utiliz6 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.

[0147] 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 solucién 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 CO2. Se prepar6 una
alicuota de cultivo celular y se contaron las células para determinar la densidad celular. EI nimero requerido de
células se centrifug6 a 1.500 rpm durante 5 minutos, antes de descartar el sobrenadante por completo. El sedimento
celular se resuspendié en una solucién nucleofectora a temperatura ambiente hasta una concentracion final de 2x10°
células/100 pl (tiempo maximo en suspension = 20 minutos). Se mezclaron 100 pl de suspension celular con 10 pg
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 seleccion6 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 transfirié a una placa de 6 pocillos
preparada inmediatamente después de que el programa hubo terminado, para evitar dafos a las células. Las células
se incubaron en una incubadora humidificada a 37°C/5% de COs.. El andlisis de citometria de flujo y los ensayos de
citotoxicidad se realizaron 12-16 horas después de la electroporacién. La tincién de citometria de flujo se llevo a
cabo como anteriormente.

[0148] Como se puede ver en las Fig. 11 y 12, la expresion de TRAIL/variante TRAIL y el CD107a (marcador de
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activacion NK) aument6 la post-transfeccion, confirmando el éxito de la insercidn de los genes TRAIL en las células
KHYG-1.

[0149] La Fig. 13 proporciona evidencia de la viabilidad de las células KHYG-1 antes y después de la transfeccién
mediante electroporacién. 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 téxico 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

[0150] Se us6 anticuerpo anti-CD2-APC de raton (n® de catdlogo de BD Pharmingen: 560642). Se utiliz6 el
anticuerpo anexina V-FITC (n® de catalogo de ImmunoTools: 31490013). Se usé 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).

[0151] Como se explicod anteriormente, las células KHYG-1 se transfectaron con la TRAIL/variante TRAIL.

[0152] Las células diana se lavaron y se sedimentaron mediante centrifugacién a 1.500 rpm durante 5 minutos. Las
células transfectadas con KHYG-1 fueron diluidas a 0,5x10%/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.

[0153] Se mezclaron entonces 0,5 mL de células KHYG-1 y 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:2 durante 12 horas. El analisis de
citometria de flujo se utilizé 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 uL/prueba), Anexina V-FITC (5
pL/prueba) y SYTOX-Verde (5 uL/prueba) usando Anexina V tampdn de union.

[0154] 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.

[0155] 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 aumentd 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 aument6é aun mas la apoptosis en todas las lineas celulares diana,
en comparacion con las células KHYG-1 transfectadas con TRAIL de tipo salvaje.

[0156] 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 invencidn, 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 regulacion al alza de los receptores de sefiuelo TRAIL, ya que las células de la
invencion se modifican para que permanezcan citotoxicas en esas circunstancias.

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

[0157] 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 administracién 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.

[0158] Una parte alicuota de células NK modificadas se descongela luego, se cultiva y se administra al paciente.
[0159] 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
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cancerosas.

[0160] Otra opcion, antes de la implementacion del protocolo anterior, es la realizaciéon 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

[0161] El bortezomib (Bt) es un inhibidor del proteasoma (fa&rmaco 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.

[0162] 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 exposicién a Bortezomib.

Expresién de DR5 inducida por bortezomib

[0163] Bortezomib fue comprado de Millennium Pharmaceuticals. El ratén anti-humano DR5-AF647 (n? de catélogo:
565498) se compré a BD Pharmingen. Las muestras de células tefiidas se analizaron en BD FACS Canto Il.

(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
antibiéticos y 10% de suero bovino fetal (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.), en una atmésfera con 5% de CO:z 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).

[0164] Se encontr6 que el tratamiento con bortezomib de dosis baja aumentaba la expresiéon de DR5 en ambas
lineas celulares MM (Fig. 18). La regulacion positiva de DR5 se asocié con una induccién 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
Bortezomib, debido a la alta toxicidad que causaba que la mayoria de las células MM murieran.

Sensibilizacién inducida por bortezomib de células cancerosas

[0165] 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 electroporacién 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 proporcién 1:1 con el cultivo durante 12 horas.
(3) Se llevd 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 poblacién negativa para CD2.

[0166] El analisis citométrico de flujo de la apoptosis se realizd en células MM1.S pretratadas/no tratadas con
Bortezomib co-cultivadas con células KHYG-1 electroporadas con/sin variante TRAIL (Fig. 19).

[0167] Se encontr6 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 invencién.
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Ejemplo 9 - Confirmacion de la apoptosis inducida por la variante TRAIL

[0168] 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
result6 de la induccién de la apoptosis de las células cancerosas (lo mas probable) o de la activacion inadvertida de
las células NK para exhibir un fenotipo mas citotoxico y, por tanto, mata las células cancerosas a través de la
secrecion de perforina.

[0169] Se ha demostrado que la concanamicina A (CMA) inhibe la actividad citotoxica mediada por perforina de las
células NK, principalmente debido a la degradacion 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

[0170] Se adquiri6 perforina-AF647 de ratén (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 Il

(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 solucién de PBS a temperatura ambiente durante 15
minutos.

(5) Las células se lavaron con 4 mL de tamp6n FACS (PBS, BSA al 0,5-1%, azida sédica al 0,1%) dos veces.

(6) Las células se permeabilizaron con 1 ml de tampdn 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 tampén 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/tampdn 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 tampdn FACS helado y se mantuvieron en
la oscuridad en hielo 0 a 4°C en una nevera brevemente hasta su andlisis.

(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.

[0171] El tratamiento con CMA disminuyé significativamente el nivel de expresién 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

[0172] 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 electroporacién 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 centrifugacién y se resuspendieron en medio
RPMI1640 que contenia IL-2, ajustando las concentraciones celulares a 1x108/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 proporcién de 1:1 y se cultivaron conjuntamente durante
12 horas.

(6) Se llevé a cabo un andlisis 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 ulL/prueba).

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

(8) Los datos se analizaron adicionalmente utilizando el software FlowJo 7.6.2. La poblacién 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.

[0173] Se mostr6 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 demostré ademas que CMA no pudo disminuir significativamente la actividad citotdxica de las células

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2876 938 T3

NK que expresan la variante TRAIL, en contraste con el hallazgo de células NK de control tratadas con CMA.

[0174] Se demostro 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.

[0175] 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 regulacién por
disminucion relacionada con la perforina. Dado que las células NK utilizan comUnmente 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 citotoxico, las células NK de la invencién representan una poderosa
alternativa menos susceptible de atenuacion por células cancerosas.

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

[0176] 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 combinacion de las
dos modificaciones genéticas para provocar un efecto sinérgico en la citotoxicidad de las células NK.

[0177] La expresién de CD96 se redujo en células KHYG-1, como se describe en el Ejemplo 2.

[0178] 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 flujp BD FACS canto Il. Los datos se
analizaron adicionalmente utilizando el software FlowJo 7.6.2. La poblacién CD2 negativa representa células
MMA1.S. Las células KHYG-1 son fuertemente positivas para CD2. Luego se analizaron las células positivas para
AnnexinV-FITC y SYTOX-Green en la poblacion negativa para CD2.

[0179] Al mismo tiempo, se elimind la expresion de CD96 y se expresé 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
resulto de la modificacion genética simultanea que resultaron de las modificaciones individuales en aislamiento.
[0180] 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).

[0181] La invencién proporciona asi células NKy lineas celulares para uso en terapia de cancer de sangre.
LISTADO DE SECUENCIAS

[0182]

<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 versién 3,5
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<211> 9540
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1

ctctggectce
ctgctcatga
cggtcagatg
gcaagatcct
atgagcccct
tcatgacaac
ggtcacgtag
ccccaaatca
gcagagggac
ttcccggggg
gggactattt
tcecectactt
gcacagccag
gtectteectg
gctgtgctga
aggggaagcc
gctgetacat
caggaaagac
cagctctaaa
cagatgacaa
aggggaggct

gcagagcagg

tgttctttet
ccttgatact
tgacatcttg
ctcacgtcce
cccaatgtcce
aatctgcaaa
gcagcggatg
aagctcaaac
ggctaaggac
ggagggagtg
ggttgaaaga
ccctgeattt
aggcgagatg
aagcatctce
tggatgggct
actgctaccce
cccggetcete
cccattacag
agaatgagag
caccccatga
atttctctct

gcagtgggag

ES 2876 938 T3

tgtgagtccg
ctgggtattt
agtggactca
aaagcctcag
caggcaccac
ggaagaaact
ataaccagtc
ataagtcatt
gcaatgggca
gacgctggag
aaacccacaa
ctecectetgtg
cttctetget
agggctggag
gaaggaggga
tcatcaggaa
ggtgagacga
tctgaaatgt
tcaggctcct
gaaggaccca
gtgtgtctct

gagacgccat

tctacacttg
cagaaatgct
tcaatcacct
gtcttacecct
tgaccccaca
gaggctcagt
atcaaataaa
gttcccaaaa
ccgaggaggce
caaaaacatt
tccagtgtca
ctcactgcca
gatctgagtce
ggacgactge
gggtgaccat
gggcagacac
ggagaaacca
ctgcagaggg
gggagggcag
gcctctgagt
gtccegecag

gacccccate

21

gggtttccac
acacatacgt
acagaatgtg
ggtctggaaa
accactgtga
gatgggacat
tatcaactcc
tgttgaccag
aggaaagact
taaaaagggg
agaaagaagt
cacacagctc
tgecctgeage
catggtaagg
gtgggaagct
aagaagcacc
gacagacagt
cccagtgect
tteccgettet
gtccacacag
caccgagggc

gtcacagtcce

atgtcttttt
ttctccatta
gagtccaaca
tcaagcacaa
cgagtgggat
tacaaaccaa
ctccececact
gaattgaggt
cagaggtttc
aagttaagag
caacttttct
aacctggaca
atggacctgg
accccacaac
gtgagaagga
agttctattt
ggctgggggt
gcccccacct
tgtgtggctg
ggtgggaagg
tcatccatcc

tgatctgtcet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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cggtgagatt
aactctggtc
ctcaggette
ccaggacccg
ctggggacaa
tgatgggggc
ttcgaatctg
gccagactct
agcccaggag
accagagctt
gcgatatggce
gctggtgatg
aggaggctct
ggagccccat
tcagcccage
caggtggcat
ctgaactccce
agcccgaatce
tggtcttcac
tctggagttc
gcagttccag
caggaagatc
ggtcggctcce
cagtgcagcc
atgtcggcta
ctggccggea
gctcctacgg
ccccecagega
gacccagact
ggggggtggt
aagactcaga

agcaaggtgg

tgaagagaga
cctaaggaga
agggggcaaa
cgtgcagaca
ggggccacct
atctggaggg
acctttgatt
gtgatcaccc
taccgtctat
gtgaagaacg
tgtcagtatt
acaggtgaga
caggggtgtc
ttaacacgat
ccagccctgt
ttggecggett
agccccatge
gcaggtggte
ccagtgatct
cctgagtcte
gtgggatgat

agcagtggtg
tggaaaccat
gggtcctgtce
tgacagattt
gccccagget
gggccagtac
cccectggac
ctgcacaggce
cccaagggag
gaaaacagag

ggcagcccct
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ggggagcttc
ccccaggggce
tcectcacag
ggtgagtctg
ccgtgecaget
tcctgggetg
tccttccagg
aggggagtcc
atagggagaa
gccagttcca
acagccgcgce
ggacactcag
tccctctcac
gcctecettet
ggtgacctca
cattctgtgt
ccgtgggtcg
gcacaggtge
cctggagcectce
cctgagtcte
gttggggcga
aggcaccggg
gagcaccttt
atggcccctg
gttctgtaca
gggctctecce
agatgctacg
atcctgatca
cctgecgggg
ggagagacag
acagaggcte

cacccatccect

taacctagga
tcacaaagat
ggaactctet
tccecagete
ggggatgggg
agagctgaga
gaccatcccce
cgtcacccte
aaaatcagca
catcccatcc
tcggtggtcet
ggatcccage
agcccagccc
ctcctaggag
ggaggaaggyg
aaggaaggag
tccegegeca
tatggttatg
ctggtcccag
caggcaggtg
gagggctcag
ggagagggag
tceccaggtgt
gggaaagcct
aggaggggga
aggccaactt
gtgcacacaa
caggtgagga
gaatccaatt
agagagagac
ctagagaggce

tcttetetece

22

gggacctcac
cccagggagg
tccagggetg
tceccaggtcece
attagaagtt
tctgttgggt
aagcccaccc
agttgtcagg
tcttggatta
atcacctggg
gagctcagtg
cccaggcetcet
tggggatgat
cctacccaaa
tgaccctcca
aagatgaaca
tctteteegt
acttgaactc
gtgagaaatt
gggagcagcc
gggtcctggg

ggtttgtggg

ttctaagaag
gaccctccag
acgtgacctt
caccctggge
cctetectet
gcccageggg
agtgatggcc
aggggatggg

ctggggaggt

aggacagatc

cccacagcca
ggaggacctg
agtctgggee
ctcctectea
ctggactgac
gggaaatgac
tgtgggctga
ggagccttga
cacggatacg
aacacacagg
accccectggt
gccctcagga
gtgggaggtg
acccaccctce
gtgtgagtca
cccacaatgc
gggcceegtg
tcectatgtg
cacagcattg
gtgtctcagg
gccagagaca
gaagcctgag
ccatcactct
tgtgtctctg
cgccagcectcee
cctgtgagece
gagtgctcgg
ttcagtcagg
aggatgaggc
tggggagggg
ctcagetcag

cgtggcacac

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240
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ccttcatcte
gtcagtcatg
cactccgtct
ctgtgacctc
acctgctgtce
ctgtcctcte
gggatggagt
gaaggaggac
gacaggagag
ttggtttgag
cccaggacce
gtccctgagg
aggaggatcc
agccagagga
ggtcaaggca
gggagcaggg
gcccectceace
gtgggcgggg
gtggtgatgt
agaggcctge
gaggaggccce
ctgcagcaga
aaggctcttt
agactcccag
ttccectete
tgcacgactg
agtaggcgct
ggaaggcacc
ctcctectee
gagtagggaa

gaatccaaac

agtgcagcca
gcggcagttce
aagatcaata
agcccacgceg
tcaccccagt
tgagctcaaa
gagcgggggt
aacaggccct
gcgggtggag
gtggagactt
tccatgggtt
cctctggcectce
cattccctte
ggggccacag
gagagaaatg
cagccccage
cccactgggt
tceeggggag
agacaggcte
aggtgggaaa
ctcagggaag
gacggtgacc
ccctgeaget
gctccecttee
tgagcgtcag
ttgtgggggt
catttcaatg
tgggggttgt
tcttecteat
ggggaaaccc

cactgggcaa
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ggccccacag
cacactttcc
cacgaatatc
gggacctaca
gagcccctgg
ggctcagetce
ctgagcgggg
cccaggcctg
ggaggggcect
caggaaagcc
ccagcccccee
gaagggagcg
agggactcaa
ggtccccagg
ttggggccceca
cctcacctee
cggatccceca
gcaggggtgg
ctceeccetgee
gttcctttea
actccaagac
tggggcaggg
ccggggcteg
cagctctgec
tttttcatct
tggaggtggt
acatcacccc
gatcggcatc
ccteccgacat
tgtgggccga

atgcagcttt

tggcctecagg
ttctgaccaa
ctaagtacca
ggtgctacgg
agctcgtggt
aggccctgece
ctcagccagt
cgcacactca
ggggaggcca
ccagctcecte
acccaccggt
cagcgaccce
tcaagggcett
gctctgagge
gcctggggga
ccgtcectgac
aagtggtgag
gttctgtecet
tgggcctecag
gctctcacte
tcgattcege
gaggggagca
gctectggtge
gcttecectgge
gtagagtggg
gaacagaagg
catccctgac
ttggtggceg
cgacgtcagg
ccgagggtgg

gagaaactgt

23

agagaacgtg
ggcgggagea
ggctgaattce
ctcactcaac
ctcaggtggg
ccccaggaga
gggagactca
gcggcatcge
cagggcccat
accctectet
cccatcteca
cagggcagct
ctgtccaggg
tgggectggtg
ggagcagccg
ccagcaggcce
tgaggggctc
aggttcaggc
tttcetcecaag
ccagctgtga
gggggectgt
gagtcgtggt
aggaacaagg
tgggggcceg
tggggtggat
tccagcagtce
atcatcgtge
tcgtcectact
gcaaacactg
gctcagggeca

tccagcattt

accctgetgt
gctgatgecce
cccatgagtce
tccgaccect
ggccttgacce
gctetggget
ccctcagagg
cagcatcatg
gtagagaaat
cattctttca
cacctggtga
ttgagtgtcc
agctgggcag
aggggtgggg
ggctgatgtg
ctgaggacca
tgagtgggag
tcctctggag
tgtaaaggag
cctectggga
cccgtcecccac
tcaggacggt
gctgecaggte
gggcaggcga
gtttgtgtge
acctgcacac
tcaaggtctg
gctcctectce
gacatcgagt
cagccaaaga

ctcaccaggt

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100
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gaatggagaa
gtcccatcta
catggaggca
gggggctcca
ctgatttcca
ggaggtaatt
taaagctccce
tgtgagtgag
gcaatgggga
cccacactgt
gggagcaggyg
ccecttgete
agatggacac
gatctaatcc
gacccctect
cctgggacct
gtctggttgt
gtccectggg
atcaggctcc
gctcacctca
gcttaaagga
atggaagggg
acgatcctct
gcagcagcga
tgaggagcag
gtcecctgaga
attgactcca
gagcccacat
taggagagaa
cagacaggca
ccaggcctcce

tgcatctgaa

agcacttaac
caaatgtaaa
ggagtgtttt
atgttcccag
acatcctgceca
ctgcccgaag
attcctcecce
aggaagaggt
aaggggcacc
gggacctcag
caggggctgg
tgccccagea
tcgggtgaga
agcaggactt
tgtccagcac
cgtgggcecte
tagagcgctce
ctccectteca
ccatgggagc
tggtgggaga
acatacacca
agggctgtcet
aatggacgag
gctecttgegg
aggccagaac
ttccatcggg
ggaggtcagg
gatgaagacc
atggcctcte
gaagaggaca
cccaccccca

gccceccagg

ES 2876 938 T3

gtcagtccca
gtgtcectteg
taggtttcct
ggctgaggcet
ggggctgtgg
accccagact
caggtccagce
gaccagccag
ggctggaaag
ggacattgca
caggactcag
gatgctgeceg
ccececgececcect
ctctgtecte
gctgectece
ctececegggte
cccaggecte
ttcattcaac
tgcagacaca
caaaatgcaa
gggaaagggc
gctcagcetgt
ccectgecagg
gaaggcccat
cacaggaagg
aaagggatgt
gggactcaag
cccaggcagt
ctcectecece
gacagatgga
ccacgttcct

atgtgaccta

tctacaaata
gactctgtce
tccttacctt
ctgtecettet
ggccagagcce
cccacctgcet
ccagctgeceg
gagggagata
ggtctgggge
gccecteect
aggtcccagg
tgaaggacac
gtcccaggca
cttceeecgg
gcctgetgtg
cccttectge
tggaggatga
cagtgagtgt
gcagggagca
ataaatgcgce
agagagtgtg
catctgagaa
cagaggaaac
gaggctgcag
gagcggcecag
aatcggatca
gacaccccce
gacatatgcc
actgtceggg
cactgagaga
tacctctcac

cgcccagcetg

24

taaagtgtcc
atctcatgag
cgagctgtgt
tcececcagee
cacagacaga
cgtggcccat
acgcccagga
ggggccccga
tcagggtgag
gcatctcagt
gaaccttecce
acagcctgaa
ccaaaggcct
ctctcagcat
acctcactct
tcctcatcct
ggaataaatg
tcccagggag
aagccgcccce
catgtccagg

gggcagtggg

gcctggacag
agccgtgcaa
ccaaatgggc
accctccacg
ccccgggaac
accactgtct
ccggtgaaac
gaattcctgg
gtecectttect
tctceceecge

cacagcttga

tcecgggetcea
gcatttggaa
gtgcagggca
cagagaaagg
ggcctgcagt
acactgcccce
agaaaacctc
agtttccgta
atcatctcac
agccccatct
aagagacgaa
gatggggtgg
cctggtgcca
cgtcacggtg
ctcctgetgt
ctgtttggece
aaccaccccg
ctcactgtgg
cgcctectga
agtgcaacgt
gccagtctga
agtggggcac
aggccccgag
aaggtcaaag
gccttaggge
agtgaggaaa
ctctccagea
actccagacc
acacaaagga
ctccaggcecece
tgcaggctge

ccctcagacg

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020
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gaaggcaact
cgccaccectg
actcaggact
cctggaccce
gcagtcgaaa
caatgagtta
atataaatat
tagaaacgaa
aaaaagaata
ttgctcatga
aaaatattaa
acgcatttce
caaactaacc
tggatgaaat
actcatttta
tgtgtgtgaa
aagtttcact
agagcatcac
tcacgecectgt
ttcaagacca
ctggacatgg
cttgaatgaa
cctaggatat
tcctottttt
gttgatattt
ttcacaatat
tctacgattt
gttaggtata
tgcagcaacc
tatttettgt

caagtgaccc

gagcctcecte
gccatccact
gctgaaggca
taacaaagac
taactaatat
accgagaaaa
tacacatcac
aaaaaaaaac
accaattatt
ggaaaaacca
ttacagtcat
atatgggagt
ccagaacagg
attcaaaact
aatgtgtgtg
aaacattgac
ggtgatttct
aaatgtttct
aatctcaaca
gcatggccaa
tggcgcacge
cccgggaggt
gtttattaaa
ggttccatat
tgatgggaat
tgattctgce
ctttctgcag
ttcttagata
tggatgagct
agagatgagg

gcccgeettg
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catcccagga
agcccggagg
cgggagctgc
catgaggaga
ccctacattt
ctaaaatcag
acaatgaaat
taggaaatga
ccaaatgaag
aaacttgaaa
aaatcctaac
gagccagcag
ctgcaaacct
ggagtttaca
tatgtgtgtg
tgtaataaaa
tacaaatatt
tgagaataga
cctagggagg
caaggcaaaa
tgcaatccca
ggaggttgaa
tttacatttg
gaattttagg
tgcattgaac
aatccatgag
cattttgttg
tttttaattt
ggaggccatt
ttttgccatg

acctcccaaa

aagggaacct
gtacgcagac
ccccagtgga
tgctgggaac
tttaattaaa
aagtaagaat
tgaaaaagta
atgacgttgg
gtgtaagaaa
attcaacaaa
tacattgagc
acagcccagc
ataccaatat
taatgaacgt
tatatatatg
atgttcccat
gacgcactaa
aaaagaggca
cagaggccac
cccecatctcet
gctacttggg
gtgagcaaaa
tctttttget
atttttttet
ctaaatattg
catgggatat
ttecttettgt
tttgcaactg
attcatgaca
ttgececcagge

gtgctgggac

25

ccagctgagce
tccacactca
caccaatgaa
tttgggactc
gcaacagact
gtgctttaaa
caaaccacaa
ctttecgtata
gggaataaga
gccaatgaag
aagagaaaga
agatcctaca
actagaaaat
aagagtaatc
tgtgtgtgtg
cgtatcaact
tgaaacacac
atgtgcececgg
agattacttg
actaaaaata
aggcagaggce
acaaaccccce
taagattgcet
aattctgtga
ctttgggaag
atttctattt
agagatcttt
atgtacaagg
ccacatccag
tggtcttgaa

tgcaggcatg

ccagcatcta
gtagaaggag
ccccagtcag
acttgattct
tctcaataat
ctgaatcaca
atgaaaaaag
aggaatttag
agaagaagag
ctcattcttg
aagagcaggc
cacattttca
gcagattaaa
agagaatctg
tgtgtgtgtg
ccagttcagg
aaacacaccc
gtgcggtgge
aggccgggag
caaaaattag
aggaggatca
tacaattcag
ttggtattca
aaaaaatgat
tgtgatcatt
tgctgtgtca
cacctcctea
gattgagttt
ctaatttttg
ctecctgggece

agccacggtg

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880
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<210>2
<211>10

cctggcceccat
cacatgcttc
ttaaggctgg
tgtaaccagc
gtgtgacaac
catggacctg
gagccacaac
gggttctect
aagtcaccag
caggaagtct

taagtaggtt

1

<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

Ala

Ser

Gly

Asn

Gly

Asp

Leu

catagcactt
ccacatgcct
aaaaggggag
agggagggtc
gctgecagtga
agtcaatgag
ttcccacttt
ctgtctcata
cagcccecteg
catttctcat

ttceccagtgt

Tyr Pro

Gly Gly

20

Phe
35

Ile

Gln

Ser

val

Pro

Leu Asn

Lys

Arg

Leu

Pro

Ser

Ser

ES 2876 938 T3

ttgatcatta
catcttccag
atggttccac
cagtgtgagc
atctgtttca
cagagatatc
catccaaaac
cagaggcaga
gcgetggeat
tttetteatt

taggagcaga

Pro Thr

Val Thr

Cys

Lys

Ala
55

His

Pro Asn

70

Pro Tyr

85

Val
100

Leu

Pro

ggataattcc
agagggtttc
ctgccagtge
ctcagactcg
cacacatgga
ccagtgccat
cccgacccect
aacctceccce
cttetgette

ggaccatggce

tgtgggctgt

Leu Ser

Gln
25

Leu

Glu
40

Gly
Arg Gly
Arg

Arg

Val Trp

26

Ala

10

Cys

Glu

Ser

Trp

Ser
90

ttctcecttgt
caccagggct
cacatgagtc
catgtgggac
ggaggcggct
ccacaaacac
ccctgtetgt
ttagtgaccce
ttaaggttte
tacatattte

tgagcacata

Gln Pro

Glu Ser

Asp Glu

Ser Arg

60

Ser His

75

Ser Pro

Ser

Gln

His

45

Ala

Arg

Ser

catttttgga
gtgctgggag
tactcagggce
agacgcccat
cagggctgac
aggggagaag
gagggccctg
ccagcetttge
ctgcctatga
agacacatta

agtcactcac

Val
15

Pro

Val
30

Ala
Gln

Pro

Ile Phe

Cys

Tyr

Leu
95

Asp

Val

Phe

Cys

Ser

Gly

80

Leu

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540
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gagtcacagg tggcatttgg cgg

<210> 4

<211> 23

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

cgaatcgcag gtggtcgeac agg

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

gggagcccca titaacacga

<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
aattctttece
ttgtgatttt
atttgtaaag
ttattaatga
tagtagtttt
attgaataaa
cttagttatc
ccatccatgg
cagctaaacc
gcettetgtg
cttgattctg

tacttcctga

tcttcaactce
ttctgcaaaa
agttttttte
ctgtcaaggg
tgcctagaca
ggagttgtca
attgggattt
cagatcctca
attggcttgt
cacggcttcce
tgtgcacatg
tgtgggttca

agacctgaac

23

23

ES 2876 938 T3

tgttttgtct
ccagaggcag
tcttaaccaa
accattagaa
aatcctgcececa
atgaaatgaa
aggaggaccc
aagtgaacat
tttgttcagt
tttctegtaa
tgtaatacat
aacacatttc

accgctceccca

ctgttgagtt
cttettttee
atgctaaatg
ggatggtgct
ttagcccaag
ttggactgga
ttgtactcca
gaagcttcag
tgagtgcettg
aaccaaaaca
atctgggatc
aaagcttcag

taaagccatg

27

aaggctttta
gcctatttte
gatttaggag
tcacagatag
ggctcagaaa
tggttaagga
ggaaattctce
tttcaaattg
aggttgtctt
aaaaggcttt
aaagctatct
gatcctgaaa

gcttgeettg

agaacacctg
agtttattte
aaataaactt
aatacagttt
gttagcagcc
tgcccagaag
caagtctcca
aatacatttt
ttcgacgtaa
ctattcaagt
atataaagtc
ggttttgectc

gatttcagcg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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gcacaaggct
tctcttecatce
ggtgtttctce
agccagaagt
cagggagcag
tatttagtag
tcagaccctt
tacatttgag
caaatcctgg
atactttata
cttctttact
aattatttaa
agaaagccac
ttcagatgca
cttaaaatga
taagaaacca
tactggagaa
attaaataaa
acaggaccct
gcttgettgg
agattattga
caagtaaaag
taatgaacta
aggcagaggt
gacatgacaa
tggcttggtg
tcctagaaat
ttatttattg
tgagtgacat
ctggttagtt
tctectgtatg

agtgttcaag

cagctgaacc
cctgtecttet
ctacctgggt
taaaggtaaa
ttgggcggca
gggcttcatg
ctatgagact
ctgggtttca
gaagagtttt
aatgaattag
taattcaagg
aaataaaagt
cagtctgttt
gatcctcagt
tgagtatatc
tgtagtttgt
gaaatattca
cactcttaga
cccaatactg
ggagagggca
gtgctcactt
agtgaggaga
ctgcaatgga
gagggttagg
tggctgcetge
gaagggacta
tcagaccaga
tatttgtttt
catgcaacac
acaggaaggt
gagagctggt

ggaaggagaa
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tggctaccag
gcaaaggtga
ttcatttgtt
actccaatct
gcaaataagg
aatgcatgtg
ggaagtgatt
ggatgagctc
tttgctatac
ccagcttgtt
ttttaaggtt
ttgaaattgc
ggcatacaat
tttcagctcet
cattgaatct
atgaagtagg
tatatgtttt
agtatttaaa
gaaagttgag
ggacatttag
gggtgggcta
tatgattagc
gttatcacag
gaaggaagct
caaactgttt
gtgtctctaa
gtgatagatt
tgcgatcagt
aagttttgag
aatttggcat
ctcctttatce

ataaagggca

gacctggccce
gtgagacttt
tcagcagtca
ggcttggctg
caaagagata
agttggttta
taagagggaa
acaagttcct
aattcaaggt
taaaatgtag
ctcttaatca
caaaaaaaaa
acttaattgt
tcagagactg
caaccttatc
tactcaaaag
cttattttta
tttcctaaag
tgtgaccgca
gatttcttaa
taatcactgce
tcacaaataa
tgctaaggat
gtagtctagce
tctecttcetga
tatagggtga
ggaattggat
gttagtaaag
tttcacttgt
gcagccacta
ctgtgggaaa

gagaggcagc

28

tgcactctce
tggagcatga
aaggcagtga
gctctgtatt
gctcagaaca
gtagagagac
aggatagcca
ttaaaaaaaa
tttaaggtcc
ggaaattgtg
attctactag
agacaaggaa
tgcctgacct
acaccaggtt
tctctctaga
atatttgatg
catgttttaa
taaatttatc
tttagtggtg
gcttagagtc
tcacaggagt
ctttaataca
gctcagaggg
tagctagagc
ggacagatgt
tttataagca
catgggggac
tgtcaaaggg
cagactgact
tttttgagtt
agagaacaaa

ggtggtgtca

tgttttttet
agatggagga
tttatagcaa
ccagggccag
gagcgccagg
acaggcaatt
tagtcctgaa
ttgacttaag
tcggattcat
ggaagaatgce
ctaattagcc
aaggaaagaa
acgtgtgggt
tgttacacgg
ccttettggt
atttaatttt
atatgtaaag
tcaaccagta
atgagtgtga
aatacaataa
tcatgaacca
gagcagaaag
catctctgat
tgctggaata
cccgtgcaag
ggaaagtgtg
tcattgaatg
attgagcaga
ggagaggggc
gatgcaagcc
ggagcatggg

ggggaagccc

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
ctgtggcttce
gctggtacag
ctaagtaggc
accttcagaa
tatcataacc
tgaaaaaaat
gagccaggtc
tatttctcag
gggaggctgg
aaaggccgtg
gcatgagttc
gctgtggtac
ggcaaagcca
gtctgtgegg
acgggcacct
acgggactct
ggcaacggaa
gttgcattge
ttttaggact
tgggtggcaa
tctegetetg
ctcctgggga
ggtggacctc
ccctagagtt
ccgtgceccag
ttttatagct
gtgcaccatg
gtttagtgtt
cgcactagaa

tttgtttgac

acagcagggt

cttcatctaa
tgcatcaaga
agaagttttt
tttccectac
ttagaatacc
gaaggacatg
ttctgtttgt
taagaaaata
gggtgtggag
gggatgaagc
actgagttcc
tggccagcag
ctgaggtccg
caacctacat
ccagtggaaa
acatctgcaa
cccagattta
agtcttctat
gtggacattc
ccttaatage
gagtgctaac
agtagtccca
aaggcctgga
taaaactgtc
attctgactt
ttctectcecac
tctgatgggg
cttgagatga
ccgtaggceat

attgaatgtt
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tgcctcaacce
caacatcttc
cacagctact
gacatatact
cactcattat
agagaacata
ggggaagtgt
catatcagtg
tctttatgga
aggggaaggg
tagaaggcag
ctttggettt
ccgaggcatce
ggtgacagtg
gatggggaat
tcaagtgaac
ggtggagctc
tgtaattggt
gcacaaaaac
tctttaagag
attctgactg
catcatgacg
aatagccaaa
agctctaatg
tcagggaggc
cctectetgg
agctgtttet
atacctttag
gatgaggcaa
tggcatttga

catgtgcttc

tagagaggaa
cactctacaa
cctgggtgac
ttgagagata
agttccggag
tcatctcatc
gacttgccce
ttctteetge
gagtagctgg
gtaagtgata
aagggcttge
tccatgcectag
gccagcectttg
cttcggecagg
gagttgacct
ctcactatcc
atgtacccac
gagcaaagcc
agttttgttce
ttctgtacca
taaaataaaa
tttgatctgt
cctattggtg
tcctttttte
tctgetttgt
atccttgcecag
ttgagcaaaa
tggtatcaac
taaatgaaga
ggtttcagaa

tgagcagggt

29

gcgacctggt
caatgccagg
agaggttcag
aagcaagatt
ctatatagct
taattatctc
aaatcacata
cacaaccatc
aaaacagttg
gattecgttga
ctgggcttgg
caatgcacgt
tgtgtgagta
ctgacagcca
tcctagatga
aaggactgag
cgccatacta
atttcactga
cttaatttca
catggtagcce
tgatttgggg
acttttgata
ggctacccat
accaatgttg
tttectgttge
cagttagttc
tggtgagtgt
tggccaaaag
ggaaggacag
tgactaatat

ttcaatttga

gcectegget
gaaggcggag
ggccagctca
ctgtacctca
cctatcatte
ttactatatg
tttcatggta
ttgaagaatc
agagatggag
aggggggaga
ccatgaagga
ggcccagcect
tgcatctcceca
ggtgactgaa
ttccatetge
ggccatggac
cctgggcata
gttgacacct
ggaggtttac
ttgettattg
aagttggggc
tgatatgatg
gcaatttagg
gggagtagag
agatccagaa
ggggttgttt
ggtgctgatg
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

4440

4500

4560



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

caataacatg
gcecctgaaac
tttattctce
ggtgccttee
gcttgactgg
tatcacaggt
aggatttcett
aaactctccc
ctctctetet
acatcctcta
aaatacagct
agacaagatt
tctctttete
tatttatcta
tgtatgctgt
atggttagaa
agctaaagaa
cagaatgtga
agaagagagt
agctattttt
atgcggaacc
ggatgtttct
gatgcagcat
gaaaaggcag
cgtttatagce
tgtatgatta
aaaggttgta
atatatatat
tgtatttgtt
cagggaagtt

tgctaactag

tgagttggtg

gggcagctgt
atgagattag
ttctccatgt
ttgtcgaage
gacgttttge
gttggtattg
tttgacagtc
ttctcectet
ttctcecctet
cccaacctga
ctcaaacagg
gatcaattat
ctatcttcca
aaataaattt
gaacattcat
gtggcttceg
aagaagccct
aaagcaattt
ccatatttca
atttgtttgt
caaattacgt
gtcacatcag
tatgatgtgg
ggagcgaggyg
cgaaatgatc
catcaaggct
ttgcatatat
atatatattt
aatggtttga
ttgtggagga
cttggaaact

ttgacatgtg

ES 2876 938 T3

tttgctcttt
gctgggcaga
ccctctecat
tgtagctget
cttcececcette
gtggtagaag
cctctcagac
ctceccttett
ctgtctctta
cagagatgtc
ataactaaag
cataggcttt
ttcaaggcaa
taatagctga
ttttaaccag
tattcctcag
cttacaacag
cagccttatt
atttccaaga
gcatttgggg
gtactacaat
cteccacttte
gtcaaggaat
agaagactat
ttttcaagtt
tcaaaaatac
acatatatat
taatttgata
atataaacac
gctcaggaca
ggatgaggtc

ctttggggcet

gtcttcatga
atgctgctag
cacctggaag
cacatgacac
agccaggaag
aggtagaatt
acctctgecect
ctcttectet
tacacataca
ctttgctgta
cttattatcect
ctgggtgttc
atgattgcca
atcaagaaaa
ctagggaccc
tagtaattac
gggtctatgt
ttattcccat
gctgaggcaa
ggaattcatc
ttaaagcaaa
agtgaaagca
taagttaggg
attgtacaca
aaattttatg
tcacatggct
atatatatat
gtattgtgca
tatatggcag
ctaatacacc
atagcagtgce

tttacaccag
30

caactgtact
agaggaccac
tcacctctgg
ctatcectgt
tgaaagtccc
atggaatcag
aaggccagct
tccttettet
caaagatata
ggttcagcag
tatcaagett
tttctgaage
tttaacatca
tctectgagg
aatatgtgtt
tgtttetttt
gaaaatgccc
caattgagaa
ttctaacttt
tctectttaat
ggagtagaaa
tcacttggga
aatggcacag
ccttatattt
cecttttattt
atgttttagce
atatatatat
tagagccacg
tgtcttteca
aggtagaaca
ttgattgegt

ttcctttcaa

taagctaaca
ttggatggtc
gtgccactct
tatccagttt
agtttttatt
gcctectgte
ttgccattac
cgctetttet
ctctattcca
tggggatgag
gttececcttge
tttctcaaag
aaatcacagt
tttataattc
gagttctatt
tgtgtttgac
ccaacagagc
accattatga
tttgctatce
ataaagttgg
gacagagctg
ttaatatggg
cccaaagaag
acgtatgaga
cttaaacaaa
cagtgatgct
atatatatat
tatgtttttg
cettgggtece
caaggtcatt
ggaattgtgce

tggtttgcaa

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
cttactccag
tcttacaaac
gcatgaaggt
atgcaacaac
gttgtcttta
tatctggtgg
caaataatgc
gtatccatcce
acagacatag
ccectttett
aaccccaatg
gagcttttce
gtggtcctat

tcttgcettaa

gctggtggta
gagacccaca
atgtggttaa
ttctgaaaat
atgtataata
tcatccttge
agtctccaat
ttcatgagtc
tctttecttt
cagtccttta
accgcecctget
ttggcaacca
ctgtggettce
gttgctatca

ccaatgtata

<210> 8

<211> 36

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
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tctgagttga
ggtatgacct
tgccatggac
taacactgct
tttttaatta
atttgaatat
attagaaata
agctttgecac
tgatttcttce
taaatcaatt
ttctcagetce
cgtececettge
caaatgaact
gctggcacac

gtctcagcac

cttgacagaa
tctaggaagc
agaagaaggc
tgtgttttta
aataaaaatc
tgtgttcaaa
ctggaaacaa
cagccattac
accactattt
ggcatgctgt
aactatcaca
agccattttg
attttgcaaa
ctaggcctgg

atttggtttce

cactgtcttg
tccagttcga
agcaggtggce
actcaatatt
tgtggtggtc
tttttgattg
actgaaaaac
ctgcaagtca
gggatataac
ttaacacagg
ggcattacag
atctgcctte
tgtggggaaa
cacactaagc

cacttaaggt

aagacaatgg
tgggcccaat
agaatggggt
ttccatgaaa
gttttccgga
attcattcag
cacaaaagga
ttcttggaag
gtgggttaac
ttcttcacct
ttgtcatggce
ctgaaatata
acacacacct
cctctgtgat

ttect

6540

6600

6660

6720

6780

6840

63900

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

25
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<400> 10
ccttgtgeeg ctgaaatcca agg

<210> 11

<211>29

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11
aggacccttg tactccagga aattctcca

<210> 12

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12
agcccctact aaatacctgg cgctct

23

29

26
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REIVINDICACIONES

1. Una célula asesina natural humana (NK) o una linea celular NK que ha sido modificada para expresar una
variante TRAIL, en la que la variante TRAIL tiene al menos un 25% de aumento en la afinidad por DR4, en relacion
con TRAIL de tipo salvaje.

2. Una célula NK humana o una linea celular NK segun la reivindicacion 1, en la que la variante TRAIL tiene una
afinidad reducida, con respecto a TRAIL de tipo salvaje, para receptores de sefiuelo TRAIL.

3. Una célula NK humana o una linea celular NK de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior que haya sido
modificada adicionalmente para reducir la expresién, en relacion con una célula NK de tipo salvaje o una linea
celular NK, de uno o mas receptores inhibidores de puntos de control.

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

5. Una célula NK humana o una linea celular NK segun cualquier reivindicacion anterior, en la que la linea celular NK
es KHYG-1 o un derivado del mismo.

6. Una célula asesina natural humana (NK) o una linea celular NK para su uso en el tratamiento del cancer, en la
que la célula NK o la linea celular NK ha sido modificada para expresar una variante de TRAIL con al menos un
aumento del 25% en la afinidad por DR4, en relacion con TRAIL de tipo salvaje.

7. La célula NK humana o la linea celular NK para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que la variante
TRAIL tiene una afinidad reducida, en relacién con TRAIL de tipo salvaje, para los receptores TRAIL sefuelo.

8. La célula NK humana o linea celular NK para su uso segun la reivindicacion 6 o 7, en la que el cancer es un
cancer de la sangre.

9. La célula NK humana o linea celular NK para su uso segun la reivindicacién 8, en la que el cancer de sangre es
leucemia linfocitica aguda (LLA), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia
mieloide crénica (LMC), linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, incluidos los linfomas de células T y linfomas de
células B, mieloma asintomatico, mieloma multiple latente (MML), mieloma activo o mieloma de cadenas ligeras.

10. La célula NK humana o linea celular NK para su uso segun la reivindicacion 8, en la que el cancer de sangre es
leucemia.

11. La célula NK humana o linea celular NK para su uso segun la reivindicacion 10, en la que la leucemia es LMA.

12. Una célula asesina natural humana (NK) o una linea celular NK para su uso en el tratamiento de la leucemia
mieloide aguda (LMA), en la que la célula NK o la linea celular NK se ha modificado para expresar una variante de
TRAIL con al menos un 25% de aumento en la afinidad por DR4, en relacién a TRAIL de tipo salvaje.

13. La célula NK humana o linea celular NK para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6-12, en la que la
linea celular NK es KHYG-1 o un derivado del mismo.

14. La célula NK humana o la linea celular NK de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o la célula NK
humana o la linea celular NK para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 6 a 13, en la que la célula NK o la
linea celular NK se ha modificado para expresar una variante de TRAIL con al menos un 25% de aumento en la
afinidad por DR5, en relacion con TRAIL de tipo salvaje.
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