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DESCRIPCION
Células NK-92 que expresan CAR como agentes terapéuticos celulares

La presente invencion se refiere a una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 que contiene un vector
lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico y dos loci de integracion de vectores en su genoma celular.
La presente invencion se refiere ademas al uso de la célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 en la
prevencion y/o tratamiento contra el cancer, preferiblemente canceres que expresan ErbB2. La presente invencion
se refiere ademas al uso de la célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 como agente terapéutico celular
direccionado y/o para inmunoterapia adoptiva contra el cancer. La presente invencion se refiere ademas a un
procedimiento para generar una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2, asi como a un procedimiento para
identificar una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 y a la célula NK-92 especifica de ErbB2 o linea
celular obtenida o identificada por los procedimientos, asi como sus usos.

Antecedentes de la invencion

Las células asesinas naturales (NK) son un tipo de célula efectora importante para la inmunoterapia adoptiva contra
el cancer. Al igual que las células T, las células NK pueden modificarse para expresar receptores de antigeno
quimérico (CAR) para potenciar la actividad antitumoral.

La aplicacion exitosa de células T modificadas con CAR en pacientes con neoplasias positivas para CD19 ha
demostrado la potencia de este enfoque para la inmunoterapia adoptiva contra el cancer (ver, por ejemplo, Grupp et
al.,, 2013), y las células T CAR que se direccionan a una variedad de antigenos tumorales diferentes estan bajo
desarrollo clinico activo (Kalos et al., 2013). El redireccionamiento mediado por CAR de células asesinas naturales
(NK) se ha intentado con menos frecuencia, y hasta ahora no hay datos clinicos disponibles para tal enfoque. Las
células NK juegan un papel importante en la inmunovigilancia del cancer y representan un tipo de célula efectora
importante para la inmunoterapia adoptiva contra el cancer (Geller y Miller, 2011). A diferencia de las células T, no
requieren sensibilizacion previa y reconocimiento de antigenos peptidicos presentados en complejo con moléculas
de MHC. En cambio, su citotoxicidad puede desencadenarse rapidamente tras estimulacién apropiada a través de
receptores de superficie celular codificados por la linea germinal (Koch et al., 2013), que en parte sefialan a través
de CD3C¢. Por lo tanto, los CAR que contienen CD3( se unen facilmente a las vias de sefializacién enddégena en las
células NK y desencadenan actividad citolitica (ver, por ejemplo, Muller et al., 2008). A pesar de estos avances, la
experiencia con las células NK manipuladas con CAR y su desarrollo clinico aun es limitada. Debido a los
mecanismos de defensa antivirales eficientes, la transferencia de genes a las células NK con vectores retro y
lentivirales, asi como los procedimientos de transfeccion fisica son menos eficientes que en las células T, lo que
complica la generacion de grandes cantidades de células que expresan CAR (Boissel et al., 2009). Esta restriccion
se puede superar mediante el empleo de lineas celulares NK clinicamente aplicables como NK-92, que permiten el
aislamiento y la expansion de células que expresan CAR de una gran cantidad de células no transducidas (Muller et
al., 2008).

Los estudios de fase | en pacientes con cancer demostraron la seguridad de la infusion de células NK-92 no
modificadas, que se irradiaron antes de la aplicacion para evitar el injerto permanente. Por lo tanto, los signos
clinicos de actividad solo se observaron en un subconjunto de pacientes (Tonn et al., 2013), probablemente debido a
un reconocimiento tumoral insuficiente por las células NK-92 no modificadas que carecen de un receptor tumoral
especifico.

Uherek et al. (2002) describen el redireccionamiento de la actividad citolitica de las células asesinas naturales a las
células cancerosas que expresan ErbB2, lo que resulta en la destruccion eficiente y selectiva de las células
tumorales. Daldrup-Link et al. (2005) describen el marcado de la linea celular NK-92 humana asesina natural (NK)
con agentes de contraste a base de 6xido de hierro y monitorizan la distribucion in vivo de las células NK-92
genéticamente manipuladas, que se direccionan contra los receptores HER2/neu, a tumores mamarios positivos
para HER2/neu con resonancia magnética (MR).

En el documento WO 2012/031744 se divulgan receptores de antigeno quimérico A1 con una regiéon de bisagra
optimizada.

La presente invencion tiene como objetivo proporcionar células NK mejoradas por manipulacion con CAR, que son
adecuadas para uso clinico, en particular en el tratamiento de canceres y como agentes terapéuticos celulares
direccionados.

Es un objetivo adicional de la presente invenciéon proporcionar medios y procedimientos para generar e identificar
molecularmente células NK mejoradas por manipulacion con CAR.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con la presente invencion, el objeto se resuelve como se reivindica en las reivindicaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2806 776 T3

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve mediante una célula o linea celular NK-92 especifica
de ErbB2 que contiene un vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende

un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2, una regién bisagra, transmembrana y

dominios intracelulares de CD28 y dominio intracelular de zeta-CD3, en el que dicho vector esta gendmicamente
integrado (i) en una region intergénica en el cromosoma 2, y (ii) en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve proporcionando la célula o linea celular NK-92 de
acuerdo con la invencién para su uso en medicina.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve proporcionando la célula o linea celular NK-92 de
acuerdo con la invencién para su uso en la prevencion y/o tratamiento contra el cancer, preferiblemente canceres
que expresan ErbB2.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve proporcionando la célula o linea celular NK-92 de
acuerdo con la invencion para su uso como agente terapéutico celular direccionado y/o para inmunoterapia adoptiva
contra el cancer.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve mediante un procedimiento para generar una célula o
linea celular NK-92 especifica para ErbB2, que comprende las etapas de:

(1) proporcionar un lentivector que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento de
anticuerpo scFv especifico de ErbB2, una regién bisagra, dominios transmembrana e intracelular de CD28 y
dominio intracelular de zeta-CD3 para transducir células NK-92,

(2) transducir células NK-92 con dicho vector,
(3) derivar/generar clones de células individuales mediante dilucion limitante;

(4) identificar células que expresan CAR mediante analisis de citometria de flujo con proteina de fusién ErbB2-
Fc,

(5) seleccionar clon o clones celulares que muestran una expresion de CAR alta y estable durante el cultivo
continuo,

(6) evaluar la actividad citotoxica de las células redireccionadas contra las células que expresan ErbB2,
(7) evaluar la actividad citotoxica de las células redireccionadas contra células negativas para ErbB2,

(8) seleccionar clon o clones celulares que muestran una alta citotoxicidad contra células que expresan ErbB2,
es decir, citotoxicidad aumentada para células tumorales que expresan ErbB2 en comparacién con células NK-92
no modificadas, y citotoxicidad baja o nula contra ErbB2 negativo, es decir, citotoxicidad reducida o nula para las
células negativas para ErbB2 que son lisadas por células NK-92 no modificadas, y

(9) determinar el nimero y posicién de la integracion vectorial, y seleccionar los clones celulares que exhiben la
integracion vectorial en una region intergénica en el cromosoma 2 y en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve mediante un procedimiento para identificar una célula
o linea celular NK-92 especifica para ErbB2, que comprende las etapas de:

(i) determinar el nimero y la posicion de integracion de vector en la célula (clones), en el que el vector es un
vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento de anticuerpo scFv
especifico de ErbB2, una regiéon de bisagra, dominios transmembrana e intracelular de CD28 y dominio
intracelular de zeta-CD3; y

(i) seleccionar la célula (clones) que exhibe integracion vectorial en una region intergénica en el cromosoma 2 y
en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve mediante una célula o linea celular NK-92 obtenida o
identificada por los procedimientos de acuerdo con la invencion.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve proporcionando la célula o linea celular NK-92
obtenida o identificada por los procedimientos de acuerdo con la invencién para su uso en la prevencion y/o
tratamiento contra el cancer, preferiblemente canceres que expresan ErbB2.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve proporcionando la célula o linea celular NK-92
obtenida o identificada por los procedimientos de acuerdo con la invencion para su uso como agente terapéutico
celular direccionado y/o para inmunoterapia adoptiva contra el cancer.
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Descripcion de las realizaciones preferidas de la invencion

Antes de que la presente invencién se describa con mas detalle a continuacion, debe entenderse que esta invencién
no se limita a la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos en la presente memoria, ya que estos
pueden variar. También debe entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el propédsito de
describir realizaciones particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencién, que estara
limitado solo por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y
cientificos utilizados en la presente memoria tienen los mismos significados que los entendidos cominmente por una
persona experimentada en la técnica.

Células NK-92 humanas que expresan CAR clinicamente utilizables

Como se describié anteriormente, la presente invencion proporciona una célula o linea celular NK-92 especifica de
ErbB2,

La célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 de la presente invencién contiene un vector lentiviral que
codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende

un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2, una regién bisagra, transmembrana y
dominios intracelulares de CD28 y dominio intracelular de zeta-CD3.
La célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 contiene dos loci de integracion vectorial en su genoma celular.

La célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 se caracteriza porque dicho vector estd gendmicamente
integrado (i) en una region intergénica en el cromosoma 2, y (ii) en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

La célula o linea celular NK-92 no modificada se conoce en la técnica. Ver, por ejemplo, Gong et al., 1994 o el
documento WO 98/49268 A1. Las células NK-92 se depositan con la American Type Tissue Collection (ATCC no.
CRL-2407).

- Integracion vectorial

La célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 puede caracterizarse molecularmente e identificarse mediante
dichas dos integraciones vectoriales.

Preferentemente, la célula o linea celular NK-92 de la presente invencion se caracteriza porque mediante analisis
por PCR del ADN gendmico de dicha célula o linea celular se obtiene al menos uno de los siguientes productos de
amplificacion:

* PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 1 y 2 produce un producto de amplificacién con la secuencia de
nucleotidos de la SEQ ID NO. 9;

* PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 3 y 4 produce un producto de amplificacién con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 10;

* PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 5 y 6 produce un producto de amplificacién con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 11;

* PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 7 y 8 produce un producto de amplificacién con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 12.

Analisis por PCR del ADN gendmico de la célula o linea celular de la invencién con cebadores oligonucleotidicos
que se hibridan a secuencias de ADN gendémico y vector adyacentes a sitios de unién 5' y 3' de secuencias
cromosomicas e integradas vectoriales (especificamente, los cebadores oligonucleotidicos especificados en las SEQ
IDNO. 1y 2 3y 4 5y 6, 7y 8) producen productos de amplificacion de longitud y secuencia definidas
(especificamente, los fragmentos de PCR especificados en las SEQ ID NO. 9, 10, 11, 12), confirmando las
integraciones vectoriales e identificando molecularmente la célula (clon) NK-92 de la presente invencion.

1) Cebadores de oligonucleétidos que se hibridan a secuencias de ADN gendmico y de vector adyacentes a
sitios de union 5'y 3' de secuencias cromosémicas y de vector integrado:

a) Integracion del vector CAR en el gen TRAF2
a-1) parte 5' de la integracion vectorial
Cebabor TRAF2-F1 de PCR hacia adelante:
CTTCAGCAGGGACCAGAAACAA [SEQ ID NO.1]
Cebador CAR-R1 de PCR en reverso (secuencia del vector subrayada)

CCGCTTAATACTGACGCTCTCG [SEQ ID NO. 2]
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a-2) parte 3' de la integracion vectorial
Cebador CAR-F1 de PCR hacia adelante (secuencia del vector subrayada)

ATCGCCACGGCAGAACTCA[SEQID NO. 3]

Cebador TRAF2-R1 de PCR en reverso
GACCCTTCACCCAACGCTTAG [SEQ ID NO. 4]
b) Integracion vectorial de CAR en la region intergénica del cromosoma 2
b-1) parte 5' de la integracion vectorial
Cebador IGCHR2-F1 de PCR hacia adelante
TCAGTGGAATGGGCAGCTTCAAGT [SEQ ID NO. 5]
Cebador CAR-R2 de PCR en reverso (secuencia vectorial subrayada)

TTCAGCAAGCCGAGTCCTGCGT [SEQ ID NO. 6]

b-2) parte 3' de la integracion vectorial
Cebador CAR-F2 de PCR hacia adelante (secuencia vectorial subrayada)

ACTGATAATTCCGTGGTGTTGT [SEQ ID NO. 7]

Cebador IGCHR2_CAR-R1 de PCR en reverso (secuencia del vector subrayada)
CACTGTGGCTCACTGCTAGA [SEQ ID NO. 8]

2) Productos de amplificacion de longitud y secuencia definidas:
a) Producto de amplificacion de integracion vectorial de CAR en el gen TRAF2
Integracion vectorial de CAR en el gen TRAF2
parte 5' de integracion vectorial
Producto de PCR TRAF2-CAR (5') a partir de ADN gendémico de células NK-92/5-28.z
Cebadores: TRAF2-F1 (SEQ ID NO. 1), CAR-R1 (SEQ ID NO. 2)
letras mindsculas: gen TRAF2
letras mayusculas: secuencia vectorial

Longitud: 587 nucledtidos
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SEQ ID NO. 9

cttcagcagggaccagaaacaaaactcacactctttettectctgagttga
gactggaaaaatgaaagattgttttaggggaaacttgagggaacagtctyg
ggcagcctgcagggcatggececctgttecctoccagggectgggaaagtcageca
ctgcetttetggtggcgaACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACA
AGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAG
CCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAA
AGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTC
TGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTCTGGAAAATCTCTA
GCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGARAGCGARAGGGARACCAGAGGAGC
TCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAG
GGGCGGCGACTGGETGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAA
GGAGACAGATCGCGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGE

b) Producto de amplificacion de integracion vectorial de CAR en el gen TRAF2

Integracion vectorial de CAR en el gen TRAF2

parte 3' de integracion vectorial

Producto de PCR CAR-TRAF2 (3') a partir de ADN gendémico de células NK-92/5-28.z

Cebadores: CAR-F1 (SEQ ID NO. 3), TRAF2-R1 (SEQ ID NO. 4)

letras mindsculas: gen TRAF2

letras mayusculas: secuencia vectorial

Longitud: 503 nucledtidos

SEQ ID NO. 10
ATCGCCACGGCAGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGRACAGG
GGCTAGGTTGCTGGGCACTGATAATTCCGTGGTGTTGTCGAATTCGATAC
TCGAGGTCGAGGCAATTCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACA
AGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAARAGGGGGGACTGGAA
GGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGG
GTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAG
GGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATARAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTA
GTGTGTGCCCGICTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACC
CTTTTAGTCAGTGTGGRAAATCTCTAGCAccttccctectgcagectgetgyg
ctcagccgattgtatatgctgggagctcectgecactaagegttgggtgaagg
gtc

50
100G
150
200
250
300
350
400
450
500
550
587

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
503

c) Producto de amplificacion de integracion vectorial de CAR en region intergénica del cromosoma 2

Integracion vectorial de CAR en region intergénica del cromosoma 2
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parte 5' de integracion vectorial

Producto de PCR IGCHR2-CAR (5') a partir de ADN gendmico de células NK-92/5-28.z
Cebadores: IGCHR2-F1 (SEQ ID NO. 5), CAR-R2 (SEQ ID NO. 6)

letras mindsculas: region intergénica del cromosoma 2

letras mayusculas: secuencia vectorial

Longitud: 679 nucledtidos
SEQ ID NO. 11

tcagtggaatgggcagcttcaagttgatgtcatttcaatagtaacttatt
tcagtctacatacttcccaagaatgcaccatectettttttatgtatttat
tattttgagaaagagtctcactctgtegeccaggetggagtgcaatggcea
tgatcttggctcactgtaaccteegtcectectgggttcaageccattcectect
gtctcagceccectcececgggtagtggggttataggcacacaccaccacgcecccgg
ctaatttttgtatttttagtaaagatggggtttcaccatgttggecagge
tgggctcaaactcttgacttcaggtgatecgecccaccttggectcccaaa
gtgctgggatgacagqgcACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACA
AGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAG
CCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAA
AGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTC
TGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTA
GCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGCAAACCAGAGGAGC

TCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAA

50
1¢¢
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
67%

d) Producto de amplificacion de integracion vectorial de CAR en region intergénica del cromosoma 2

Integracion vectorial de CAR en region intergénica del cromosoma 2

parte 3' de integracion vectorial

Producto de PCR CAR-IGCHR?2 (3') a partir de ADN gendmico de células NK-92/5-28.z
Cebadores: CAR-F2 (SEQ ID NO. 7), IGCHR2_CAR-R1 (SEQ ID NO. 8)

letras mindsculas: region intergénica del cromosoma 2

letras mayusculas: secuencia vectorial

Longitud: 376 nucledtidos
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SEQ ID NO. 12
ACTGATAATTCCGTGGTGTTGTCGAATTCGATACTCGAGGTCGAGGCAAT 50
TCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCT 100
TAGCCACTTITTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCC 150
AACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGAC 200
CAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAA 250
GCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGT 300
TGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGG 350
ARAATCTCTAGCAgtgagccacagty 37¢

- Citotoxicidad natural reducida y citotoxicidad especifica alta

Preferiblemente, la célula o linea celular NK-92 de la presente invencién se caracteriza porque:

« la célula o linea celular NK-92 muestra una citotoxicidad natural reducida o nula, es decir, citotoxicidad reducida o
nula a las células negativas para ErbB2 que son lisadas por células NK-92 no modificadas,

y

* la célula o linea celular NK-92 muestra una citotoxicidad especifica aumentada, es decir, citotoxicidad aumentada a
células tumorales que expresan ErbB2 en comparacion con las células NK-92 no modificadas.

Dicha citotoxicidad natural reducida constituye una caracteristica de seguridad importante de la célula o linea celular
de la invencion, en particular en vista de un uso clinico.

La célula o linea celular NK-92 de la presente invencién, en contraste con células NK-92 no modificadas, lisan las
células tumorales que expresan ErbB2 con alta eficiencia, pero son menos propensas que las células NK-92 no
modificadas a atacar células no diana negativas a ErbB2.

- Otras caracteristicas

En una realizacion, el fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO. 13 (scFv FRP5) y/o esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID
NO. 14.

El scFv FRP5 especifico de ErbB2 se describe adicionalmente en los documentos EP 2 164 516 B1 y US 7,887,801
B2.

Los receptores de antigeno quimérico (CAR) son conocidos en la técnica. El CAR especifico de ErbB2 usado en la
presente invencién comprende:

(i) un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2,
(i) una region bisagra,
(iii) dominios transmembrana e intracelular de CD28, y dominio intracelular de zeta-CD3.

En una realizacion, el receptor de antigeno quimérico (CAR) comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO. 15 y/o esta codificada por la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO. 16.

Los CAR adecuados se describen adicionalmente en el documento WO 2012/031744.

Por ejemplo, el plasmido de transferencia lentiviral pS-5.28.z-W que codifica bajo el control transcripcional del
promotor del virus formador de foco del bazo (SFFV) el receptor de antigeno quimérico (CAR) que consiste en un
péptido sefial de cadena pesada de inmunoglobulina, el fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2 (FRP5),
una region bisagra (CD8a), seguida de dominios transmembrana e intracelular de CD28 y el dominio intracelular de
CD3¢. La secuencia de codificacion CAR esta flanqueada por repeticiones largas en terminales 5' y 3' (LTR) del
vector.

Las células asesinas naturales (NK) son un tipo de célula efectora importante para la inmunoterapia adoptiva contra
el cancer. Al igual que las células T, las células NK pueden modificarse para expresar receptores de antigeno
quimérico (CAR) para potenciar la actividad antitumoral, pero la experiencia con las células NK manipuladas con
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CAR es limitada y faltan datos sobre el desarrollo clinico. Aqui, los inventores redirigieron las células NK-92
humanas clinicamente utilizables al antigeno ErbB2 (HER2) asociado al tumor expresado a niveles elevados por
muchos canceres de origen epitelial.

Siguiendo los procesos compatibles con GMP, los inventores generaron un clon de célula unica NK-92/5.28.z que
expresa un CAR especifico de ErbB2 con dominios de sefalizacion CD28 y CD3C.

Las integraciones vectoriales en el clon celular NK-92/5.28.z se mapearon por PCR mediada por amplificacion lineal
y secuenciacion de ADN siguiendo procesos establecidos (Schmidt et al., 2003), que revelaron una integracion de
vectores en una region intergénica en el cromosoma 2, y en el gen TRAF2 en el cromosoma 9. Como se discutid
anteriormente, el analisis de PCR del ADN gendmico con cebadores oligonucleotidicos que se hibridan a secuencias
de ADN gendmico y vector adyacentes a sitios de union 5' y 3' de secuencias cromosémicas e integradas de
vectores (por ejemplo, los cebadores oligonucleotidicos especificados en las SEQ IDNO. 1y 2,3y 4,5y6,7y8)
producen productos de amplificacion de longitud y secuencia definidas (por ejemplo, los fragmentos de PCR
especificados en las SEQ ID NO. 9, 10, 11, 12), confirmando las integraciones vectoriales e identificando
molecularmente el clon celular NK-92/5.28.z.

Las células NK-92/5.28.z lisaron eficientemente células tumorales que expresan ErbB2 y de otro modo resistentes a
NK in vitro, pero no lisaron las células negativas para ErbB2 resistentes a NK-92 no modificado. Inesperadamente,
las células NK-92/5.28.z también mostraron citotoxicidad reducida para las células negativas para ErbB2 que se
lisan facilmente mediante células NK-92 no modificadas. Esto constituye una caracteristica de seguridad importante
de las células NK-92/5.28.z que, en contraste con las células NK-92 no modificadas, lisan las células tumorales que
expresan ErbB2 con alta eficiencia, pero son menos propensas que las células NK-92 no modificadas a atacar a
células no diana ErbB2 negativas. El reconocimiento especifico de las células tumorales y la actividad antitumoral se
mantuvieron in vivo, lo que resulté en el autoguiado de las células NK-92/5.28.z a xenoinjertos de carcinoma de
mama ortotopico y reduccion de metastasis pulmonar de células de carcinoma de células renales. La irradiacion-y
como posible medida de seguridad para aplicacion clinica evitd la replicacion de las células, mientras que se
preservaba la actividad antitumoral in vitro e in vivo.

Una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2 particularmente preferida de la invencion es la célula o linea
celular NK-92 identificada como NK-92/5.28.z que se depositd el 11 de junio de 2014 en el Instituto Leibniz DSMZ,
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, bajo
el nimero de acceso DSM ACC3244.

La presente invencion demuestra que es factible manipular células NK que expresan CAR como un agente
terapéutico celular clonal, molecular y funcionalmente bien definido y continuamente expandible, y sugieren células
NK-92/5.28.z como un candidato prometedor para desarrollo clinico.

Usos médicos

Como se describidé anteriormente, la presente invencién proporciona la célula o linea celular NK-92 especifica de
ErbB2 de acuerdo con la invencién para su uso en medicina.

Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona la célula o linea celular NK-92 de acuerdo con
la invencion para su uso en la prevencion y/o tratamiento contra el cancer, preferiblemente canceres que expresan
ErbB2.

Preferentemente, el cancer, preferentemente los canceres que expresan ErbB2, se seleccionan de
« cancer de mama,

 cancer de ovarios,

* cancer gastrico,

* cancer de prostata,

 carcinoma de células escamosas,
* cancer de cabeza y cuello,

« cancer de colon,

* cancer de pancreas,

« cancer uterino,

 cancer de células renales,

* glioblastoma,
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* meduloblastoma,

* sarcoma

* cancer de pulmon.

En una realizacioén preferida, las células son pretratadas por irradiacion, preferiblemente por irradiacion-y.
Dicha irradiacion puede incluirse como una medida de seguridad.

Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona la célula o linea celular NK-92 de acuerdo con
la invencién para su uso como agente terapéutico celular direccionado y/o para inmunoterapia adoptiva contra el
cancer.

Un "agente terapéutico celular”, en particular un "agente terapéutico celular direccionado" o "agente terapéutico
celular alogénico direccionado" se refiere a una célula inmunitaria adecuada para la aplicaciéon para inmunoterapia
adoptiva contra el cancer, que se modifica genéticamente para expresar un receptor de antigeno que reconoce
especificamente un antigeno definido expresado en la superficie de una célula tumoral diana.

"Inmunoterapia adoptiva especifica de células diana" o "inmunoterapia adoptiva contra el cancer" o "terapia celular
adoptiva (ACT)" se refiere a una forma de terapia en la que las células inmunes se transfieren a huéspedes
portadores de tumores. Las células inmunes tienen reactividad antitumoral y pueden mediar efectos antitumorales
directos o indirectos.

La manipulaciéon genética de células NK-92 con CAR, como la proporcionada por esta invencion, es muy adecuada
para ACT y el tratamiento contra el cancer.

Preferentemente, el uso comprende un pretratamiento de las células mediante irradiacién, preferentemente
irradiacion-y.

Dicha irradiacion puede incluirse como una medida de seguridad.

Procedimiento para generar una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2

Como se describié anteriormente, la presente invencion proporciona un procedimiento para generar una célula o
linea celular NK-92 especifica de ErbB2.

Dichos procedimientos permiten ademas identificar molecularmente la célula o linea celular NK-92 generada
especifica de ErbB2.

Dicho procedimiento comprende las etapas de:

(1) proporcionar un vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento
de anticuerpo scFv especifico de ErbB2, una region bisagra, dominios transmembrana e intracelular de CD28
para transducir células NK-92,

(2) transducir células NK-92 con dicho vector,

(3) derivar/generar clones de células individuales mediante dilucion limitante;

(4) identificar células que expresan CAR mediante analisis de citometria de flujo con proteina de fusién ErbB2-
Fc,

(5) seleccionar clon o clones celulares que muestran una expresion de CAR alta y estable durante el cultivo
continuo,

(6) evaluar la actividad citotoxica de las células redireccionadas contra las células que expresan ErbB2,

(7) evaluar la actividad citotoxica de las células redireccionadas contra células negativas para ErbB2,

(8) seleccionar clon o clones celulares que muestran una alta citotoxicidad contra las células que expresan
ErbB2, es decir, citotoxicidad aumentada para las células tumorales que expresan ErbB2 en comparacién con las
células NK-92 no modificadas, y una citotoxicidad baja o nula contra ErbB2 negativo, es decir, citotoxicidad
reducida o nula para células ErbB2 negativas que son lisadas por células NK-92 no modificadas, y

(9) determinar el numero y posicién de la integracion vectorial, y seleccionar los clones celulares que exhiben la
integracion del vector en una regioén intergénica en el cromosoma 2 y en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

El vector para transducir células NK-92 de la etapa (1) es un vector integrante, especificamente, un vector lentiviral.

Un ejemplo para un vector lentiviral adecuado es el vector de plasmido de transferencia lentiviral pHR'SIN-cPPT-
WPREmut (Schambach et al., 2006).

Las personas experimentadas en la técnica conocen otros vectores lentivirales adecuados.

El vector lentiviral codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR) que comprende

10



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2806 776 T3

un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2,
una region bisagra,

dominios transmembrana e intracelular de CD28,

y dominio intracelular de zeta-CD3.

El vector lentiviral se puede generar siguiendo una metodologia establecida conocida por una persona
experimentada.

Un ejemplo adecuado para un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2 es scFv FRP5.

Por ejemplo, el fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2 comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO. 13 (scFv FRP5) y/o esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID
NO. 14.

El scFv FRP5 especifico de ErbB2 se describe adicionalmente en los documentos EP 2 164 516 B1 y US 7,887,801
B2.

Los receptores de antigeno quimérico (CAR) son conocidos en la técnica. El CAR especifico de ErbB2 usado en la
presente invencién comprende:

(i) un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2,
(i) una region bisagra,
(iii) dominios transmembrana e intracelular de CD28, y dominio intracelular de zeta-CD3.

En una realizacion, el receptor de antigeno quimérico (CAR) comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO. 15 y/o esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 16.

Se conocen mas ejemplos adecuados para receptores de antigeno quimérico (CAR) que comprenden un fragmento
de anticuerpo scFv especifico de ErbB2, tal como se describe en el documento WO 2012/031744.

La etapa (1) comprende preferiblemente producir particulas de vector lentiviral pseudotipificadas VSV-G.
La etapa (2) se lleva a cabo preferiblemente siguiendo procesos que cumplen con GMP.
Las células NK-92 de la etapa (2) son preferiblemente células NK-92 humanas.

La etapa (5) comprende preferiblemente seleccionar clon o clones celulares que muestran una expresién de CAR
alta y estable durante el cultivo continuo.

Las etapas (6) y (7) comprenden ensayos de citotoxicidad in vitro, tales como ensayos en base a FACS,
preferiblemente que se llevan a cabo en diferentes proporciones de efector a diana (E/T).

Las células que expresan ErbB2 adecuadas son células tumorales que expresan ErbB2, tales como células de
carcinoma de células renales murinas que expresan establemente ErbB2 humano (Renca-lacZ/ErbB2) o células de
carcinoma de mama humano MDA-MB453 (ATCC no. HTB-131).

Dichas células negativas para ErbB2 se usan para evaluar o probar la citotoxicidad especifica de los clones
celulares.

Las células negativas para ErbB2 adecuadas son células sensibles a NK pero negativas para ErbB2, tales como
células de eritroleucemia K562 humana (ATCC no. CCL-243).

Dichas células negativas para ErbB2 se usan para evaluar o probar la citotoxicidad natural/endégena, la
citotoxicidad independiente de CAR de los clones celulares.

Los ensayos de citotoxicidad en la etapa (6) y/o (7) también se llevan a cabo preferiblemente con células NK-92 no
modificadas (ATCC no. CRL-2407) y los resultados se comparan con los resultados de los clones celulares
probados.

En la etapa (8), se seleccionan los clones celulares que muestran una alta citotoxicidad contra las células que
expresan ErbB2 y citotoxicidad baja o nula contra las células negativas para ErbB2.

La etapa (9) comprende preferiblemente determinar el nimero y posicion de la integracion vectorial por PCR
mediada por amplificacion lineal (LAM-PCR) y secuenciacion de ADN, y confirmacién por analisis de PCR del ADN
gendmico.
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Los cebadores adecuados para el analisis por PCR de ADN gendémico y sus respectivos productos de amplificacion
son, por ejemplo (en una realizacion con un vector lentiviral):

Sitio de integracion de vectores: integracion vectorial CAR en el gen TRAF2

Cebador hacia adelante Cebador en reverso Producto de
amplificacion

parte 55 TRAF2-F1: CAR-R1: TRAF2-CAR (5') 587
bp [SEQ ID NO. 9]

CTTCAGCAGGGACCAGAAACAA  CCGCTTAATACTGACGCTCTCGISEQ
[SEQ ID NO.1] ID NO. 2]

parte 3 CAR-F1: TRAF2-R1: CAR-TRAF2 (3) 503
bp [SEQ ID NO. 10]

ATCGCCACGGCAGAACTCA[SEQ ~ GACCCTTCACCCAACGCTTAG [SEQ ID
ID NO. 3] NO. 4]

Sitio de integracion vectorial: integracion vectorial CAR en la region intergénica del cromosoma 2:

Cebador hacia adelante Cebador en reverso Producto de
amplificacion

parte 5  IGCHR2-F1: CAR-R2: IGCHR2-CAR (5
679 bp [SEQ ID NO.

TCAGTGGAATGGGCAGCTTCAAGT TTCAGCAAGCCGAGTCccTGeaT 11
[SEQ ID NO. 5] [SEQ ID NO. 6]

parte 3 CAR-F2: IGCHR2_ CAR-R1: IGCHR2-CAR (3"
376 [SEQ ID NO. 12]

ACTGATAATTCCGTGGTGTTGT[SEQ CACTGTGGCTCACTGCTAGA[SEQ
ID NO. 7] ID NO. 8]

Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona una célula o linea celular NK-92 obtenida por el
procedimiento de acuerdo con la invencién.

Procedimiento para identificar una célula o linea celular NK-92 especifica para ErbB2

Como se describié anteriormente, la presente invenciéon proporciona un procedimiento para identificar una célula o
linea celular NK-92 especifica para ErbB2.

Dicho procedimiento comprende las etapas de:

(i) determinar el nimero y posiciéon de la integraciéon vectorial en la célula (clones), en el que el vector es un
vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento de anticuerpo scFv
especifico para ErbB2, una region de bisagra, dominios transmembrana e intracelular de CD28 y dominio
intracelular de zeta-CD3; y

(i) seleccionar la célula (clones) que exhibe la integracion vectorial en una regién intergénica en el cromosoma 2
y en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

Como se discutié anteriormente, el procedimiento comprende preferiblemente determinar el niumero y posicion de la
integracion vectorial por PCR mediada por amplificacion lineal (LAM-PCR) y secuenciacion de ADN, y confirmacion
por analisis de PCR del ADN gendmico.

Los cebadores adecuados para el analisis por PCR de ADN gendémico y sus respectivos productos de amplificacion
son, por ejemplo (en una realizacion con un vector lentiviral), como se describié anteriormente.
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Como se describe anteriormente en la presente memoria, preferiblemente, la célula (clon) se caracteriza porque
mediante analisis por PCR del ADN genémico de dicha célula (clon) se obtiene al menos uno de los siguientes
productos de amplificacion:

-PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 1 y 2 producen un producto de amplificacion con la secuencia de
nucleotidos de la SEQ ID NO. 9;

-PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 3 y 4 producen un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 10;

-PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 5 y 6 producen un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 11;

-PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 7 y 8 producen un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 12.

Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona una célula o linea celular NK-92 identificada por
el procedimiento de acuerdo con la invencion.

Como se describié anteriormente, la presente invencion proporciona la célula o linea celular NK-92 obtenida o
identificada por los procedimientos de acuerdo con la invencion para su uso en la prevencion y/o tratamiento contra
el cancer, preferentemente canceres que expresan ErbB2.

Preferentemente, el cancer, preferentemente los canceres que expresan ErbB2, se seleccionan de:

« cancer de mama,

 cancer de ovarios,

* cancer gastrico,

* cancer de prostata,

 carcinoma de células escamosas,
* cancer de cabeza y cuello,

« cancer de colon,

* cancer de pancreas,

« cancer uterino,

« cancer de células renales,

* glioblastoma,

* meduloblastoma,

* sarcoma, y

* cancer de pulmon.

En una realizacién preferida, las células son pretratadas por irradiacion, preferiblemente por irradiacion-y.

Dicha irradiacion puede incluirse como una medida de seguridad.

Como se describié anteriormente, la presente invencion proporciona la célula o linea celular NK-92 obtenida o
identificada por los procedimientos de acuerdo con la invencién para su uso como agente terapéutico celular
direccionado (alogénico) y/o para inmunoterapia adoptiva contra el cancer.

Preferentemente, el uso comprende un pretratamiento de las células mediante irradiacién, preferentemente
irradiacion-y.

Dicha irradiacion puede incluirse como una medida de seguridad.

Procedimientos de prevencion y/o tratamiento

La divulgacion también describe un procedimiento para la prevencion y/o tratamiento contra el cancer (en la
presente memoria después del "procedimiento de tratamiento").

El cancer puede ser canceres que expresan ErbB2, tales como:
« cancer de mama,

 cancer de ovarios,

* cancer gastrico,

* cancer de prostata,

 carcinoma de células escamosas,

* cancer de cabeza y cuello,
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« cancer de colon,
* cancer de pancreas,
« cancer uterino,
« cancer de células renales,
* glioblastoma,
* meduloblastoma,
* sarcoma, y
* cancer de pulmon.
Dicho procedimiento de tratamiento puede comprender o incluir inmunoterapia adoptiva contra el cancer.
Dicho procedimiento de tratamiento puede comprender
administrar a un sujeto en una cantidad terapéuticamente efectiva

(a) células NK-92 de acuerdo con la presente invencion o células NK-92 obtenidas mediante el procedimiento
de acuerdo con la presente invencion, y

(b) opcionalmente, excipiente o excipientes respectivos.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" de las células NK-92 se refiere a la cantidad que es suficiente para tratar la
enfermedad respectiva (cancer) o lograr el resultado respectivo de la inmunoterapia adoptiva especifica de células
diana.

Realizacién preferida

De acuerdo con la presente invencion, las células NK-92 manipuladas con CAR se desarrollaron como un agente
terapéutico de células alogénicas direccionadas. Aqui, describimos la generacién y la caracterizacion molecular y
funcional de una linea celular NK-92 especifica de ErbB2 clonal adecuada para aplicaciones clinicas. Estas células
NK-92/5.28.z se derivaron de un clon de células individuales después de la transduccion lentiviral con un vector que
codifica un CAR de segunda generacion que tiene como objetivo la tirosina quinasa del receptor ErbB2 (HERZ2), un
autoantigeno asociado a tumores expresado a niveles elevados por muchos canceres humanos de origen epitelial
(Hynes y Lane, 2005).

Siguiendo los procesos compatibles con GMP, generamos un clon de célula individual NK-92/5.28.z que expresa un
CAR especifico de ErbB2 con dominios de sefializacion CD28 y CD3(. Las integraciones de los vectores se
mapearon por PCR mediada por amplificacion lineal y secuenciacion de ADN. Se evalu6 el autoguiado tumoral in
vivo y la actividad antimetastasica en modelos de raton NOD-SCID IL2Ry™"° (NSG).

Las células NK-92/5.28.z especificas de ErbB2 lisaron eficazmente células tumorales que expresan ErbB2 in vitro
que eran resistentes a las células NK-92 no modificadas. De manera importante, el reconocimiento especifico de las
células tumorales positivas para ErbB2 y la actividad antitumoral se mantuvieron in vivo, lo que resulté en el
autoguiado de las células NK-92/5.28.z a xenoinjertos de carcinoma de mama ortotépico y la reduccion de
metastasis pulmonar de células de carcinoma de células renales en modelos murinos.

Los datos que se muestran en la presente solicitud demuestran el direccionamiento exitoso de células NK-92
humanas al antigeno de superficie celular ErbB2 asociado a tumor mediante la expresion de una CAR de segunda
generacion humanizada y optimizada por codones. Siguiendo los procedimientos compatibles con GMP,
establecimos a partir de un clon de células individuales molecularmente definido, una linea celular modificada con
CAR que se expande continuamente, adecuada para el desarrollo clinico. Estas células NK-92/5.28.z muestran una
expresion de CAR estable tras cultivo prolongado vy citotoxicidad especifica de antigeno diana in vitro e in vivo. La
posibilidad de caracterizar completamente este clon celular a nivel molecular y celular agrega un importante grado
de seguridad para la aplicacion clinica del clon, en contraste con la composicion heterogénea de las células NKy T
primarias modificadas por CAR, en las que no es posible un analisis molecular exhaustivo.

En ratones, células NK-92/5.28.z marcadas con fluorocromo se enriquecieron selectivamente en xenoinjertos de
carcinoma de mama ortotdpico positivo para ErbB2 dentro de las 24 horas posteriores a inyeccion intravenosa,
mientras que células NK-92 no modificadas no se acumularon en tumores. Esto demuestra que las células NK-
92/5.28.z retienen la especificidad de la célula diana in vivo y son capaces de penetrar tejidos y autoguiarse a sitios
tumorales distantes. En un modelo experimental de metastasis en base a células de carcinoma de células renales
que expresan ErbB2, la inyeccion intravenosa de células NK-92/5.28.z redujo la formacion de metastasis en
diferentes experimentos en un 50 % o mas, mientras que células NK-92 no modificadas no pudieron afectar el
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crecimiento de nédulos tumorales pulmonares. De manera importante, la actividad antitumoral in vivo de células NK-
92/5.28.z irradiadas con 10 Gy fue la misma que la de las células no irradiadas. Esto puede ser relevante para la
aplicacion clinica futura de NK-92/5.28.z, donde la irradiacion de células puede incluirse como una medida de
seguridad como se hizo previamente en ensayos clinicos de fase | con células NK-92 no modificadas (Arai et al.
2008; Tonn et al., 2013).

Las células inmunes en pacientes con tumor a menudo estan funcionalmente comprometidas debido a la actividad
inmunosupresora del cancer. Por lo tanto, para la inmunoterapia adoptiva contra el cancer con células NK, se
prefieren células alogénicas derivadas de donantes, ya que no reconocen las células tumorales como "propias”,
evitando asi las sefales inhibitorias (Geller y Miller, 2011). Hemos demostrado que esta ventaja puede extenderse a
las células NK-92 manipuladas con CAR.

Nuestros datos demuestran que es factible desarrollar células NK-92 manipuladas por CAR de una manera similar a
un agente terapéutico celular obtenible externamente clonal, molecular y funcionalmente bien definido y
continuamente expandible con actividad antitumoral selectiva y notablemente potenciada in vitro e in vivo. Dichas
células son clinicamente Utiles para el tratamiento de diversos tumores malignos positivos para ErbB2. Por lo tanto,
la potente actividad antitumoral, la disponibilidad inmediata como un producto celular completamente caracterizable
y la falta de riesgos obvios de fallas de fabricacion hacen de estas células una alternativa valida y rentable a las
células T de pacientes modificadas con CAR.

Los siguientes ejemplos y dibujos ilustran la presente invencion sin limitarla, sin embargo, a la misma.
Breve descripcion de los dibujos
Figura 1 Expresion del receptor de antigeno quimérico y citotoxicidad selectiva de células clonales NK-92/5.28.z.

A) Representacion esquematica del plasmido de transferencia lentiviral pS-5.28.z-W que codifica bajo el
control transcripcional del promotor del virus formador de foco del bazo (SFFV), el receptor de antigeno
quimérico (CAR) 5.28.z. EI CAR 5.28.z consiste en un péptido sefial de cadena pesada (SP) de
inmunoglobulina, el fragmento de anticuerpo scFv (FRP5) especifico de ErbB2 (scFv), una region bisagra
(CD8a), seguido de dominios transmembrana e intracelular de CD28 y el dominio intracelular de CD3¢. La
secuencia de codificacion de CAR esta flanqueada por repeticiones largas en terminales 5' y 3' (LTR) del
vector (no mostrado).

B) La expresién de CAR por la linea celular clonal NK-92/5.28.z generada bajo condiciones GMP por
transduccion con el vector lentiviral S-5.28.z-W se determind por citometria de flujo con proteina de fusion
ErbB2-Fc (area abierta). Las células NK-92 no modificadas sirvieron como control (area gris).

C) Se investig6 la destruccion celular especifica por células NK-92/5.28.z (circulos rellenos) en ensayos de
citotoxicidad en base a FACS en diferentes proporciones de efector a objetivo (E/T) usando células de
carcinoma de células renales murinas como dianas que expresan establemente ErbB2 humano (Renca-
lacZ/ErbB2) o EGFR humano (Renca-lacZ/EGFR) como un control. Las células NK-92 no modificadas se
incluyeron para comparacion (circulos abiertos).

D) Se investigé la citotoxicidad natural de las células NK-92/5.28.z contra dianas sensibles a NK pero
negativas a ErbB2 en comparacién con células NK-92 no modificadas utilizando células de eritroleucemia
K562 humanas como dianas.

Figura 2. Caracterizacion molecular de células clonales NK-92/5.28.z.

A) Representacion esquematica de los sitios de integracion del vector CAR lentiviral S-5.28.z-W (recuadro
sombreado) flanqueado por secuencias de repeticiones largas en terminales (LTR) 5'y 3' (recuadros rellenos)
en ADN genomico (recuadros abiertos). Se indica la estrategia de PCR para mapear los sitios de integracion
en el gen TRAF2 en el cromosoma 9 y en una region intergénica en el cromosoma 2. B-C) Analisis de PCR
de integraciones vectoriales.

B) Se amplificaron secuencias de ADN especificas que abarcan las uniones entre el gen TRAF2 y el extremo
5' del vector CAR integrado (TRAF2-CAR), y entre el extremo 3' del vector CAR integrado y el gen TRAF2
(CAR-TRAF2) por PCR con ADN genomico de 3 pasajes diferentes de células NK-92/5.28.z como plantilla y
los pares de cebadores de oligonucledtidos indicados, produciendo productos de amplificacion caracteristicos
de 587 y 503 bp. EI ADN genémico de células NK-92 no modificadas, asi como las muestras sin ADN de
plantilla (H20) se incluyeron como controles.

C) Del mismo modo, las secuencias de ADN especificas que abarcan las uniones entre la region intergénica
en el cromosoma 2 y los extremos 5' (IGCHR2-CAR) y 3' (CAR-IGCHR2) del vector CAR integrado se
amplificaron, produciendo productos de amplificacién de 679 y 376 bp caracteristicos. M: marcador de ADN
(GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo Scientific).
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Figura 3. Crecimiento y actividad citotoxica de las células NK-92/5.28.z tras la irradiacion-y.

A) Para investigar el efecto sobre la viabilidad, se irradiaron células NK-92/5.28.z con 5 o0 10 Gy y se
cultivaron durante hasta 72 horas. La proliferacién se analizé contando células viables en los puntos de
tiempo indicados usando exclusion con azul tripan.

B) La actividad citotoxica de las células NK-92/5.28.z 24 horas después de la irradiacion con 10 Gy contra
células de carcinoma de mama MDA-MB453 positivas para ErbB2 y MDA-MB468 negativas para ErbB2, se
determind en ensayos de citotoxicidad en base a FACS en diferentes proporciones de efector a diana (E/T)
como se indica (circulos rellenos). Las células NK-92 no modificadas 24 horas después de la irradiacion se
incluyeron para comparacion (circulos abiertos).

Figura 4. Autoguiado de células NK-92/5.28.z a carcinomas de mama ErbB2 positivos in vivo. Las células
NK-92 no modificadas (panel superior) o NK-92/5.28.z especificas de ErbB2 (panel inferior) se marcaron con
reactivo de marcado DiD fluorescente y se inyectaron por via intravenosa en ratones NSG que llevaban
xenoinjertos de carcinoma de mama ortotépico MDA-MB453/EGFP establecidos. Veinticuatro horas después
de la inyeccion, se extirparon los tumores, se prepararon suspensiones de células individuales y se analizo la
presencia de células que expresaban EGFP y marcadas con DiD. Las células NK positivas para DiD estan
indicadas en gris oscuro (cuadrantes inferiores derechos). Las células de carcinoma de mama positivas para
EGFP (cuadrantes superiores izquierdos) y las células estromales murinas doble negativas (cuadrantes
inferiores izquierdos) estan indicadas en gris claro. Los eventos doble positivos (cuadrante superior derecho)
representan conjugados de células diana NK-92/5.28.z y MDA-MB453/EGFP que expresan CAR. Se
muestran datos citométricos de flujo representativos de un animal de cada grupo (n=3).

Figura 5. Actividad antitumoral in vivo de células NK-92/5.28.z.

A) Para investigar la actividad antitumoral, a los ratones NSG se les inyectaron por via intravenosa células de
carcinoma de células renales Renca-lacZ/ErbB2. Luego los animales fueron tratados dos veces por inyeccion
i.v. de células NK-92 no modificadas o NK-92/5.28.z clonales en los dias 1 y 3 después de la inyeccion de
células tumorales. Los ratones de control recibieron PBS. Cuatro semanas después de la exposicién tumoral,
se extirparon los pulmones y se contaron los nédulos tumorales en la superficie pulmonar.

B) En un experimento separado, los ratones NSG inyectados con células Renca-lacZ/ErbB2 fueron tratados
como se describié anteriormente con células NK-92 o NK-92/5.28.z no irradiadas, o células NK-92/5.28.z
irradiadas con 10 Gy como se indica. Se muestran los valores medios + SEM; n=5. ns, p> 0,05; *, P <0,05; **,
p <0,01.

Ejemplos
Ejemplo 1

1.1 Procedimientos

Células y condiciones de cultivo

Las células de eritroleucemia K562 humanas (ATCC, Manassas, VA) se mantuvieron en medio RPMI 1640 (Lonza,
Koln, Alemania). Se cultivaron células de carcinoma de mama MDA-MB453 y MDA-MB468 humanas, y células HEK
293T (todas ATCC) en DMEM (Lonza). Todos los medios se complementaron con FBS inactivado por calor al 10 %,
2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina. Se propagaron células NK-92 humanas
(ATCC) en medio X-VIVO 10 (Lonza) suplementado con plasma humano inactivado por calor al 5 % (Servicio de
Sangre de la Cruz Roja Alemana Baden-Wirttemberg - Hessen, Frankfurt, Alemania) y 100 IU/ml de IL-2 (Proleukin;
Novartis Pharma, Nirnberg, Alemania). Las células murinas de carcinoma de células renales Renca-lacZ/ErbB2 y
Renca-lacZ/EGFR que expresan ErbB2 o EGFR humano se cultivaron en medio RPMI-1640 suplementado con FBS
al 10%, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0,25 mg/ml de zeocina y 0,48
mg/ml de G418 (Maurer-Gebhard et al., 1998).

Generacion de células NK-92/5.28.z que expresan CAR

La secuencia CAR 5.28.z se disefid mediante el ensamblaje in silico de un péptido sefial de cadena pesada de
inmunoglobulina, un fragmento de anticuerpo scFv(FRP5) especifico de ErbB2 y una region bisagra CD8a
modificada (en donde una cisteina no emparejada dentro de la region bisagra fue reemplazada por serina), seguido
por los dominios transmembrana e intracelular CD28 y el dominio intracelular CD3C. Se sintetizd un gen de fusion
con codon optimizado (GeneArt, Regensburg, Alemania) y se insertd en el plasmido de transferencia lentiviral
pHR'SIN-cPPT-WPREmut (Schambach et al., 2006), dando como resultado el plasmido de transferencia lentiviral
pS-5.28.z-W. Se generaron particulas de vector pseudotipificado VSV-G y las células NK-92 se transdujeron como
se describié previamente (Sahm et al., 2012), y para el clon celular NK-92/.5.28.z confirmado por analisis de PCR de
ADN gendmico con cebadores de oligonucleétidos que produjeron productos de PCR caracteristicos que abarcan
las uniones entre el ADN cromosomico y las secuencias de vectores integrados.
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Ensayos de citotoxicidad

La citotoxicidad de las células NK-92 hacia las células diana se analizé en ensayos en base a FACS como se
describe (Sahm et al.,, 2012). Brevemente, las células diana se marcaron con calceina violeta AM (Sondas
Moleculares, Invitrogen, Karlsruhe, Alemania) y se cocultivaron con células efectoras en diversas proporciones de
efector a objetivo (E/T) durante 2 horas a 37 ° C. Después del cocultivo, se agregaron 250 pl de una solucién de
yoduro de propidio (PI) de 1 yg/ml a cada muestra 5 minutos antes del analisis de citometria de flujo en un citémetro
de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences, Heidelberg, Alemania). Los datos se analizaron con el software FACSDiva
(BD Biosciences). Para calcular la citotoxicidad especifica, el nimero de células diana lisadas espontaneamente en
la ausencia de células efectoras se sustrajo del nimero de células diana muertas determinadas como doble positivo
para calceina violeta AM y Pl en la muestra medida.

Irradiacion de células NK-92

Las células NK-92/5.28.z y NK-92 no modificadas se recolectaron por centrifugacién, se contaron, lavaron,
resuspendieron en medio de crecimiento fresco y se irradiaron con 5 o 10 Gy usando un dispositivo Biobeam 2000
(Gamma Service Medical, Leipzig, Alemania). Para los ensayos in vitro de proliferacion y citotoxicidad, las células
irradiadas se lavaron, se resuspendieron en medio de crecimiento fresco y se cultivaron hasta 72 horas. La
proliferaciéon se analizé contando células viables en diferentes puntos de tiempo usando exclusién de azul de tripano.
Para los experimentos in vivo, las células se irradiaron con 10 Gy y se aplicaron directamente.

Autoguiado tumoral de células NK-92

Las células de carcinoma de mama MDA-MB453 que expresan EGFP se derivaron por transduccién de células
MDA-MB453 con un vector lentiviral que codifica EGFP y enriquecimiento mediante clasificacion de células por
citometria de flujo. Se indujeron xenoinjertos de carcinoma de mama ortotépico en ratones hembra NOD-SCID IL2R
y™° (NSG) de 4 a 6 semanas de edad (Charles River, Sulzfeld, Alemania) mediante inyeccién de 5x108 células
MDA-MB453/EGFP suspendidas en Matrigel (BD Biosciences) en la almohadilla de grasa mamaria. Cuando los
tumores eran palpables, las células NK-92/5.28.z o NK-92 no modificadas se marcaron con el reactivo de marcado
DiD (1,1'-dioctadecil-3,3,3',3" tetrametilindodicarbocianina) (Sondas Moleculares/Life Technologies, Darmstadt,
Alemania) como se describe (Tavri et al., 2009), e inyectado en la vena lateral de la cola de los ratones con tumor
(1x107 células/animal; 3 animales por grupo). Veinticuatro horas después de la inyeccion, se sacrificaron los ratones,
se extirparon los tumores, se prepararon suspensiones de células individuales y se analiz6 la presencia de células
que expresaban EGFP y marcadas con DiD en un citometro de flujo FACSCanto II.

Actividad antitumoral in vivo

Se inyectaron ratones hembra NSG de cuatro a 6 semanas de edad con 1x10° células Renca-lacZ/ErbB2 en la vena
lateral de la cola en el dia 0. Luego, los animales fueron tratados por inyeccion i.v. de 1x107 de NK-92/5.28.z o
células NK-92 no modificadas en los dias 1 y 3 después de la inyeccién de células tumorales (5 ratones/grupo). Los
ratones de control recibieron PBS. En experimentos separados, los ratones NSG inyectados con células Renca-
lacZ/ErbB2 también fueron tratados con células NK-92/5.28.z irradiadas (10 Gy), o células NK-92/5.28.z no
irradiadas y células NK-92 no modificadas como controles (5 ratones/grupo). Cuatro semanas después de la
exposiciéon al tumor, se sacrificaron todos los animales, se extirparon los pulmones y se contaron los nédulos
tumorales en la superficie pulmonar como se describe (Maurer-Gebhard et al., 1998).

Analisis estadistico

Las diferencias entre los valores se evaluaron mediante la prueba t de Student de dos colas sin emparejar. Los
valores de P <0,05 se consideraron significativos. Los calculos estadisticos se realizaron con el software Prism 5
(GraphPad Software, La Jolla, CA).

1.2 Resultados

Generacion de un clon de células individuales NK-92/5.28.z especifico de ErbB2

El receptor de antigeno quimérico 5.28.z se utilizé para generar una linea celular NK-92 especifica de ErbB2
clinicamente aplicable (Figura 1A). Se produjeron particulas de vector CAR lentiviral pseudotipificadas VSV-G y se
transdujeron células NK-92 de un banco de células NK-92 maestro certificado (Arai et al., 2008). Los clones de
células individuales se derivaron por dilucion limitante, y las células que expresan CAR se identificaron por analisis
de citometria de flujo con proteina de fusion ErbB2-Fc. Un total de 15 clones de células individuales que expresan
CAR se caracterizaron funcional y molecularmente, lo que albergaba entre una y cuatro copias de vectores. Un clon
celular denominado NK-92/5.28.z que mostré una expresion de CAR alta y estable durante el cultivo continuo en un
entorno que refleja la expansién a gran escala bajo condiciones de GMP se seleccioné para un analisis posterior
(Figura 1B). La actividad citotoxica selectiva de las células redireccionadas se evalu6 usando células de carcinoma
de células renales murinas Renca-lacZ/ErbB2 que expresan establemente ErbB2 humano. Las células clonales NK-
92/5.28.z mostraron una alta citotoxicidad hacia estas células diana que expresan ErbB2, que eran resistentes al
NK-92 no modificado (Figura 1C, panel izquierdo). En contraste, las células Renca-lacZ/EGFR negativas para ErbB2

17



10

15

20

25

30

35

ES 2806 776 T3

negativa pero por lo demas isogénicas que expresan el receptor del factor de crecimiento epidérmico no mostraron
una sensibilidad potenciada a las células efectoras (Figura 1C, panel derecho). Esto indica que la muerte celular
estuvo mediada por la interaccion de CAR 5.28.z con su antigeno diana ErbB2.

La citotoxicidad enddgena, independiente de CAR de las células NK-92/5.28.z se investigd usando células de
eritroleucemia humana K562 negativas para ErbB2 pero sensibles a NK como dianas. Mientras que las células K562
eran altamente sensibles a células NK-92 no modificadas negativas para CAR, fueron destruidas en un grado mucho
menor por las células NK-92/5.28.z especificas de ErbB2 (Figura 1D).

En conjunto, estos datos demuestran que las células NK-92/5.28.z son altamente selectivas y destruyen eficazmente
las células tumorales que expresan ErbB2, mientras que su citotoxicidad endégena a dianas negativos para ErbB2
se reduce notablemente en comparacién con las células NK-92 no modificadas.

Caracterizacién molecular de células NK-92/5.28.z especificas de ErbB2

La PCR mediada por amplificacion lineal (LAM-PCR) y la secuenciacion de ADN revelaron una integracién vectorial
cada uno en una regioén intergénica en el cromosoma 2, y en el gen TRAF2 en el cromosoma 9 de las células
clonales NK-92/5.28.z (Figura 2A). Los sitios de integracion se confirmaron mediante analisis de PCR del ADN
gendmico de células NK-92/5.28.z de tres pasajes diferentes durante el cultivo continuo durante varios meses,
amplificando asi secuencias de ADN especificas que abarcan las uniones entre el gen TRAF2 y el extremo 5’ del
vector CAR integrado, y entre el extremo 3' del vector CAR integrado y el gen TRAF2 (Figura 2B, paneles
superiores), asi como secuencias de ADN especificas que abarcan las uniones entre la region intergénica en el
cromosoma 2 y extremos 5' y 3' del vector CAR integrado (Figura 2B, paneles inferiores). En cada caso, el ADN
gendmico de los diferentes pasajes de las células NK-92/5.28.z produjo los mismos productos de amplificacion
caracteristicos de longitud y secuencia definidas, lo que demuestra la estabilidad a largo plazo de las integraciones
vectoriales. No se obtuvieron productos de amplificacion con los mismos cebadores de oligonucledtidos tras el
analisis por PCR del ADN genomico de células NK-92 no modificadas, lo que indica que el analisis por PCR
especifico de las integraciones vectoriales CAR también representa una poderosa herramienta de diagndstico para
identificar molecularmente el clon celular NK-92/5.28.z.

a) Producto de amplificacion TRAF2-CAR (5')
Integracion vectorial CAR en el gen TRAF2
parte 5' de integracion vectorial

Producto de PCR TRAF2-CAR (5') a partir de ADN gendémico de células NK-92/5-28.z

Cebadores:
TRAF2-F1: CTTCAGCAGGGACCAGAAACAA [SEQ ID NO.1]
CAR-R1: CCGCTTAATACTGACGCTCTCG [SEQ ID NO. 2]

letras mindsculas: gen TRAF2
letras mayusculas: secuencia vectorial
Longitud:

587 nucledtidos

SEQ ID NO. 9
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cttcagcagggaccagaaacaaaactcacactctttcttctctgagttga
gactggaaaaatgaaagattgttttaggggaaacttgagggaacagtctyg
ggcagcctgcagggcatggececctgttecteccagggectgggaaagtcageca
ctgetttetggtggegaACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACA
AGATCTGCTTITTITGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAG
CCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAA
AGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTC
TGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTA
GCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGCAAACCAGAGGAGC
TCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGAG
GGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCTAGAA
GGAGAGAGCATGCGGTGCGAGAGCGTCAGTATTAAGCGG

b) Producto de amplificacion CAR-TRAF2 (3')
Integracion vectorial CAR en el gen TRAF2
parte 3' de integracion vectorial

Producto de PCR CAR-TRAF2 (3') a partir de ADN gendémico de células NK-92/5-28.z

Cebadores:
CAR-F1: ATCGCCACGGCAGAACTCA [SEQ ID NO. 3]
TRAF2-R1: GACCCTTCACCCAACGCTTAG [SEQ ID NO. 4]

letras mindsculas: gen TRAF2
letras mayusculas: secuencia vectorial

Longitud: 503 nucleétidos
SEQ ID NO. 10

ATCGCCACGGCAGAACTCATCGCCGCCTGCCTTGCCCGCTGCTGGACAGG
GGCTAGGTTGCTGGGCACTGATAATTCCGTGGTGTTGTCGAATTCGATAC
TCGAGGTCGAGGCAATTCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACA
AGGCAGCTGTAGATCTTAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGCGGGGACTGGAA
GGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGG
GTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAG
GGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTA
GTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACT
CTTTTAGTCAGTGTGGAAAATCTCTAGCAccttccctctgcagetgetgg
ctcagccgattgtatatgectgggagectcectgecactaagegttgggtgaagyg
gtc

c) Producto de amplificacion IGCHR2-CAR (5')

Integracion vectorial CAR en la region intergénica del cromosoma 2

parte 5' de integracion vectorial

Producto de PCR IGCHR2-CAR (5') a partir de ADN gendmico de células NK-92/5-28.z

Cebadores:

IGCHR2-F1: TCAGTGGAATGGGCAGCTTCAAGT [SEQID NO. §]
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CAR-R2: TTCAGCAAGCCGAGTCCTGCGT [SEQID NO. g]

letras mindsculas: region intergénica del cromosoma 2
letras mayusculas: secuencia vectorial

Longitud: 679 nucledtidos
SEQ ID NO. 11

tcagtggaatgggcagcecttcaagttgatgtcatttcaatagtaacttatt 50
tcagtctacatactteccaagaatgecaccatetettttttatgtatttat 100
tattttgagaaagagtctcactetgtegeccaggctggagtgcaatggea 150
tgatcttggctcactgtaaccteccgteotecctgggtticaageccattctect 200
gtctcagectececgggtagtggggttataggecacacaccaccacgeccgyg 250
ctaatttttgtatttttagtaaagatggggtttcaccatgttggccagge 300
tgggctcaaactcttgacttcaggtgatceccgeccaccttggecteccaaa 350
gtgctygggatgacadgcACTGGAAGGGCTAATTCACTCCCAACGAAGACA 400
AGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGACCAGATCTGAG 150
CCTGGCAGCICTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAAGCCTCAATAA 500
AGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGTTGTGTGACTC 530
TGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGGAARATCTCTA 600
GCAGTGGCGCCCGAACAGGGACTTGAAAGCGAAAGGGAAACCAGAGGAGC 650
TCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGARA 679

d) Producto de amplificacion CAR-IGCHR2 (3')
Integracion vectorial CAR en la region intergénica del cromosoma 2
parte 3' de integracion vectorial

Producto de PCR CAR-IGCHR?2 (3') a partir de ADN gendmico de células NK-92/5-28.z

Cebadores:
CAR-F2: ACTGATAATTCCGTGGTGTTGT [SEQID NO. 7]
IGCHR2_CAR-R1: CACTGTGGCTCACTGCTAGA [SEQ ID NO. 8]

letras mindsculas: region intergénica del cromosoma 2
letras mayusculas: secuencia vectorial
Longitud: 376 nucledtidos

SEQ ID NO. 12

ACTGATAATTCCGTIGGTGTTGTCGAATTCGATACTCGAGGTCGAGGCAAT 20
TCGAGCTCGGTACCTTTAAGACCAATGACTTACAAGGCAGCTGTAGATCT 100
TAGCCACTTTTTAAAAGAAAAGGGGGGACTGGAAGGGCTAATTCACTCCC 150
AACGAAGACAAGATCTGCTTTTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGGTTAGAC 200
CAGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTGGCTAACTAGGGAACCCACTGCTTAA 250
GCCTCRAATAAAGCTTGCCTTGAGTGCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTGT 300
TGTGTGACTCTGGTAACTAGAGATCCCTCAGACCCTTTTAGTCAGTGTGG 350
ARAATCTCTAGCAgtgagccacagtyg 37¢

Destruccion de células diana por células NK-92/5.28.z irradiadas

En los ensayos clinicos de fase | con NK-92 no modificado, se incluyé la irradiacion de células con 10 Gy antes de la
infusion como medida de seguridad para prevenir el injerto permanente (Arai et al., 2008; Tonn et al., 2013).
Medidas de seguridad similares pueden ser importantes para el uso clinico de células NK-92 redireccionadas. Por lo
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tanto, probamos los efectos de la irradiaciéon-y en crecimiento y actividad citotoxica de las células clonales NK-
92/5.28.z. La irradiacion con 5 Gy fue suficiente para evitar una mayor replicacion, mientras que el nimero de
células viables NK-92/5.28.z permanecié casi constante durante 24 horas después de la exposicion a 5 o 10 Gy
antes de disminuir gradualmente (Figura 3A). Para evaluar los efectos sobre la actividad citotoxica, se cultivaron
células NK-92/5.28.z irradiadas con 10 Gy durante 24 horas y luego se coincubaron durante dos horas con células
de carcinoma de mama MDA-MB453 humano que expresan ErbB2 como dianas. Las NK-92/5.28.z irradiadas
mostraron una citotoxicidad alta y especifica hacia las células MDA-MB453 (lisis especifica del 65 % en una
proporcion E/T de 10:1), mientras que no lisaron las células de carcinoma de mama MDA-MB468 humanas
negativas para ErbB2. (Figura 3B). Ni las células MDA-MB453 ni MDA-MB468 fueron destruidas por células NK-92
irradiadas no modificadas.

Autoguiado de células NK-92/5.28.z a carcinomas de mama positivos para ErbB2

El potencial de las células NK-92/5.28.z para autoguiarse a tumores establecidos se investigd en un modelo de
carcinoma de mama ortotépico. Las células MDA-MB453 transducidas con un vector lentiviral que codifica EGFP se
implantaron en la almohadilla de grasa mamaria de ratones NSG hembra, y se dejaron crecer hasta que los tumores
fueran palpables. Luego, las células NK-92/5.28.z y NK-92 no modificadas se marcaron con reactivo de marcaje
fluorescente DIiD, y se inyectaron por via intravenosa en los animales portadores de tumores. Veinticuatro horas
después, se extirparon los tumores, se prepararon suspensiones de células individuales y se analizé la presencia de
células tumorales que expresan EGFP y células NK marcadas con DiD. En ratones inyectados con NK-92 no
modificado, solo se encontraron algunas de las células NK en los tumores (Figura 4, panel superior). En contraste,
las células NK-92/5.28.z se enriquecieron fuertemente en xenoinjertos MDA-MB453/EGFP (Figura 4, panel inferior).
De manera importante, también encontramos conjugados de células NK-92/5.28.z y MDA-MB453/EGFP en las
suspensiones celulares preparadas a partir de los tumores. Estos datos demuestran que las células NK-92/5.28.z
retienen la especificidad de la célula diana in vivo y son capaces de penetrar en los tejidos y autoguiarse a sitios
tumorales distantes.

Actividad antitumoral in vivo de células NK-92/5.28.z

Para la evaluacion de la actividad antitumoral in vivo, elegimos un modelo experimental de metastasis pulmonar. Los
ratones NSG recibieron inyecciones intravenosas de células Renca-lacZ/ErbB2, seguidas de inyecciones i.v. de
células NK-92 no modificadas o NK-92/5.28.z redireccionadas en los dias 1y 3 después de la inoculacion de células
tumorales. Los ratones de control recibieron PBS. Cuatro semanas después de la exposicion tumoral, se extirparon
los pulmones y se contaron los nédulos tumorales en la superficie pulmonar. Si bien el tratamiento con células NK-92
no modificadas no afecté la formacién de metastasis en comparacion con los controles tratados con PBS, las células
NK-92/5.28.z redireccionadas redujeron el niumero de nédulos tumorales pulmonares en este experimento en
aproximadamente un 50 % (numero medio de metastasis en la superficie pulmonar: PBS: 37,7 + 5,4; NK-92: 36 +
5,1; NK-92/5.28.z: 19 + 2,6; p <0,05) (Figura 5A). Para evaluar si las células NK-92/5.28.z retienen la actividad
antitumoral in vivo después de la irradiacidn-y, se realizé un experimento similar empleando células NK-92/5.28.z
que se irradiaron con 10 Gy antes de la inyeccion. Los animales de control se trataron con células NK-92/5.28.z no
irradiadas o células NK-92 no irradiadas no modificadas. En comparacién con el tratamiento con células NK-92 no
modificadas, tanto las células NK-92/5.28.z no irradiadas como las irradiadas redujeron notablemente el nimero de
noédulos tumorales pulmonares (ndmero medio de metastasis en la superficie pulmonar: NK-92: 68,3 + 9,1; NK-
92/5.28.z: 21 + 4,9; NK-92/5.28.z irradiadas: 14,4 + 5,5; p <0,01) (Figura 5B). Estos datos demuestran actividad
antitumoral especifica de células NK-92/5.28.z aplicadas sistémicamente contra células tumorales que expresan
ErbB2 en un modelo que refleja enfermedad diseminada. De manera importante, la viabilidad y funcionalidad de las
células NK-92/5.28.z se conservaron transitoriamente después de la irradiacién-y a una dosis que impide mas
replicacion de las células efectoras, lo que permite el reconocimiento y destruccion de las células diana in vivo.
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos que codifica el receptor de antigeno quimérico especifico de ErbB2
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atggactgga
gtgcagetge
tgcaaggcca
ggccagggac
gacgacttca
cagatcaaca
taccacggct

gggggctctg

cacaagtttc
gacgtgtaca
atctacageg
ggcccagact
tgeccageage
gcectgagea
cccaccacca
ctgagecctga
ctggacaagc
ctggtcaccg
agcgactaca
tatgccecte
gacgeccectg
cgggaggaat

cocaggogga

gaggectaca
ctgtaccagg

ctgecteccee

tctggeggat
agcagagcgg
gcggctacce
tgaagtggat
agggcagatt
acctgaagag
acgtgececta

gcggcggagyg

tgagcaccag
acgecgtggce
ccagcagccg
tcaccttcac
actteceggac
acagcatcat
ccectgececcece
ggcccgaggc
ccttetgggt
tggccttecat
tgaacatgac
ctagggactt
c¢ctaccagea
acgacgtgcet
agaaccccca
gcgagatcgg
gcctgtcocac

gttaa

ES 2806 776 T3

tectgtteectg
ccetgagetg
cttcaccaac
gggctggatc
cgacttcage
cgaggacagc
ctggggccag
atctggggga
cgtgggcgac
ctggtatcag
gtacaccggce
catcagcagc
ccecectteace
gtacttcage
cagaccccect
cagcagacct
gctggtegtg
catcttttgg
cccaaggcegy
cgcecgectac
gggccagaac
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gacacctacg
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REIVINDICACIONES
1. Una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2,
que contiene un vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende

un fragmento de anticuerpo scFv especifico de ErbB2, una regidn bisagra, dominios transmembrana e intracelulares
de CD28, y dominio intracelular de zeta-CD3,

y en el que dicho vector esta gendmicamente integrado (i) en una region intergénica en el cromosoma 2, y (ii) en el
gen TRAF2 en el cromosoma 9.

2. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la célula o linea celular se
caracteriza porque mediante analisis por PCR del ADN gendémico de dicha célula o linea celular se obtiene al
menos uno de los siguientes productos de amplificacion:

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 1 y 2 produce un producto de amplificacion con la secuencia de
nucleotidos de la SEQ ID NO. 9;

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 3 y 4 produce un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 10;

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 5 y 6 produce un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 11;

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 7 y 8 produce un producto de amplificaciéon con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 12.

3. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que muestra citotoxicidad natural reducida
o nula, es decir, citotoxicidad reducida o nula para células negativas para ErbB2 que son lisadas por células NK-92
no modificadas,

y que muestra citotoxicidad especifica aumentada, es decir, citotoxicidad aumentada para las células tumorales que
expresan ErbB2 en comparacion con las células NK-92 no modificadas.

4. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el fragmento de
anticuerpo scFv especifico de ErbB2 comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 13 (scFv FRP5) y/o
esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 14.

5. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el receptor de
antigeno quimérico comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 15 (CAR de longitud completa) y/o
esta codificada por la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO. 16.

6. La célula NK-92 o linea celular NK-92/5.28.z, que fue depositada el 11 de junio de 2014 en el Instituto Leibniz
DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH con el nimero de acceso DSM ACC3244.

7. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en medicina.

8. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso en la
prevencion y/o tratamiento contra el cancer, preferiblemente canceres que expresan ErbB2,

en el que el cancer, preferiblemente los canceres que expresan ErbB2, es/son mas preferiblemente seleccionados
de cancer de mama, cancer de ovario, cancer gastrico, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, cancer
de cabeza y cuello, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer uterino, cancer de células renales, glioblastoma,
meduloblastoma, sarcoma y cancer de pulmon.

9. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para su uso como agente
terapéutico celular direccionado y/o para inmunoterapia adoptiva contra el cancer.

10. La célula o linea celular NK-92 para su uso de acuerdo con la reivindicacion 8 o 9, que comprende un
pretratamiento de las células mediante irradiacién, preferiblemente irradiacion-y.

11. Un procedimiento para generar una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2, que comprende las etapas
de:

(1) proporcionar un vector lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento
de anticuerpo scFv especifico de ErbB2, una region bisagra, dominios transmembrana e intracelular de CD28 y
dominio intracelular de zeta-CD3 para transducir células NK-92,

(2) transducir células NK-92 con dicho vector,
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(3) derivar/generar clones de células individuales mediante dilucion limitante;

(4) identificar células que expresan CAR mediante analisis de citometria de flujo con proteina de fusién ErbB2-
Fc,

(5) seleccionar clon o clones celulares que muestran una expresion de CAR alta y estable durante cultivo
continuo,

(6) evaluar la actividad citotdxica de las células redireccionadas contra células que expresan ErbB2,
(7) evaluar la actividad citotoxica de las células redireccionadas contra células negativas para ErbB2,

(8) seleccionar clon o clones celulares que muestran citotoxicidad aumentada a células tumorales que expresan
ErbB2 en comparacion con células NK-92 no modificadas y citotoxicidad reducida o nula a células negativas para
ErbB2 que son lisadas por células NK-92 no modificadas, y

(9) determinar el nimero y posicién de la integracion vectorial, y seleccionar los clones celulares que exhiben la
integracion vectorial en una region intergénica en el cromosoma 2 y en el gen TRAF2 en el cromosoma 9.

12. Un procedimiento para identificar una célula o linea celular NK-92 especifica de ErbB2, que comprende las
etapas de:

(i) determinar el numero y posicion de la integracién vectorial en la célula (clones), en el que el vector es un vector
lentiviral que codifica un receptor de antigeno quimérico que comprende un fragmento de anticuerpo scFv especifico
de ErbB2, una regiéon de bisagra, dominios transmembrana e intracelular de CD28 y dominio intracelular de zeta-
CD3;y

(i) seleccionar la célula (clones) que exhibe la integracion vectorial en una region intergénica en el cromosoma 2 y
en el gen TRAF2 en el cromosoma 9,

en el que preferiblemente la célula (clon) se caracteriza porque mediante analisis de PCR del ADN gendmico de
dicha célula (clon) se obtiene al menos uno de los siguientes productos de amplificacion:

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 1 y 2 produce un producto de amplificacion con la secuencia de
nucleotidos de la SEQ ID NO. 9;

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 3 y 4 produce un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 10;

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 5 y 6 produce un producto de amplificaciéon con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 11;

- PCR con cebadores de las SEQ ID NO. 7 y 8 produce un producto de amplificacion con la secuencia de
nucledtidos de la SEQ ID NO. 12.

13. Una célula o linea celular NK-92 obtenida por el procedimiento de la reivindicacion 11 o identificada por el
procedimiento de la reivindicacion 12.

14. La célula o linea celular NK-92 de acuerdo con la reivindicaciéon 13 para su uso en la prevencion y/o tratamiento
contra el cancer, preferiblemente canceres que expresan ErbB2,

preferiblemente que comprende un pretratamiento de las células por irradiacién, mas preferiblemente irradiacion-
Ys

y/o para su uso como agente terapéutico celular direccionado y/o para su uso en inmunoterapia adoptiva contra
el cancer

preferiblemente que comprende un pretratamiento de las células por irradiacién, mas preferiblemente irradiacion-
Y.

15. La célula o linea celular NK-92 para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 14, en la que el cancer,
preferiblemente los canceres que expresan ErbB2, se seleccionan de cancer de mama, cancer de ovario, cancer
gastrico, cancer de prostata, carcinoma de células escamosas, cancer de cabeza y cuello, cancer de colon, cancer
de pancreas, cancer uterino, cancer de células renales, glioblastoma, meduloblastoma, sarcoma y cancer de
pulmoén.
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