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DESCRIPCION

Anticuerpo anti-CXCR4 combinado con linfocitos citoliticos naturales activados y expandidos para inmunoterapia
contra el cancer

A lo largo de la presente solicitud, se hace referencia a varias publicaciones entre paréntesis por nombre del autory
fecha, o por N.° de Patente o N.° de Publicacién de Patente. Las citas completas de estas publicaciones se pueden
encontrar al final de la memoria descriptivamente inmediatamente anterior a las reivindicaciones.

Referencia cruzada a la solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud provisional de los EE.UU. N.° 62/642.313, presentada el 13 de
marzo de 2018.

Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de secuencias que se ha presentado electrénicamente en formato ASCII. La
copia ASCII se cre6 el 11 de marzo de 2019, se denomina 20190311_SEQL_13108WOPCT .txt y tiene un tamafio
26.678 bytes.

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a usos médicos para tratar un cancer en un sujeto que comprende administrar al
sujeto un anticuerpo (Ab) anti-Receptor 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) en combinacién con inmunoterapia con
linfocitos citoliticos naturales activados y expandidos (NKAE).

Antecedentes de la invencion

La metastasis, la diseminacién de células cancerosas desde el tumor primario a los tejidos circundantes y a érganos
distantes, es la principal causa de morbilidad y mortalidad por céncer, se estima que es responsable de
aproximadamente el 90 % de las muertes por cancer (Chaffer y Weinberg, 2011; Seyfried y Huysentruyt, 2013). Los
sarcomas afectan principalmente a nifios y adultos jévenes, pero a pesar del tratamiento agresivo, casi la mitad de los
niflos con tumores sélidos tales como rabdomiosarcoma, osteosarcoma, sarcoma de Ewing y neuroblastoma tienen
una enfermedad progresiva. El prondstico es particularmente malo para aquellos pacientes con enfermedad
metastasica, al menos dos tercios de los cuales tienen progresidén de la enfermedad (Oberlin ef at., 2008; Heare et al.,
2009; Mateo et al. 2009). Por lo tanto, se necesitan con urgencia nuevos enfoques terapéuticos que eviten los
mecanismos celulares de resistencia a los farmacos, en particular para pacientes con caracteristicas de alto riesgo,
tal como la enfermedad metastasica.

La metastasis es un proceso complejo de multiples etapas que incluye la invasién tisular local de células metastésicas,
su supervivencia en la circulaciéon, "migracién dirigida" a y extravasacibn en un 6érgano secundario, Yy
proliferacién/crecimiento en los sitios metastasicos (Nguyen et al., 2009). Las quimiocinas que interactian con los
receptores de quimiocinas expresados por células tumorales en metastasis tienen funciones cruciales en la direccién
de las células migratorias hacia érganos secundarios. Esto esta bien documentado para la quimiocina CXCL12 y su
receptor, CXCR4. Muller y sus compafieros postularon y descubrieron inicialmente el eje de migracién dirigida
CXCL12-CXCR4 en la metastasis del cancer (Mduller et al., 2001). Demostraron que las células de cancer de mama
que expresaban CXCR4 migraban preferentemente hacia extractos de proteinas del pulmén, que expresa CXCL12
abundantemente.

En el presente documento se desvela un enfoque inmunoterapico novedoso para tratar el cancer, incluyendo el cancer
metastasico, que comprende administrar a un paciente con cancer un Ab anti-CXCR4 en combinacién con terapia con
linfocitos NKAE.

CXCR4, también conocido como CD184, es un receptor de la superficie celular de dominio siete transmembrana,
acoplado a proteina G, que se sobreexpresa en la mayoria de los canceres humanosy, junto con su ligando endégeno
CXCL12, desempefia una funcién fundamental en la patogenia del cancer, incluyendo la contribucién al crecimiento y
la proliferacion, la adhesion, la invasién, la metastasis, la angiogénesis y la supervivencia tumorales (Domanska et al.
2013; Duda et al., 2011; Balkwill, 2004; Pitt et a/., 2015; Passoro et al., 2015; documento WO 2008/060367). La unién
de CXCL12 a CXCR4 estimula el flujo de calcio intracelular, activa las vias de sefializacion de AKT y ERK y regula
positivamente la formacién de adherencias focales, lo que en ultima instancia da como resultado una mayor migracion
a lo largo de gradientes de quimiocinas secretadas y expresadas localmente (Chatterjee et al., 2014). También
conduce a la transcripcion de genes que promueve la supervivencia y la proliferacién celulares. CXCR4 se encuentra
en diversos tejidos con expresién predominante en células del linaje hematopoyético, incluyendo los linfocitos By T,
monocitos, macréfagos, citoliticos naturales (NK) y células dendriticas, asi como células progenitoras de médula 6sea
CD34* (Lee et al., 1999).
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El ulocuplumab (anteriormente denominado BMS-936564 o MDX-1338, y designado F7GL en el documento WO
2008/060367) es un anticuerpo monoclonal (mAb) 1gG4 (S224P) totalmente humano que se une especificamente a
CXCR4 expresado en la superficie de una célula. Ulocuplumab comprende regiones Vy y Vi que comprenden
aminoécidos unidos consecutivamente que tienen las secuencias mostradas como SEQ ID NO: 33 y 37,
respectivamente. El bloqueo de la sefializacion de CXCR4 por ulocuplumab puede alterar las interacciones tumor-
estroma, sensibilizar las células tumorales a los agentes citotdxicos y reducir la carga metastasica. Ademas, el
ulocuplumab inhibe directamente el crecimiento y la proliferacién tumorales e induce la apoptosis, de células tumorales
que expresan CXCR4 (documento WO 2008/060367; documento WO 2013/071068; Kuhne et al., 2013).

El potencial conocido de las células inmunitarias para reconocer y destruir células tumorales sugiere su funcién
potencial en el tratamiento contra el cancer, lo que se ha logrado recientemente con el desarrollo de inhibidores de
puntos de control para potenciar la citotoxicidad de los linfocitos T citoliticos (Chen y Mellman, 2013; Lesokhin et al.,
2015). Los linfocitos citoliticos naturales (NK, por sus siglas en inglés) son una subpoblacién de linfocitos
mononucleares, implicados en la inmunidad y en el sistema de vigilancia inmunitaria del hospedador. Sus propiedades
biolégicas incluyen el direccionamiento y la destruccién de células diana que no expresan las proteinas "propias” del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC)/antigeno leucocitario humano (HLA), y/o células tumorales u otras
células enfermas que expresan ligandos para la activacién de los receptores de NK. La capacidad de estas células
para dirigirse y destruir con precisién células madre cancerosas y células alteradas genotéxicamente sin necesidad
de inmunizacién o activacién previa, manteniendo al mismo tiempo la tolerancia a las células sanas, los convierte en
efectores terapéuticos atractivos para todas las formas de céncer, incluyendo la metéstasis (Vivier et al., 2011). Por
otra parte, se ha publicado que su combinacién con farmacos quimioterapicos e irradiacidn local es util para romper la
tolerancia inmunitaria y crear un microambiente favorable para la terapia celular adoptiva (Zheng et al., 2015). Sin
embargo, la actividad de los linfocitos NK esta regulada por mecanismos complejos que implican sefiales tanto
estimulantes como inhibidoras, y un equilibrio entre los receptores activadores e inhibidores desempefia una funcién
en el reconocimiento y la destruccidén de tumores por los linfocitos NK y, por lo tanto, en su eficacia terapéutica. Los
receptores de activacién de linfocitos citoliticos (KAR) unidos a la membrana trabajan junto con los receptores similares
a inmunoglobulina de linfocitos citoliticos (KIR), que comprenden receptores tanto inhibidores como activadores que
reconocen variantes alotipicas de los alelos de HLA de clase | como ligandos de KIR (KIRL), para regular la funcién
de los linfocitos NK (Lanier, 2005; Pegram et a/., 2011; Long et al., 2013). Se ha postulado que el patrén de ligandos
activadores/inhibidores encontrados en un tumor puede ser un elemento clave en la prediccién de su respuesta a la
terapia con linfocitos NK.

Un aumento en el estado de activacién de los linfocitos NK, una disminucién de las sefiales supresoras (por ejemplo,
usando MHC de clase | alterado o emparejado erréneamente), o ambos, deberia dar como resultado una mayor
citotoxicidad de los linfocitos NK. Por otra parte, la magnitud de la citotoxicidad de los linfocitos NK es directamente
proporcional a la relacién entre el nUmero de linfocitos NK y las células diana (es decir,, relacién efector/diana o E:T,
por sus siglas en inglés). Por lo tanto, en el contexto de la terapia con linfocitos NK, se prevé que la infusiéon de grandes
cantidades de los linfocitos NK alégenos y preactivados alcancen el maximo efecto antineoplésico. Con este fin, se
han desarrollado métodos para activar y expandir especificamente los linfocitos NK humanos de la sangre periférica
(véase, por ejemplo, Imai et al., 2005; Fujisaki et al., 2009; Somanchi y Lee, 2016). Estos grupos han publicado que
la estirpe celular de leucemia K562 modificada genéticamente para expresar interleucina (IL)-15 unida a membrana y
el ligando 4.1-BB (K562-mb15-4.1BBL) activa especificamente los linfocitos NK humanos y los impulsa hacia el ciclo
celular, conduciendo a linfocitos NK altamente citotoxicos. Ademas, el método para estimular las células K562-mb15-
4 1BBL en condiciones de grado clinico a gran escala se establecié usando directrices clinicas GMP, generando un
gran nimero de linfocitos NKAE altamente citotéxicos. Adicionalmente, los datos sugieren que los linfocitos NK de
donantes haploidénticos pueden ejercer actividad antitumoral en pacientes con tumores sélidos sometidos a un
trasplante alégeno de células madre hematopoyéticas, basado parcialmente en un efecto de aloinjerto frente a tumor
asociado al emparejamiento erréneo entre donante y receptor KIR-HLA (Pende et al., 2009; Moretta et a/., 2011). En
consecuencia, el uso de linfocitos NKAE se estd explorando activamente en ensayos clinicos en pacientes con
neoplasias malignas hematicas y tumores sélidos (véase, por ejemplo, el sitio web de ensayos clinicos,
https:/Mmww.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=activated+and+expanded+NK+cells&con d=cancer). Estos estudios
tienen como objetivo demostrar el potencial de NKAE como terapia segura y eficaz para el tratamiento de diversos
tipos de tumores.

Ishikawa et al. (2018) describe ensayos clinicos de fase | de transferencia adoptiva de linfocitos citoliticos naturales
expandidos en combinacién con un anticuerpo IgG1 para tratar pacientes con cancer géastrico o colorrectal. El
tratamiento consistidé en quimioterapia a base de trastuzumab o cetuximab, ademas de terapia adoptiva con linfocitos
NK.

La invencién desvelada se refiere a estudios preclinicos in vitro e in vivo que demuestran la sinergia entre la terapia
con linfocitos NKAE vy el tratamiento con un Ab anti-CXCR4 para prevenir la migracién, la invasién, el implante y la
metéastasis de células tumorales. La capacidad de esta terapia combinada para inhibir la migracién y la invasién de
células tumorales CXCR4* se analizé in vitro. Se us6 un modelo ortotépico de rabdomiosarcoma alveolar en ratones
inmunodeficientes para evaluar el efecto sinérgico antitumoral y antimetastésico in vivo. Adicionalmente, la expresion
de CXCR4 se analizé en tumores de pacientes pediatricos con rabdomiosarcoma. Los datos presentados en el
presente documento sugieren que esta inmunoterapia de combinacién es eficaz para tratar diversos céanceres y
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prevenir la metastasis.
Sumario de la invencién

La presente divulgacién proporciona una combinacién de cantidades terapéuticamente eficaces de: (a) una poblacién
aislada de linfocitos NK; y (b) un Ab aislado o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une especificamente
a CXCR4 expresado en la superficie de una célula cancerosa para su uso en un método para tratar a un sujeto que
padece un cancer que comprende administrar al sujeto la poblacidn aislada de linfocitos NK y el Ab aislado o la porcién
de unién a antigeno del mismo. En determinadas realizaciones preferidas, la poblacién de linfocitos NK comprende
linfocitos NK activados y expandidos (NKAE). En otras realizaciones preferidas, el Ab o una porcién de unién a
antigeno del mismo altera la interaccién entre CXCR4 y la quimiocina 12 con motivo C-X-C (CXCL12) e inhibe la
sefializacion de CXCR4/CXCL12. En realizaciones preferidas adicionales, el Ab es ulocuplumab, que comprende
regiones Vy y V| que tienen las secuencias de aminoacidos mostradas como SEQ ID NO: 33 y 37, respectivamente.

En determinadas realizaciones de los métodos desvelados, el cancer es un tumor sélido, incluyendo un tumor
pediétrico tal como un rabdomiosarcoma, osteosarcoma, neuroblastoma, retinoblastoma o sarcoma de Ewing. En otras
realizaciones, el cancer es una neoplasia hemética.

La presente divulgacidn proporciona un kit para tratar a un sujeto que padece un cancer, comprendiendo el kit: (a) una
0 mas dosificaciones que varian de aproximadamente 50 a aproximadamente 2000 mg de un Ab o una porcién de
unién a antigeno del mismo que se une especificamente a CXCR4 expresado en la superficie de una célula cancerosa;
(b) una o mas dosificaciones que varian de 10% a 10'* de una poblacion de linfocitos NKAE; y (c) instrucciones para
usar el Ab o porcién del mismo y los linfocitos NKAE en cualquiera de los métodos desvelados en el presente
documento.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencidn seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada
y de los ejemplos.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra un analisis de la expresién de CXCR4 en seis estirpes celulares de sarcoma (RH30, CW9019,
A4573, AB73, MG-63 y 143B) mediante (A) citometria de flujo y (B) reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa cuantitativa (QRT-PCR). La estirpe celular de rabdomiosarcoma alveolar RH30 mostré la
mayor expresién de CXCR4.

La Figura 2 muestra la capacidad de migracidn e invasion de las diferentes estirpes celulares de sarcoma (RH30,
CW9019, A4573, A673, MG-63 y 143B) hacia (A) suero bovino fetal (FBA) o (B) CXCL12 (100 ng/ml). La estirpe
celular RH30 mostré los indices de migracion e invasion mas altos hacia CXCL12 (Figura 2B). La capacidad de
migracién se sometié a ensayo usando ensayos Transwell de membranas de poro de 8 uym y la capacidad de
invasién se midié en las mismas condiciones usando membranas Transwell recubiertas con Matrigel.

La Figura 3 muestra la citotoxicidad y la inhibicién de la migracién e invasién por NKAE vy la terapia anti-CXCR4,
individualmente o en combinacién, en células de rabdomiosarcoma (RH30) /in vitro. A, Los linfocitos NKAE
mostraron una alta citotoxicidad contra las células RH30. La lisis especifica en ausencia de Ab, con ulocuplumab
(MDX1338; 100 pg/ml) o mAb de control IgG4 (100 ug/ml) se determiné en las relaciones efector:diana (E:T) de
NKAE:RH30 indicadas. B-C, El ulocuplumab (MDX1338) y los linfocitos NKAE redujeron eficientemente la
migracién y la invasion de las células RH30 hacia CXCL12, pero sélo la combinacién de ambos agentes las anulé
totalmente. La migracién de las células RH30 hacia un gradiente de quimiocina CXCL12 recombinante humana se
analizé usando placas Transwell. La concentracién de Ab fue de 100 pg/ml y la relacién E:T de NKAE:RH30 fue
de 5.1 (B). La capacidad de invasién se midi6 en las mismas condiciones usando membranas Transwell recubiertas
con Matrigel (C).

La Figura 4 muestra los efectos de los linfocitos NKAE y la terapia anti-CXCR4, individualmente o en combinacién,
sobre el crecimiento de implantes tumorales de rabdomiosarcoma RH30 GFP* Luc* en la regién abdominal de
ratones NSG inmunodeficientes. A, Crecimiento de implantes tumorales de RH30. Se establecieron cinco brazos
de tratamiento: sin tratar; 19G4; ulocuplumab (MDX1338); linfocitos NKAE; una combinacién de linfocitos NKAE y
ulocuplumab. Los ratones recibieron 6 dosis de mAb (15 mg/kg, dos veces por semana) y 3 dosis de NKAE (5 x
108 células, una vez a la semana). Los tumores luminiscentes se controlaron durante 35 dias. B, Cuantificacion de
la presencia de células tumorales medida mediante la luminiscencia de células RH30 GFP* Luc* implantadas en
los ratones tratados. El tratamiento con ulocuplumab por si solo inhibi6 moderadamente el crecimiento de los
implantes tumorales de RH30, mientras que el tratamiento con NKAE lo impidi6 totalmente.

La Figura 5 muestra los efectos de los linfocitos NKAE y el ulocuplumab, individualmente o en combinacién, sobre
la formacidén de micrometastasis pulmonares a partir de tumores RH30 en ratones. A, Expresién relativa de CXCR4
humano en lesiones metastésicas pulmonares de RH30 en ratones medida mediante gRT-PCR usando una sonda
especifica de CXCR4 humano. Los valores indicados son con respecto a la expresion del gen indicado por un
sedimento de 10° células RH30. El ulocuplumab(MDX1338) redujo la incidencia de micrometastasis pulmonares
de RH30, mientras que la combinacién de ulocuplumab y NKAE la eliminé por completo. B, Expresién relativa de
GUS humano en lesiones metastasicas pulmonares de RH30 en ratones medida mediante qRT-PCR. Se requiere
la combinacidén de la terapia con linfocitos NKAE y el tratamiento con ulocuplumab (MDX1338) para suprimir
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totalmente la micrometéastasis pulmonar de RH30 /n vivo.

La Figura 6 muestra la confirmacién de la inhibicion de las micrometéstasis del rabdomiosarcoma RH30 mediante
métodos histoldgicos. Las micrometastasis pulmonares en pulmones de ratones sin tratar se identificaron mediante
tincién con hematoxilina y eosina (a), hibridacién in situ de la secuencia Alu (b) y tincion de mAb especifico de
CXCRA4 (c). Las flechas identifican las micrometéstasis detectadas. Se requiere la combinacién de la terapia con
linfocitos NKAE vy el tratamiento con ulocuplumab para suprimir totalmente la micrometastasis pulmonar de RH30
in vivo.

La Figura 7 muestra el nivel de expresién de CXCR4 en los tumores de pacientes con rabdomiosarcoma A,
Tinciones representativas correspondientes a muestras con expresion citoplasmica de CXCR4 negativa (a), media
(b) y alta (c). También se muestra una muestra de ensayo con tincién nuclear alta de CXCR4 (d). B, Puntuacion
de expresién de CXCR4 de las muestras de ensayo en el momento del diagnéstico. C, Muestras de ensayo de
diagnéstico frente a post-quimioterapia y recaida. Se muestra la mediana + DE. Se aplicé el ensayo no paramétrico
para muestras independientes de Mann-Whitney.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién se refiere a una combinacién de inmunoterapia con linfocitos NKAE y un Ab anti-CXCR4 para
su uso en métodos para tratar el cancer en un sujeto que comprende administrar la combinacién al sujeto.

Términos

Con el fin de que se pueda entender més facilmente la presente divulgacién, en primer lugar, se definen determinados
términos. Como se usa en la presente solicitud, excepto que se indique expresamente otra cosa en el presente
documento, cada uno de los siguientes términos tendra el significado que se expone a continuacién. A lo largo de la
solicitud se exponen otras definiciones adicionales.

"Administrar’ se refiere a la introduccién fisica de una composicién que comprende un agente terapéutico a un sujeto,
usando cualquiera de los diversos métodos y sistemas de suministro conocidos por los expertos en la materia. Una
via preferida para la administracién de un Ab terapéutico tal como un Ab anti-CXCR4 es la administracién intravenosa
o subcuténea. Otras vias de administracién incluyen la intramuscular, la intraperitoneal u otras vias parenterales de
administracion, por ejemplo, mediante inyeccién o infusién. La expresién "administracién parenteral', como se usa en
el presente documento, significa modos de administracién diferentes de la administracién entérica y topica. Una via
preferida para la administracién de linfocitos NKAE es la administracién intravenosa. Otras vias de administracion
incluyen la inyeccién intraarterial, intrafemoral, intraperitoneal o intratecal, intratumoral o inyeccién en una cavidad de
reseccion tumoral. La administracion también se puede realizar, por ejemplo, una vez, una pluralidad de veces y/o
durante uno o mas periodos prolongados.

Un "anticuerpo” (Ab) incluira, sin limitacién, una glucoproteina inmunoglobulina (Ig) que se une especificamente a un
antigeno y comprende al menos dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) interconectadas por enlaces
disulfuro, o una porcién de unién a antigeno de la misma. Cada cadena H comprende una regién variable de cadena
pesada (abreviada en el presente documento como Vu) y una regién constante de cadena pesada. La regidn constante
de cadena pesada de un Ab IgG comprende tres dominios constantes, Cx1, Co ¥ CHs. Cada cadena ligera comprende
una regién variable de cadena ligera (abreviada en el presente documento como V) y una regién constante de cadena
ligera. La regi6én constante de cadena ligera de un Ab IgG comprende un dominio constante, C;.. Las regiones Vuy Vi
pueden subdividirse ademas en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan méas conservadas, denominadas regiones marco
conservadas (FR). Cada Vyy Vi comprende tres CDR y cuatro FR, dispuestas del extremo amino al extremo carboxilo
en el siguiente orden: FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Las regiones variables de las cadenas pesadas y
ligeras contienen un dominio de unién que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los Ab pueden
mediar en la unién de la inmunoglobulina con los tejidos o factores del hospedador, incluyendo diversas células del
sistema inmunitario (por ejemplo, células efectoras) y el primer componente (C1q) del sistema del complemento
clasico.

Una inmunoglobulina puede derivar de cualquiera de los isotipos habitualmente conocidos, incluyendo, pero sin
limitacion, IgA, IgA secretora, IgG e IgM. Las subclases de IgG también son bien conocidas por los expertos en la
materia e incluyen, pero sin limitacién, las 19G1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 humanas. "Isotipo"” se refiere a la clase o subclase
de Ab (por ejemplo, IgM, 19G1 o IgG4) que esta codificada por los genes de la regidén constante de cadena pesada. El
término "anticuerpo" incluye, a modo de ejemplo, Ab tanto de origen natural como de origen no natural, Ab
monoclonales y policlonales; Ab quiméricos y humanizados; Ab humanos y no humanos; Ab totalmente sintéticos; y
An monocatenarios. Un Ab no humano puede humanizarse mediante métodos recombinantes para reducir su
inmunogenicidad en el hombre. Cuando no se indique expresamente, y a menos que el contexto indique otra cosa, el
término "anticuerpo" también incluye un fragmento de unién a antigeno o una porcién de unién a antigeno de
cualquiera de las inmunoglobulinas mencionadas anteriormente e incluye un fragmento o porcién monovalente y uno
divalente y un Ab monocatenario.

Un Ab "aislado" se refiere a un Ab que esta sustancialmente exento otros Ab que tienen diferentes especificidades
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antigénicas (por ejemplo, un Ab aislado que se une especificamente a CXCR4 esté sustancialmente exento de Ab que
se unen especificamente a antigenos distintos de CXCR4). Un Ab aislado que se une especificamente a, por ejemplo,
CXCR4 humano puede, sin embargo, tener reactividad cruzada con otros antigenos, tales como moléculas de CXCR4
de otras especies. Por otra parte, un Ab "aislado" también puede referirse a un Ab que esté purificado para estar
sustancialmente exento de otro material celular y/o productos quimicos.

La expresidn "anticuerpo monoclonal" (mAb) se refiere a una preparacién de origen no natural de moléculas de Ab de
composicién molecular Gnica, es decir, moléculas de Ab cuyas secuencias primarias son esencialmente idénticas, que
presenta una Unica especificidad de unién y afinidad por un epitopo particular. Un mAb es un ejemplo de un Ab aislado.
Los mAb se pueden producir mediante la técnica del hibridoma, recombinante, transgénica u otras técnicas conocidas
por los expertos en la materia.

Un anticuerpo "quimérico" se refiere a un Ab en el que las regiones variables derivan de una especie y las regiones
constantes derivan de otra especie, tal como un Ab en el que las regiones variables derivan de un Ab de ratén y las
regiones constantes derivan de un Ab humano.

Un mAb "humano" (HUMADb) se refiere a un mAb que tiene regiones variables en las que tanto las regiones marco
conservadas como las CDR derivan de secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana. Ademas, si el
Ab contiene una regién constante, la regién constante también deriva de secuencias de inmunoglobulina de la estirpe
germinal humana. Los Ab humanos de la invencién pueden incluir restos de aminoéacidos no codificados por
secuencias de inmunoglobulina de la estirpe germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis
aleatoria o especifica de sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, el término Ab "humano", como se
usa en el presente documento, no pretende incluir Ab en los que las secuencias de las CDR derivadas de la estirpe
germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, se han injertado en secuencias marco humanas. Las
expresiones Ab "humanos" y Ab "totalmente humanos" se usan como sinénimos.

Un mAb "humanizado"” se refiere a un mAb en el que algunos, la mayoria o todos los aminoacidos fuera de los dominios
CDR de un mAb no humano se reemplazan por aminoacidos correspondientes derivados de inmunoglobulinas
humanas. En una realizacién de una forma humanizada de un Ab, algunos, la mayoria o todos los aminoéacidos fuera
de los dominios CDR se han reemplazado por aminoacidos de inmunoglobulinas humanas, mientras que algunos, la
mayoria o todos los aminoacidos dentro de una o mas regiones CDR permanecen sin cambios. Pequefias adiciones,
supresiones, inserciones, sustituciones o modificaciones de aminoacidos son permisibles siempre que no anulen la
capacidad del Ab para unirse a un antigeno particular. Un Ab "humanizado" conserva una especificidad antigénica
similar a la del Ab original.

Un Ab "anti-antigeno" se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno. Por ejemplo, un Ab anti-
CXCR4 es un Ab que se une especificamente a CXCRA4.

Una "porcidn de unién a antigeno" de un Ab (también llamada "fragmento de unién a antigeno") se refiere a uno o mas
fragmentos de un Ab que conservan la capacidad de unirse especificamente al antigeno al que se une el Ab completo.

Un "cancer" se refiere a un amplio grupo de diversas enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado
de células anémalas en el cuerpo. La divisién y el crecimiento celular no regulados dan como resultado la formacién
de tumores malignos que invaden los tejidos vecinos y también pueden hacer metastasis en partes distantes del
cuerpo a través del sistema linfatico o del torrente sanguineo.

"Receptor 4 de quimiocina C-X-C" (CXCR4; conocido también en la técnica como, por ejemplo, LESTR, Fusina o
CD184) se refiere a un receptor acoplado a proteina G 7-transmembrana expresado en leucocitos, plaquetas y otras
células no hematopoyéticas que componen el microambiente estromatico del tumor. También se sobreexpresa en la
mayoria de los canceres humanos y en Treg y MDSC. CXCR4 se une a un Unico ligando, CXCL12. El término
"CXCR4", como se usa en el presente documento, incluye CXCR4 humano (hCXCR4), variantes, isoformas y
homélogos de especies de hCXCR4, y anéalogos que tienen al menos un epitopo comln con hCXCR4. La secuencia
completa de aminoacidos de hCXCR4 se puede encontrar en GENBANK® No. de acceso CAA12166 y se expone en
SEQ ID NO: 43.

El término "inmunoterapia" se refiere al tratamiento de un sujeto afectado por o en riesgo de contraer o padecer una
reaparicién de, una enfermedad mediante un método que comprende inducir, potenciar, suprimir o modificar de otro
modo una respuesta inmunitaria. "Tratamiento" o "terapia" de un sujeto se refiere a cualquier tipo de intervencién o
proceso realizado sobre, incluyendo la administracion de un agente activo a, el sujeto con el objetivo de revertir, aliviar,
mejorar, inhibir, ralentizar o prevenir la aparicién, la progresion, el desarrollo, la gravedad o la reaparicién de un
sintoma, complicacién o afeccién, o indicios bioquimicos asociados a una enfermedad.

Un "sujeto" incluye cualquier ser humano o animal no humano. La expresién "animal no humano" incluye, pero sin
limitacion, vertebrados, tales como primates no humanos, ovejas, perros y roedores tales como ratones, ratas y
cobayas. En realizaciones preferidas, el sujeto es un ser humano. Los términos "sujeto" y "paciente" se usan
indistintamente en el presente documento.
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Una "cantidad terapéuticamente eficaz" o "dosificacién terapéuticamente eficaz" de un farmaco o agente terapéutico
es cualquier cantidad del farmaco o agente que, cuando se usa solo 0 en combinacién con otro agente terapéutico,
protege a un sujeto contra la aparicién contra una enfermedad o promueve la regresién de la enfermedad evidenciada
por una disminucién de la gravedad de los sintomas de la enfermedad, un aumento de la frecuencia y la duracién de
los periodos sin sintomas de la enfermedad o una prevencién o reduccién del deterioro o la discapacidad debidos a la
enfermedad. Ademas, los términos "eficaz" y "eficacia", con respecto a un tratamiento, incluyen tanto la eficacia
farmacolégica como la seguridad fisiolégica. La eficacia farmacolégica se refiere a la capacidad del farmaco para
promover la regresion de la enfermedad, por ejemplo, la regresion del céncer, en el paciente. La seguridad fisiolégica
se refiere a un nivel aceptable de toxicidad, u otros efectos fisiolégicos adversos a nivel celular, de 6rgano y/o de
organismo (efectos adversos) resultado de la administraciéon del farmaco. La eficacia de un agente terapéutico se
puede evaluar usando una diversidad de métodos conocidos por el profesional experto, tal como sometiendo a ensayo
la actividad del agente en ensayos in vitro, en sistemas de modelos animales predictivos de eficacia en seres humanos,
0 en sujetos humanos durante ensayos clinicos.

A modo de ejemplo para el tratamiento de tumores, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente antineoplasico
preferentemente inhibe el crecimiento celular o el crecimiento tumoral en al menos aproximadamente el 20 %, més
preferentemente en al menos aproximadamente el 40 %, incluso mas preferentemente en al menos aproximadamente
el 60 %, y todavia mas preferentemente en al menos aproximadamente el 80 % con respecto a los sujetos sin tratar.
En otras realizaciones preferidas de la invencion, puede observarse regresion tumoral y continuar durante un periodo
de al menos aproximadamente 20 dias, mas preferentemente, al menos aproximadamente 40 dias o incluso mas
preferentemente, al menos aproximadamente 60 dias. A pesar de estas mediciones en Ultima instancia de la eficacia
terapéutica, la evaluacién de los farmacos inmunoterapicos también debe tener en cuenta los patrones de respuesta
"relacionados con el sistema inmunitario".

Una cantidad terapéuticamente eficaz de un farmaco incluye una cantidad profilacticamente eficaz, que es cualquier
cantidad del farmaco que, cuando se administra solo o en combinacién con otro agente terapéutico a un sujeto en
riesgo de desarrollar una enfermedad (por ejemplo, un sujeto que padece una afecciéon premaligna y que corre riesgo
de desarrollar un cancer) o de padecer una reapariciéon de la enfermedad, inhibe el desarrollo o la reaparicién de la
enfermedad (por ejemplo, un cancer). En realizaciones preferidas, la cantidad profilacticamente eficaz previene el
desarrollo o la reaparicién del cancer por completo. "Inhibir" el desarrollo o la reaparicion de una enfermedad significa
disminuir la probabilidad de desarrollo o reaparicion de la enfermedad o prevenir el desarrollo o la reaparicién de la
enfermedad por completo.

El uso de la alternativa (por ejemplo, "0") debe entenderse que significa una u otra, ambas o cualquier combinacién
de las alternativas. Como se usan en el presente documento, debe entenderse que los articulos indefinidos "un" o
"uno/a" se refieren a "uno o mas" de cualquier componente citado o enumerado.

El término "aproximadamente" se refiere a un valor numérico, composicién o caracteristica que estd dentro de un
intervalo de error aceptable para el valor, composicién o caracteristica particular determinado por un experto en la
materia, lo que dependera en parte de cdmo se mida o determine el valor, composicidén o caracteristica, es decir, las
limitaciones del sistema de medicién. Por ejemplo, "aproximadamente" puede significar dentro de 1 o dentro de més
de 1 desviacién tipica segun la practica en la técnica. Como alternativa, puede significar un intervalo de mas o menos
el 20 %, mas por lo general un intervalo de mas o menos el 10 %. Cuando se proporcionan valores, composiciones o
caracteristicas particulares en la solicitud y las reivindicaciones, a menos que se indique otra cosa, se debe suponer
que el significado de "aproximadamente" esta dentro de un intervalo de error aceptable para ese valor, composicién o
caracteristica particular. En las frecuencias de dosificacién en las pautas de administracién de farmacos, las
expresiones "una vez aproximadamente cada semana", "una vez aproximadamente cada dos semanas”, o cualesquier
otras expresiones de intervalos de dosificacién similares, como se usan en el presente documento, significan nimeros
aproximados. Por ejemplo, "una vez aproximadamente cada semana" puede incluir cada 7 dias * un dia, es decir, de
cada 6 dias a cada 8 dias. "Una vez aproximadamente cada 2 semanas" puede incluir cada 14 dias + 3 dias, es decir,
de cada 11 dias a cada 17 dias. Se aplican aproximaciones similares, por ejemplo, a una vez aproximadamente cada
3 semanas, una vez aproximadamente cada 4 semanas o una vez aproximadamente cada mes.

La expresion "sustancialmente igual' o "esencialmente igual" se refiere a un grado suficientemente alto de similitud
entre dos o mas valores numéricos, composiciones o caracteristicas de manera que un experto en la materia
consideraria la diferencia entre estos valores, composiciones o caracteristicas de poca o ninguna significacién
biolégica y/o estadistica dentro del contexto de la propiedad que se estd midiendo. La diferencia entre los valores
numéricos que se estdn midiendo puede ser, por ejemplo, inferior a aproximadamente el 30 %, preferentemente
inferior a aproximadamente el 20 % y, mas preferentemente, inferior a aproximadamente el 10 %.

Como se describe en el presente documento, cualquier intervalo de concentraciones, intervalo de porcentajes,
intervalo de relaciones o intervalo de nimeros enteros se entiende que incluye el valor de cualquier nimero entero
dentro del intervalo citado y, cuando sea adecuado, fracciones del mismo (tal como una décima y una centésima de
un nimero entero), a menos que se indique otra cosa.
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Se describen diversos aspectos de la invencién con mas detalle en las siguientes subsecciones.
Usos terapéuticos

Los sarcomas, incluyendo principalmente el sarcoma de Ewing, el osteosarcoma y los sarcomas de tejidos blandos,
son un grupo de tumores relativamente raros de origen mesenquimatico (Stiller et al., 2013). A pesar de su baja
incidencia entre las neoplasias malignas humanas y los avances en la quimioterapia adyuvante y la reseccion
quirargica amplia, el pronéstico sigue siendo malo, principalmente debido a la alta propensiéon a metastasis
pulmonares, que es la principal causa de mortalidad en pacientes con sarcomas.

Se ha demostrado que las quimiocinas y su interacciéon con sus correspondientes receptores desempefian una funcién
fundamental en los mecanismos de desarrollo del cancer y la aparicién de metéstasis (Vela et al., 2015). Los niveles
de expresién de quimiocinas y sus receptores estan alterados en las células malignas. Este es el caso de CXCR4, el
receptor de quimiocinas que se sobreexpresa con mayor frecuencia en las células tumorales. La interaccién de CXCR4
con su ligando, CXCL12, activa una cascada de sefializacién celular que promueve la supervivencia, la proliferacién,
la adhesién y la migracién de las células tumorales que lo expresan. Todo esto puede provocar la recaida del tumor
primario, y un aumento de su capacidad para generar metastasis a distancia en 6rganos en los que se secreta el
ligando, especialmente la médula 6sea y los pulmones (Chatterjee et al,, 2014; Duda et al., 2011).

La usurpacion de las vias de sefializacién de CXCL12/CXCR4 por parte de las células tumorales para la metastasis y
la proteccién contra la apoptosis identific6 hace mucho tiempo el bloqueo de este eje como una oportunidad novedosa
para la terapia contra el cancer. Un informe pionero de Muller et al. (2001) demostré la relevancia in vivo de CXCR4
como diana para la terapia contra el céncer, vinculando la expresién de CXCR4 en carcinomas de mama con su
capacidad para generar metastasis regionales en los ganglios linfaticos y los pulmones. Estos datos fueron
respaldados por experimentos en los que se usé un mAb anti-CXCR4 humano murino neutralizante, Clon 44717.111,
condujo a una disminucién significativa en las metéstasis en ganglios linfaticos pulmonares, inguinales y axilares.
Posteriormente, se obtuvieron resultados similares tratando xenoinjertos de un linfoma no Hodgkin humano (Bertolini
et al., 2002) y de una leucemia mieloide aguda humana primaria (Tavor et al., 2004) con otro Ab anti-CXCR4 humano
murino (Clon 12G5). En ambos modelos, se publicé una reduccién significativa en la progresién tumoral. En
xenoinjertos de cancer de endometrio, el tratamiento con mAb 12G5 condujo a una inhibicion completa de las
metéastasis espontaneas en el higado y el pulmén, y a una disminucién de 28 veces en el indice metastasico en el
peritoneo (Gelmini et al.,, 2009). De manera interesante, en el modelo de xenoinjerto de osteosarcoma humano
intratibial, el mAb 12G5 redujo la diseminacién metastasica al pulmén (Brennecke et al.,, 2014).

Se han usado en ensayos clinicos linfocitos NK transferidos adoptivamente, principalmente linfocitos NK en reposo
(Rubnitz et al., 2010; Curti et al., 2011) o linfocitos NK cocultivados con IL-2 (Bachanova et al., 2014; Shi et al., 2013,
Molinero et al., 2005). El uso de linfocitos NK activados y expandidos cocultivados con células presentadoras de
antigenos de origen humano es una alternativa emergente (Szmania et al., 2015; Leivas et al., 2016; Ishikawa et al,,
2004; Vela et al., 2018). Los resultados de estos ensayos muestran que los NKAE tanto autélogos como haploidénticos
son una terapia segura sin efectos adversos graves y es un enfoque factible para el tratamiento de diferentes tipos de
cancer.

Los datos presentados en el presente documento, demuestran que el ulocuplumab, un mAb humano que bloquea el
eje CXCR4/CXCL12, reduce eficientemente el indice de migracion e invasion de las células RH30 de
rabdomiosarcoma metastasico en experimentos /in vitro, pero requiere la combinacién de ulocuplumab con linfocitos
NKAE para anular por completo la migracién y la invasién. Andlogamente, en experimentos in vivo, fue necesaria la
combinacién de la terapia con ulocuplumab y NKAE para eliminar no sélo el crecimiento de los tumores RH30
implantados, sino también su capacidad de diseminacién, suprimiendo la formacién de micrometastasis pulmonares.
En consecuencia, esta divulgacidén proporciona una combinacién de cantidades terapéuticamente eficaces de: (a) una
poblacién aislada de linfocitos NK, preferentemente, linfocitos NKAE; y (b) un Ab aislado o una porcién de unién a
antigeno del mismo que se une especificamente a CXCR4 expresado en la superficie de una célula cancerosa para
sSu uso en un método para tratar a un sujeto que padece un cancer que comprende administrar al sujeto la poblacién
aislada de linfocitos NK y el Ab aislado o una porcién de unién a antigeno del mismo. En realizaciones preferidas de
cualquiera de los presentes usos médicos, el sujeto es un paciente humano.

Como se muestra en el Ejemplo 3, un Ab anti-CXCR4 (ulocuplumab) y la terapia con linfocitos NKAE, administrados
como monoterapia, redujeron cada uno potentemente tanto la migracién de las células de rabdomiosarcoma alveolar
RH30 hacia CXCL12 in vitro (Figura 3B) como la capacidad de invasién de estas células in vitro (Figura 3C). En
particular, la combinacién de un anticuerpo anti-CXCR4 y la terapia con células NKAE presenté un nivel de inhibicién
de la migracién y la invasién de las células RH30 incluso mayor, es decir, el anticuerpo anti-CXCR4 interactué
sinérgicamente con la terapia con linfocitos NKAE para anular totalmente tanto la migracién como la invasién (Figuras
3By C). Una combinacién de dos terapias se considera sinérgica si el efecto antitumoral de la combinacién es mayor
que el efecto observado con la monoterapia usando el tratamiento mas eficaz o mayor que la suma del nivel de
inhibicién que presenta cada tratamiento individualmente. Se ha demostrado que el Ab anti-CXCR4, ulocuplumab,
inhibe directamente el crecimiento y la proliferacién e induce la apoptosis de células cancerosas (documento WO
2008/060367; documento WO 2013/071068; Kuhne et al., 2013) y estas propiedades inhibidoras de tumores pueden
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contribuir a la eficacia de la terapia de combinacién desvelada en el presente documento.

Se demostrd un efecto sinérgico similar entre el anticuerpo anti-CXCR4 y la terapia con linfocitos NKAE in vivo
(Ejemplo 4). La actividad antitumoral de un Ab anti-CXCR4 y la terapia con linfocitos NKAE, administrados como
monoterapia 0 en combinacién, se midié en un modelo de ratén de rabdomiosarcoma alveolar RH30. El ulocuplumab
presenté un efecto inhibidor moderado sobre el crecimiento tumoral, mientras que la terapia con linfocitos NKAE inhibid
totalmente el crecimiento tumoral en este modelo de tumor en ratén (Figura 4). Sin embargo, el analisis por qRT-PCR
(Figura 5) y la tincién inmunohistoquimica y la hibridacién in situ (Figura 6) revelaron micrometéstasis pulmonar de
RH30 en los ratones tratados con NKAE. La terapia con NKAE tuvo solamente un efecto muy modesto sobre la
metéastasis pulmonar, mientras que el ulocuplumab tuvo un efecto mas pronunciado (Figura 5), pero la combinacion
de ambas terapias presenté un fuerte efecto sinérgico en la metéastasis pulmonar elimindndola totalmente (Figuras 5

y 6).
Poblacién de linfocitos NK

Se han propuesto diversas estrategias terapéuticas y de vacuna basadas en una modulacién de la actividad de los
linfocitos NK. Sin embargo, la actividad de los linfocitos NK esta regulada por mecanismos complejos que implican
sefiales tanto estimuladoras como inhibidoras. Un conjunto importante de receptores reguladores es la familia de
receptores similares a inmunoglobulinas de linfocitos citoliticos (KIR) restringidos por HLA de clase | que comprende
miembros de la familia tanto inhibidores como activadores que reconocen variantes alotipicas de los alelos HLA de
clase | como ligandos de KIR (KIRL). Los linfocitos NK de un solo individuo generalmente expresan diferentes
combinaciones de KIR, proporcionando un repertorio de linfocitos NK con diferentes especificidades para las
moléculas HLA de clase I.

Los receptores de activacion de linfocitos citoliticos (KAR) unidos a la membrana trabajan junto con los KIR para
regular la funcién de los linfocitos NK (Lanier, 2005). Inicialmente se pensé que sé6lo habia un KAR y un KIR (modelo
de dos receptores), pero durante la Ultima década, se han descubierto multiples KAR y KIR diferentes (modelo de
sefiales opuestas), tales como los receptores activadores NKp46 y NKG2D y los receptores inhibidores KIR2DL (véase
la Tabla 1). Muchos canceres humanos expresan ligandos de NKG2D (NKG2DL) (Nausch y Cerwenka, 2008; Pérez-
Martinez et al., 2012; Fernandez et al., 2013). De hecho, recientemente se ha demostrado que el efecto antitumoral
mediado por la interaccién NKG2D/NKG2DL se dirige principalmente a células iniciadoras de tumores o células madre
tumorales, tanto en modelos de mieloma multiple como de sarcoma (Fernandez et al., 2015). Se ha postulado que el
patrén de ligandos activadores/inhibidores encontrados en un tumor puede ser un elemento clave en la prediccién de
su respuesta a la terapia con linfocitos NK.

Tabla 1. Sumario de receptores activadores (KAR) e inhibidores (KIR) en linfocitos NK

Receptor Funcién Ligandos

KIR (CD158) Activador o Inhibidor Moléculas de MHC de clase |
NKG2D (CD314) Activador MICA, MICB, ULBP1-6

DNAM1 (CD226) Activador PVRL2 (CD112), PVR (CD155)
NKp46 (CD335) Activador Heparéan sulfato, hemaglutinina, etc.
NKp44 (CD336) Activador Heparan sulfato, PCNC, etc.
NKp30 (CD337) Activador B7-H6, etc.

PD-1 (CD279) Inhibidor PD-L1, PD-L2

4-1BB (CD137) Activador 4-1BBL

Los linfocitos NK pueden destruir células leucémicas y se han administrado en el contexto de un trasplante de células
madre hematopoyéticas o después de una terapia inmunosupresora no mieloablativa para potenciar el efecto de la
quimioterapia en pacientes con leucemia aguda, obteniendo resultados alentadores (Hsu et al., 2005; Miller et al,,
2005; Rubnitz et al., 2010). En el estudio de Miller et al., 5 de 19 pacientes con leucemia mieloide aguda (LMA) de mal
prondstico lograron una remisién completa después de la terapia con linfocitos NK haploidénticos. Los resultados
fueron incluso mejores en el estudio de Rubnitz et al. (2010), que publicaron una remisién del 100 % en 10 pacientes
con LMA de riesgo intermedio y bajo.

Los linfocitos NK también pueden lisar células malignas no hematopoyéticas, como lo demuestran los informes que
indican citotoxicidad de los linfocitos NK contra estirpes celulares de sarcoma de Ewing, neuroblastoma, osteosarcoma
y carcinoma hepatocelular in vitro e in vivo (Fernandez et al., 2015; Cho et al., 2010; Verhoeven et al., 2008; Pérez-
Martinez et al., 2015b; Kamiya et al., 2016). Adicionalmente, los datos clinicos sugieren que los linfocitos NK de
donantes haploidénticos pueden ejercer actividad antitumoral en nifios con tumores sélidos sometidos a un trasplante
alégeno de células madre hematopoyéticas basédndose parcialmente en un efecto de aloinjerto frente a tumor asociado
al emparejamiento erréneo donante-receptor KIR-HLA (Pérez-Martinez et al., 2009; Pérez-Martinez et al., 2015a).

Los presentes métodos combinan la citotoxicidad demostrada de los linfocitos NK contra tumores con el bloqueo de
la sefializacién CXCR4/CXCL12 mediante un Ab anti-CXCR4. En determinadas realizaciones preferidas de los usos
terapéuticos desvelados en el presente documento, la poblacién de linfocitos NK comprende linfocitos NKAE. La IL-2
y otras citocinas, incluyendo IL-12, IL-15 y/o IL-21 pueden inducir respuestas proliferativas en linfocitos NK humanos,
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pero sélo una pequefia fraccién mantiene un crecimiento continuo (London et al., 1986; Lanier et al.,, 1988). Se ha
demostrado que las expansiones sostenidas de linfocitos NK requieren sefiales adicionales, tales como la presencia
de células B-linfoblastoides (London et al., 1986; Rabinowich et al., 1991; Igarashi et al., 2004). Se han desarrollado
métodos que permiten la activacién y la expansién especificas de linfocitos NK humanas a partir de sangre periférica,
por ejemplo, métodos basados en el uso de células K562 modificadas genéticamente como alimentador de células
mononucleares periféricas de donantes sanos permitiendo la expansidn y la activaciéon de la poblacién de linfocitos
NK (Imai et al., 2005; Fujisaki et al., 2009; Somanchiy Lee, 20186).

En determinadas realizaciones de la invencién desvelada, los linfocitos NKAE se producen mediante el cocultivo de
células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes sanos con (i) células B-linfoblastoides irradiadas
modificadas para expresar una forma unida a membrana de una citocina activadora tal como la interleucina-15 (IL-15)
o la interleucina-21 (IL-21), e (ii) interleucina-2 (IL-2). En determinadas realizaciones preferidas, las células B-
linfoblastoides son células K562-mb15-41BBL (Fujisaki et al., 2009). La estirpe celular K562-mb15-41BBL carece de
ligandos de MHC-I para los receptores de los linfocitos NK inhibidores KIR y comprende células K562 modificadas
para expresar una forma unida a membrana de la citocina activadora de NK IL-15 y el ligando activador CD137 para
el receptor 4-1BB en los linfocitos NK. En los experimentos descritos en el presente documento (véanse los Ejemplos
3y 4), se obtuvieron linfocitos NKAE cocultivando PBMC de donantes sanos con células K562-mb15-41BBL (Fujisaki
et al., 2009) e IL-2 (véase el Ejemplo 3). En otras realizaciones preferidas, las células B-linfoblastoides utilizadas para
preparar linfocitos NKAE son células K562 mb.IL21 (Somanchi y Lee, 2016), que comprenden células K562
modificadas para expresar una forma unida a membrana de IL-21.

Ab anti-CXCR4 adecuados para su uso en los métodos desvelados

La presente invencién proporciona un enfoque inmunoterdpico novedoso para tratar el cancer, incluyendo el cancer
metastasico, combinando la terapia anti-CXCR4 con la citotoxicidad demostrada de los linfocitos NK contra los tumores
in vitro y in vivo. Este uso de terapia de combinacién emplea un Ab anti-CXCR4 para bloquear la sefializacién de
CXCR4/CXCL12, alterando de este modo las interacciones tumor-estroma, sensibilizando las células del sarcoma a
la citotoxicidad de los linfocitos NK y reduciendo el crecimiento tumoral y la carga metastasica.

CXCR4 se sobreexpresa en mas de 23 canceres humanos y su sobreexpresion contribuye al crecimiento tumoral, la
invasién, la angiogénesis, la metéstasis, la recaida y la resistencia terapéutica. Los ejemplos no limitantes de tipos de
cancer asociados a la expresién de CXCR4 o la via CXCR4/CXCL12 incluyen tumores sélidos tales como el cancer
de mama (Dewan et al., 2006), de ovario (Kajiyama et al., 2008), de préstata (Hirata et a/., 2007; Miki et a/., 2007), de
pulmén (Cavallaro, 2013; Gangadhar et al., 2010), de pancreas (Billadeau et a/., 2006), de rifién (Jones et al., 2007,
Pan et al., 2006), bucal (Ishikawa et al., 2006; Onoue et al., 2006), esofagico (Wu et al., 2014), gastrico (Han et al.,
2014), colorrectal (Lv et al., 2014), de higado (Schimanski et al., 2006), de cerebro (Bian et al., 2007) y de tiroides (De
Falco). et al., 2007), melanoma (Scala et al., 2005), rabdomiosarcoma (Libura et al., 2002) y osteosarcoma (Laverdiere
et al., 2005), asi como neoplasias hematicas tales como la leucemia linfoblastica aguda (Crazzolara et al., 2001), la
leucemia mieloide aguda (Kalinkovich et al., 2006), el mieloma multiple (Alsayed). et al., 2007; Azab et al., 2009) y la
leucemia mieloide crénica (Jin et al., 2008).

La interaccién entre CXCR4 y CXCL12 es esencial para migrar de forma dirigida y mantener las células madre
hematopoyéticas dentro del microambiente de la MO (Mohle et al., 1998). Se ha estudiado ampliamente la importancia
pronéstica de CXCR4 en pacientes con sarcomas de huesos y tejidos blandos. En determinadas situaciones se ha
establecido una correlacién inversa entre la expresion de CXCR4 y el pronéstico o la supervivencia del paciente y, en
estudios clinicos, se ha asociado CXCR4 a una mayor propensién a metastasis y una menor supervivencia. En un
metaandlisis reciente, que incluye 12 estudios con 997 pacientes con sarcoma, se descubrié que la expresion de
CXCR4 se asociaba significativamente a una supervivencia global escasa (RRI 2,37; IC del 95 %: 1,86-3,01; P <
0,001). En cuanto a las caracteristicas clinico-patoldgicas, la expresién de CXCR4 se asocié significativamente a una
mayor tasa de metastasis (RP 6,97; IC del 95 %: 2,28-21,31; P = 0,001) y estadio tumoral mas alto (RP 7,55; IC del
95 %: 1,25-45,47; P = 0,027) (Li et al., 2015)). En la cohorte corta de pacientes pediatricos con rabdomiosarcoma
descrita en el Ejemplo 5, existe una ligera correlacién entre una mayor expresién de CXCR4 en el momento del
diagnéstico y la recaida y el desenlace fatal. Las células iniciadoras de tumores (TIC) son una subpoblacién de células
tumorales quimiorresistentes que se ha demostrado que provocan reaparicion y metastasis tumorales, y la regulacion
positiva de CXCR4 es una de las caracteristicas distintivas de estas células (Duda et al, 2011). Se observd
consistentemente que los tumores que auln crecen después de la quimioterapia y los que aparecen después de un
enfoque combinado quirdrgico y quimioterapico son los que expresan claramente los niveles mas altos de CXCR4
(Figura 7C). Por lo tanto, dirigirse a las TIC y eliminarlas son prioridades para el desarrollo de nuevos paradigmas
terapéuticos.

El Ejemplo 1 muestra que, entre seis estirpes celulares de sarcoma diferentes sometidas a ensayo, la estirpe celular
de rabdomiosarcoma alveolar RH30 mostrd el nivel mas alto de expresion de CXCR4 (Figura 1), simultdneamente con
el mayor indice de migracién e invasiéon hacia CXCL12 (Figura 2). La metéastasis se produce en el 20-55 % de los
pacientes con sarcoma y, como otros canceres (Chaffer y Weinberg, 2011; Seyfried y Huysentruyt, 2013), sigue siendo
la principal causa de muerte. Aunque la eficacia de la combinacién de NKAE mas anti-CXCR4 se ha demostrado en
el presente documento con una estirpe celular de rabdomiosarcoma, un experto en la materia reconoceria facilmente
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que los presentes usos médicos para tratar el cancer son aplicables a cualquier cancer que sobreexprese CXCR4.

Los Ab anti-CXCR4 adecuados para su uso en los métodos desvelados son Ab o porciones de unidén a antigeno de
los mismos que se unen especificamente a CXCR4 con alta especificidad y afinidad. En determinadas realizaciones
preferidas, el Ab o porcidén de unién a antigeno del mismo es un mAb o una porcién de unién a antigeno del mismo.
En determinadas realizaciones, el Ab anti-CXCR4 o porcién de unién a antigeno del mismo es un Ab quimérico,
preferentemente un Ab humanizado o, mas preferentemente, un Ab humano o una porcién del mismo. Dichos mAb
quiméricos, humanizados o humanos pueden prepararse y aislarse mediante métodos bien conocidos en la técnica,
por ejemplo, como se describe en el documento WO 2008/060367. En realizaciones preferidas, el sujeto es un ser
humano y el Ab o fragmento del mismo se une a un receptor CXCR4 humano. En realizaciones preferidas adicionales,
el Ab anti-CXCR4 o porcién de unién a antigeno del mismo bloquea la unién de CXCR4 y CXCL12 e inhibe la actividad
de CXCR4, es decir, el Ab o porcidn de unién a antigeno del mismo altera la interaccion entre CXCR4 y CXCL12 e
inhibe la sefializacién de CXCR4/CXCL12. En otras realizaciones determinadas, el Ab anti-CXCR4 o porcién de unién
a antigeno del mismo induce la apoptosis y/o inhibe el crecimiento de células tumorales CXCR4" in vivo (como se
describe en el documento WO 2013/071068).

Los mAb anti-CXCR4 que se unen especificamente a CXCR4 con alta afinidad, especificamente los mAb F7GL
(ulocuplumab; también designado anteriormente BMS-936564 y MDX-1338), F7, F9, FOGL, D1, D1GL, E2 y E2GL, se
han ejemplificado y descrito en detalle en el documento WO 2008/060367. También se describen métodos de uso de
estos Ab para tratar neoplasias malignas heméticas, por ejemplo, en los documentos WO 2008/060367, WO
2013/071068 y WO 2015/069874. Otros mAb anti-CXCR4, que son adecuados para su uso en los presentes métodos
terapéuticos en combinacién con linfocitos NKAE, se han descrito en, por ejemplo, los documentos WO 2008/142303,
WO 2010/037831, WO 2009/140124, WO 2013/013025 y la Publicacién de los EE.UU. N.° 2015/0037328.

Los Ab anti-CXCR4 adecuados para su uso en los presentes métodos presentan preferentemente una o mas de las
siguientes caracteristicas que son deseables para aplicaciones terapéuticas: (a) unidén con alta afinidad a CXCR4
humano expresado en una superficie celular; (b) inhibicién de la unién de SDF-1 a CXCRA4; (c) inhibicidn del flujo de
calcio inducido por SDF-1 en células que expresan CXCR4; (d) inhibicién de la migracién inducida por SDF-1 de
células que expresan CXCR4; (e) inhibicién de la formacién de tubos capilares por células endoteliales de la vena
umbilical humana; (f) induccion de la apoptosis en células que expresan CXCR4; (g) inhibicién de la proliferaciéon de
células tumorales CXCR4* jn vitro; (h) inhibicion de la proliferacion de células tumorales CXCR4* y/o induccién de la
apoptosis de células tumorales CXCR4* in vivo, (i) inhibicién de las metastasis de células tumorales CXCR4"; y (j)
aumento del tiempo de supervivencia de un sujeto portador de tumor CXCR4*.

Se ha demostrado que los mAb anti-CXCR4 desvelados en el documento WO 2008/060367, que son adecuados para
su uso en los presentes métodos, presentan una o mas de las siguientes caracteristicas: (a) unién a CXCR4 humano
en una superficie de una célula con una CEsg de menos de aproximadamente 100 nM (por ejemplo, aproximadamente
20-80 nM); (b) inhibicién de la unién de CXCL12 a CXCR4 con una CEsg igual o inferior a aproximadamente 30 nM
(por ejemplo, aproximadamente 1-30 nM); (c) inhibiciéon del flujo de calcio inducido por CXCL12 en células que
expresan CXCR4 con una CEsg igual o inferior a aproximadamente 1 nM (por ejemplo, aproximadamente 0,1-1,0 nM);
(d) inhibicién de la migracién inducida por CXCL12 de células que expresan CXCR4 con una CEsg igual o inferior a
aproximadamente 20 nM (por ejemplo, aproximadamente 10-20 nM); (e) inhibicién de la formacién de tubos capilares
por células endoteliales de la vena umbilical humana; (f) induccidén de la apoptosis en células que expresan CXCR4;
(g) inhibicién de la proliferacién de células tumorales CXCR4* jn vitro; (h) inhibiciéon de la proliferacién de células
tumorales CXCR4" y/o induccién de la apoptosis de células tumorales CXCR4* in vivo; (i) inhibicion de las metastasis
de células tumorales CXCR4*; y (j) aumento del tiempo de supervivencia de un sujeto portador de tumor CXCR4*.

Los Ab anti-CXCR4 utilizables en los métodos de la presente invencién incluyen mAb que se unen especificamente a
CXCR4 humano expresado en una superficie celular con alta afinidad, por ejemplo, con una Kp de 1 x 10® M o menos
segun se determind mediante resonancia de plasmon superficial (SPR), preferentemente con una Kp de 5 x 10° M o
menos, y presentan al menos cinco, y preferentemente todas, las demas caracteristicas anteriores.

Por ejemplo, un Ab anti-CXCR4 adecuado para su uso en los métodos de tratamiento descritos (a) se une a CXCR4
humano con una Kp de aproximadamente 5 x 10°a 1 x 1019 M, segln se determiné mediante resonancia de plasmoén
superficial (Biacore); (b) inhibe la unién de CXCL12 a CXCR4 con una CEsg de menos de aproximadamente 10 nM
(por ejemplo, aproximadamente 1-10 nM); (c) induce la apoptosis en células que expresan CXCR4; (d) inhibe la
proliferacion de células tumorales CXCR4* in vitro; (e) inhibe la proliferacién de células tumorales CXCR4" y/o induce
la apoptosis de células tumorales CXCR4* in vivo; y (f) inhibe las metéstasis de células tumorales CXCR4".

En consecuencia, esta divulgacidén proporciona una combinacién de cantidades terapéuticamente eficaces de: (a) una
poblacién aislada de linfocitos NKAE; y (b) un Ab aislado o una porcién de unién a antigeno del mismo que: (i) se une
especificamente a CXCR4 expresado en la superficie de una célula cancerosa con alta afinidad, por ejemplo, con una
Kp de aproximadamente 5 x 10° M o menos, (ii) inhibe la union de CXCL12 a CXCR4, por ejemplo, con una CEsq de
menos de aproximadamente 10 nM e (iii) inhibe la sefializacion de CXCR4/CXCL12, por ejemplo, inhibe la migracion
inducida por CXCL12 de células que expresan CXCR4, por ejemplo, con una CEsg igual o inferior a aproximadamente
20 nM para su uso en un método para tratar a un sujeto que padece un cancer. En determinadas realizaciones, el Ab
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0 una porcién de unién a antigeno del mismo también induce la apoptosis en células que expresan CXCRA4.

En determinados aspectos, los Ab anti-CXCR4 desvelados en el presente documento para su uso terapéutico
comprenden las CDR1, CDR2 y CDR3 de cadena pesada y cadena ligera de F7, F9, D1 0 E2, o combinaciones de los
mismos. Las secuencias de aminoécidos de las CDR1 de Vi de F7, F9, D1 y E2 se muestran en SEQ ID NO: 1-4,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las CDR2 de Vi de F7, F9, D1y E2 se muestran en SEQ ID NO:
5-8, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de Vi de F7, F9, D1y E2 se muestran en SEQ
ID NO: 9-12, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las CDR1 de Vi de F7, F9, D1 y E2 se muestran en
SEQ ID NO: 13-16, respectivamente. Las secuencias de aminoéacidos de las CDR2 de Vi de F7, F9, D1y E2 se
muestran en SEQ ID NO: 17-20, respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las CDR3 de Vi de F7, F9, D1
y E2 se muestran en SEQ ID NO: 21-24, respectivamente. Las variantes "GL" retromutadas de la estirpe germinal, es
decir, F7GL, FOGL, D1GL y E2GL, tienen las mismas CDR que F7, F9, D1y E2, respectivamente. Las regiones CDR
identificadas a lo largo de la presente divulgacion se delinearon usando el sistema de Kabat (Kabat et al., 1991).

En otros determinados aspectos, los Ab anti-CXCR4 desvelados en el presente documento para su uso terapéutico
comprenden:

(a) los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 25 0 33, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tiene la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 29 o 37,

(b) los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 26 o0 34, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tiene la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 30 o 38;

(c) los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 27 o0 35, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tiene la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 31 0 39; o

(d) los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regidn variable de cadena pesada que tiene la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 28 o 36, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena ligera que tiene la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 32 0 40.

En otras realizaciones preferidas, los Ab anti-CXCR4 de la presente divulgacién comprenden:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 5 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR3 de regién variable de cadena
pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
9; una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regidn
variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 17 o modificaciones conservadoras de la misma; y una CDR3 de region variable de cadena ligera
que comprende aminoéacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 21 o
modificaciones conservadoras de la misma;

(b) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 6 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR3 de regién variable de cadena
pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
10; una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 18 o modificaciones conservadoras de la misma; y una CDR3 de region variable de cadena ligera
que comprende aminoéacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 22 o
modificaciones conservadoras de la misma;

(c) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 7 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR3 de regién variable de cadena
pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
11; una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 15 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 19 o modificaciones conservadoras de la misma; y una CDR3 de region variable de cadena ligera
que comprende aminoéacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 23 o
modificaciones conservadoras de la misma; o

(d) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
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tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 4 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 8 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR3 de regién variable de cadena
pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
12; una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 16 o modificaciones conservadoras de la misma; una CDR2 de regién
variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 20 o modificaciones conservadoras de la misma; y una CDR3 de region variable de cadena ligera
que comprende aminoéacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 24 o
modificaciones conservadoras de la misma.

En determinadas realizaciones preferidas, el Ab anti-CXCR4 o porcién de unién a antigeno del mismo comprende una
CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos
unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, una CDR3 de regién variable de cadena
pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 9,
una CDR1 de regi6n variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos
unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 17 y una CDR3 de region variable de
cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID
NO: 21.

En otras realizaciones, los Ab anti-CXCR4 o porciones de unién a antigeno de los mismos comprenden:

(a) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 2; una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende
aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 6; una CDR3 de regidn
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 10; una CDR1 de regidn variable de cadena ligera que comprende aminoécidos unidos
consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 14; una CDR2 de regién variable de cadena
ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
18; y una CDR3 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoéacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 22;

(b) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 3; una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende
aminodacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 7; una CDR3 de regidn
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 11; una CDR1 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoécidos unidos
consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 15, una CDR2 de regién variable de cadena
ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
19; y una CDR3 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoéacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 23; o

(c) una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 4; una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende
aminodacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 8; una CDR3 de regidn
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia
expuesta en SEQ ID NO: 12; una CDR1 de regidn variable de cadena ligera que comprende aminoécidos unidos
consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 16; una CDR2 de regién variable de cadena
ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO:
20; y una CDR3 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoécidos unidos consecutivamente que
tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 24.

En determinadas realizaciones, el Ab anti-CXCR4 o porcién de unién a antigeno del mismo comprende las regiones
variables de cadena pesada y ligera de los mAb F7GL, F7, FOGL, F9, D1GL, D1, E2GL y E2. En determinadas
realizaciones preferidas, el Ab anti-CXCR4 o porcién de unidén a antigeno del mismo comprende una regidn variable
de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ
ID NO: 25 o 33 y una regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que
tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 29 o 37.

En otras realizaciones, los Ab anti-CXCR4 o porciones de unién a antigeno de los mismos comprenden:

(a) una regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 25 o0 33 y una regidn variable de cadena ligera que comprende aminoécidos
unidos consecutivamente que tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 29 o 37,

(b); una regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 26 o0 34 y una regidn variable de cadena ligera que comprende aminoécidos
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unidos consecutivamente que tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 30 o 38;

(c) una region variable de cadena pesada que comprende aminoécidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 27 o 35 y una regidn variable de cadena ligera que comprende aminoacidos
unidos consecutivamente que tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 31 0 39; o

(c) una region variable de cadena pesada que comprende aminoécidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 28 o 36 y una regidn variable de cadena ligera que comprende aminoacidos
unidos consecutivamente que tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 32 0 40.

En determinadas realizaciones de los métodos desvelados, el Ab anti-CXCR4 o porcién de unién a antigeno del mismo
comprende una regién constante de cadena pesada que es de un isotipo 1gG1, 1gG2, 19G3 o 1IgG4 humano. En
realizaciones adicionales, el Ab o porcién de unién a antigeno del mismo comprende una regién constante de cadena
pesada (por ejemplo, 1IgG1 o IgG3 humana) que posee funciones efectoras que incluyen ADCC, ADCP y/o CDC, por
ejemplo es de un isotipo IgG3 humano o, preferentemente, IgG1 humano, o comprende una mutacién (por ejemplo,
E333A o E333S; Idusogie et al., 2001) que aumenta las funciones efectoras y media en el agotamiento de los linfocitos
T reguladores (Treg) inmunosupresores y las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC). Se sabe que estas
células inmunosupresoras sobreexpresan CXCR4 (documento WO 2016/201425), y el agotamiento de Treg y/o MDSC
mediado por anti-CXCR4 puede contribuir a la potenciacién de un efecto antitumoral.

En otras realizaciones determinadas, el Ab anti-CXCR4 comprende una regién constante de cadena pesada (por
ejemplo, 1gG2 o, preferentemente, IgG4 humana) que no posee funciones efectoras. En realizaciones adicionales, la
regién constante de cadena pesada de IgG4 del Ab anti-CXCR4 o porciéon de unién a antigeno del mismo contiene
una mutacién S228P (numerada usando el sistema de Kabat, Kabat et a/., 1991), que reemplaza un resto de serina
en la regién bisagra por el resto de prolina que normalmente se encuentra en la posicién correspondiente en los Ab
de isotipo 1gG1. Esta mutacién, que esta presente en ulocuplumab, evita el intercambio de brazos Fab con Ab IgG4
endbgenos, conservando al mismo tiempo la baja afinidad por receptores de Fc activadores asociada a anticuerpos
IgG4 de tipo silvestre.

En otras realizaciones, el Ab comprende una regién constante de cadena ligera que es una regién constante kappa o
lambda humana.

Un Ab anti-CXCR4 adecuado para su uso en los métodos desvelados en el presente documento es el ulocuplumab.
El ulocuplumab se ha evaluado en dos ensayos clinicos de fase 1 en sujetos con diversas neoplasias malignas
hematicas, incluyendo leucemia mieloide aguda (LMA), mieloma mdltiple (MM), leucemia linfocitica crénica (LLC),
linfoma folicular (LF) y linfoma difuso de linfocitos B grandes (LDLBG) con un perfil seguro y tolerable. Se han
presentado datos de eficacia de las cohortes de LMA y MM y muestran resultados alentadores para la adicién de
ulocuplumab al tratamiento convencional (Becker et al., 2014; Ghobrial et al., 2014), y ensayos clinicos de fase 1/2 en
LMA y macroglobulinemia de Waldenstrém con CXCR4 mutado (véanse los pacientes en curso, véanse NCT02305563
y NCT03225716 en el sitio web de ensayos clinicos, http:/Amww.clinicaltrials.gov). En determinadas realizaciones, se
usa una variante de IgG1 humana del ulocuplumab.

Otros Ab anti-CXCR4 adecuados incluyen, por ejemplo, los Ab designados c414HS y ¢515H7 (documento WO
2010/037831), los Ab designados Anticuerpo |, Anticuerpo Il, Anticuerpo IIl, Anticuerpo IV y Anticuerpo V (patente de
los EE.UU. N.° 7.892.546), el Ab desighado 6C7 (documento WO 2013/013025) y Ab 3G10 humanizados, por ejemplo,
los Ab designados h3G1 0.A57.A58, h3G10.1.91.A58A y h3G10.1.91.A58B (Publicacién de los EE.UU.
n.° 2015/0037328).

Los Ab anti-CXCR4 utilizables en los métodos de la invencién desvelada también incluyen porciones de unién a
antigeno de los Ab anteriores. Se ha demostrado ampliamente que la funcién de unién a antigeno de un Ab puede
realizarse mediante fragmentos de un Ab de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos de unién abarcados en
la expresién "porcidn de unién a antigeno" de un Ab incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que
consiste en los dominios Vi, V4, CL y Cu; (ii) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos por un puente disulfuro en la region bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios
Vuy Cum; y (iv) un fragmento Fv que consiste en los dominios V. y Vi de un Unico brazo de un Ab.

Estos fragmentos, obtenidos inicialmente mediante protedlisis con enzimas tales como papaina y pepsina,
posteriormente se han modificado por ingenieria genética en fragmentos de unién a antigeno monovalentes y
multivalentes. Por ejemplo, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V. y V4, estén codificados por genes
independientes, pueden unirse, usando métodos recombinantes, mediante un péptido enlazador sintético que les
permite formarse como una Unica cadena de proteina en la que las regiones V. y V4 se emparejan para formar
moléculas monovalentes conocidas como fragmentos variables monocatenarios (scFv). Los scFv divalentes o
bivalentes (di-scFv o bi-scFv) se pueden modificar uniendo dos scFv dentro de una Unica cadena peptidica conocida
como scFv en tAndem que contiene dos regiones Vi y dos V.. También se pueden crear dimeros de ScFv y multimeros
superiores usando péptidos enlazadores de menos de 10 aminoécidos que son demasiado cortos para que las dos
regiones variables se plieguen entre si, lo que obliga a los scFv a dimerizarse y producir diacuerpos o formar otros
multimeros. Se ha demostrado que los diacuerpos se unen a su antigeno afin con mucha mayor afinidad que los scFv
correspondientes, tienen constantes de disociacién hasta 40 veces mas bajas que los valores de Kp para los scFv.
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Los enlazadores muy cortos (< 3 aminoéacidos) conducen a la formacién de tricuerpos trivalentes o tetracuerpos
tetravalentes que presentan afinidades incluso mayores por sus antigenos que los diacuerpos. Otras variantes incluyen
minicuerpos, que son dimeros scFv-Cus y fragmentos scFv-Fc méas grandes (dimeros scFv-Cq-Crs), € incluso una
CDR aislada puede presentar una funcién de unién a antigeno.

En consecuencia, en determinadas realizaciones, el fragmento de Ab se selecciona de un Fab, F(ab'),, fragmento Fd
y Fv, un Ab de dominio Unico (sdAb), un fragmento variable monocatenario (scFv), un scFv divalente (di-scFv) y un
scFv bivalente (bi-scFv), un diacuerpo, un minicuerpo y una CDR aislada. En determinadas realizaciones preferidas,
el fragmento de Ab se selecciona de un Fab, F(ab'),, fragmento Fd y Fv y un fragmento variable monocatenario (scFv).
Estos fragmentos de Ab se modifican usando técnicas recombinantes convencionales conocidas por los expertos en
la materia, y los fragmentos se criban para determinar su utilidad de la misma manera que los Ab intactos. Todos los
fragmentos proteoliticos y modificados anteriores de los Ab y variantes relacionadas (véase Hollinger y Hudson, 2005;
Olafsen y Wu, 2010, para mas detalles) tienen por objeto estar incluidos dentro de la expresion "porcién de unién a
antigeno" de un Ab.

Ab de competencia cruzada

Los Ab anti-CXCR4 adicionales utilizables en los métodos desvelados incluyen Ab que se unen especificamente a
CXCR4 humano y compiten de forma cruzada por la unién a CXCR4 humano con un Ab de referencia, por ejemplo,
ulocuplumab (F7GL) o cualquiera de los Ab designados F7, F9, D1 y E2 (véase, por ejemplo, documento WO
2008/060367; documento WO 2013/071068). La capacidad de un par de Ab para "competir de forma cruzada" por la
unidén a un antigeno indica que un primer Ab se une sustancialmente a la misma regién epitépica del antigeno que, y
reduce la unién de, un segundo Ab a esa regidén epitopica particular y, por el contrario, el segundo Ab se une
sustancialmente a la misma regién epitépica del antigeno que, y reduce la unién de, el primer Ab a esa region epitdpica.
Por lo tanto, la capacidad de un Ab de ensayo para inhibir de forma competitiva la unién de, por ejemplo, ulocuplumab
a CXCR4 humano, demuestra que el Ab de ensayo se une sustancialmente a la misma regién epitépica de CXCR4
humano que el ulocuplumab. En consecuencia, los Ab anti-CXCRA4 utilizables en los métodos desvelados incluyen Ab
que se unen especificamente a sustancialmente la misma regién epitépica del antigeno que un Ab de referencia, por
ejemplo, ulocuplumab.

Se considera que un primer Ab se une a "sustancialmente el mismo epitopo" o "sustancialmente el mismo
determinante" que un segundo Ab si el primer Ab reduce la unién del segundo Ab a un antigeno en al menos
aproximadamente el 40 %. Preferentemente, el primer Ab reduce la unién del segundo Ab al antigeno en mas de
aproximadamente el 50 % (por ejemplo, al menos aproximadamente el 60 % o al menos aproximadamente el 70 %).
En realizaciones mas preferidas, el primer Ab reduce la unién del segundo Ab al antigeno en mas de aproximadamente
el 70 % (por ejemplo, al menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 % o aproximadamente
el 100 %). El orden de los Ab primero y segundo puede invertirse, es decir, el "segundo" Ab puede unirse en primer
lugar a la superficie y el "primero" se pone después en contacto con la superficie en presencia del "segundo" Ab. Se
considera que los Ab "compiten de forma cruzada" si se observa una reduccién competitiva en la unidén al antigeno,
independientemente del orden en que se afiadan los Ab al antigeno.

Se espera que los Ab con competencia cruzada tengan propiedades funcionales similares en virtud de su unidén a
sustancialmente la misma regién epitépica de un antigeno tal como un receptor CXCR4. Cuanto mayor sea el grado
de competencia cruzada, mas similares seran las propiedades funcionales. Por ejemplo, se espera que dos Ab que
compiten de forma cruzada tengan esencialmente las mismas propiedades funcionales si cada uno de ellos inhibe la
unién del otro a un epitopo en al menos aproximadamente un 80 %. Se espera que esta similitud en la funcién sea
incluso mas préxima si el Ab que compite de forma cruzada muestra afinidades similares por la unién al epitopo,
medidas mediante la constante de disociacién (Kp).

Los Ab anti-antigeno que compiten de forma cruzada se pueden identificar facilmente basédndose en su capacidad
para competir de manera detectable en ensayos de unién a antigeno convencionales, incluyendo el analisis por
resonancia de plasmén superficial (BIAcore®), ensayos ELISA o citometria de flujo, usando moléculas de antigeno
recombinantes o moléculas de antigeno expresadas en la superficie celular. A modo de ejemplo, un ensayo de
competencia simple para identificar si un Ab de ensayo compite con ulocuplumab por la unién a CXCR4 humano
puede implicar: (1) medir la unién de ulocuplumab, aplicado a concentracién de saturacion, a un chip BlAcore (u otro
medio adecuado para el analisis por resonancia de plasmén superficial) sobre el que se inmoviliza CXCR4 humano, y
(2) medir la unién de ulocuplumab a un chip BlAcore recubierto con CXCR4 humano (u otro medio adecuado) al que
se le ha unido anteriormente el Ab de ensayo. Se compara la unién de ulocuplumab a la superficie recubierta con
CXCR4 en presencia y ausencia del Ab de ensayo. Una reduccién significativa (por ejemplo, més de aproximadamente
el 40 %) en la unién de ulocuplumab en presencia del Ab de ensayo indica que ambos Ab reconocen sustancialmente
el mismo epitopo de manera que compiten por la unién a la diana CXCRA4. El porcentaje al que la unién de un primer
Ab a un antigeno es inhibida por un segundo Ab puede calcularse como: [1-(unién detectada del primer Ab en
presencia del segundo Ab)/(unidén detectada del primer Ab en ausencia del segundo Ab)] x 100. Para determinar si los
Ab compiten de forma cruzada, se repite el ensayo de unién competitiva excepto por que se mide la unién del Ab de
ensayo al chip recubierto con CXCR4 en presencia de ulocuplumab.
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En un aspecto, los Ab anti-CXCR4 para su uso en los métodos de la presente divulgacién compiten de forma cruzada
por la unién a CXCR4 con cualquiera de mAb F7GL (ulocuplumab; que tiene secuencias de Vy y V| secuencias como
se muestran en SEQ ID NO: 33 y 37, respectivamente), F7, que tiene secuencias de V4 y VL secuencias como se
muestran en SEQ ID NO: 25 y 29, respectivamente), mAb 79GL (que tiene secuencias de Vu y VL secuencias como
se muestran en SEQ ID NO: 34 y 38, respectivamente), mAb F9 (que tiene secuencias de Vy y VL secuencias como
se muestran en SEQ ID NO: 26 y 30, respectivamente), mAb D1GL (que tiene secuencias de Vy y VL secuencias
como se muestran en SEQ ID NO: 35y 39, respectivamente), mAb D1 (que tiene secuencias de Vy y VL secuencias
como se muestran en SEQ ID NO: 27 y 31, respectivamente), mAb E2GL (que tiene secuencias de Vy y VL como se
muestran en SEQ ID NO: 36 y 40, respectivamente) y mAb E2 (que tiene secuencias Vy y VL como se muestran en
SEQ ID NO: 28 y 32, respectivamente). Los Ab que compiten de forma cruzada por la unién a CXCR4 se unen a la
misma regidn epitépica (es decir, el mismo epitopo 0 uno superpuesto) en CXCRA4.

En determinadas realizaciones, el mAb anti-CXCR4 de competencia cruzada comprende una regiéon Vy que
comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen una secuencia derivada de una secuencia de estirpe
germinal 3-48 de V4 humana como se expone en SEQ ID NO: 41 y/o una regiéon V. que comprende aminoacidos
unidos consecutivamente que tienen una secuencia derivada de una secuencia de estirpe germinal L15 de Vk humana
como se expone en SEQ ID NO: 42.

Espectro amplio de canceres susceptibles de tratamiento mediante los usos desvelados

La inmunooncologia, que se basa en el uso de la flexibilidad del sistema inmunitario para atacar y destruir las células
cancerosas, es aplicable al tratamiento de una gama muy amplia de canceres (véase, por ejemplo, Guillerey et al,,
2016; Lowry y Zehring, 2017; Callahan et al., 2016; Kamta et al., 2017; Farkona et al., 2016). En consecuencia, los
usos médicos desvelados que emplean la administracién de linfocitos NK, preferentemente, linfocitos NKAE,
combinada con el bloqueo de la via de sefializacién de CXCR4/CXCL12 es aplicable al tratamiento de una amplia
diversidad de tumores sélidos y liquidos.

En determinadas realizaciones, los usos de terapia de combinacién desvelados pueden usarse para tratar un cancer
que es un tumor sélido. En determinadas realizaciones preferidas, el tumor sélido es un tumor pediatrico. En
realizaciones adicionales, el tumor pediatrico es un rabdomiosarcoma, osteosarcoma, neuroblastoma, retinoblastoma
o sarcoma de Ewing. A pesar del tratamiento agresivo, casi la mitad de los nifios con dichos tumores tienen una
enfermedad progresiva. El pronéstico es particularmente malo para aquellos pacientes con enfermedad metastasica,
al menos dos tercios de los cuales tienen progresion de la enfermedad. Los resultados después de la reaparicién
generalmente son desalentadores. Para pacientes con sarcoma de Ewing recurrente, por ejemplo, la probabilidad de
supervivencia a largo plazo es actualmente inferior al 20 % e inferior al 10 % si la recaida se produce en 2 afios
(Leavey et al., 2008). Por lo tanto, se necesitan con urgencia nuevos enfoques terapéuticos que eviten los mecanismos
celulares de resistencia a los farmacos, en particular para pacientes con caracteristicas de alto riesgo, tales como
enfermedad metastéasica o recurrente.

En otras realizaciones, el tumor sélido es un cancer seleccionado de cancer de pulmén microcitico (CPM), cancer de
pulmén no microcitico (CPNM), CPNM escamoso, CPNM no escamoso, cancer de células escamosas, cancer de
pulmén no microcitico (CPNM), cancer pancreatico, adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP), cancer de ovario,
cancer de cuello de utero, carcinoma de las trompas de Falopio, cancer de Utero (de endometrio), carcinoma del
endometrio, sarcoma uterino, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina, carcinoma de la vulva, cancer de
la uretra, cancer del uréter, cancer de préostata, cancer de prostata metastasico resistente a la castracién (CPRCm),
cancer de testiculos, cancer de pene, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de mama triple negativo (CMTN),
cancer de mama masculino, tumor de células germinales, sarcoma, céncer de piel, carcinoma de células basales,
carcinoma de células escamosas, carcinoma de células de Merkel, cdncer de hueso, melanoma, cancer de cabeza y
cuello, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC), cancer de tiroides, cancer bucal, cancer de
boca, cancer de glandulas salivales, cancer de garganta, cadncer de eséfago, cancer gastrointestinal, cancer gastrico,
cancer del intestino delgado, cancer de vesicula biliar y conducto biliar, cancer colorrectal, carcinoma de colon, cancer
de recto, cancer de ano, cancer de higado, hepatoma, céncer de rifién, carcinoma de células renales, cancer del
sistema endocrino, tumores de la glandula del timo, timoma, cancer de la glandula paratiroidea, cancer de la glandula
suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, mesotelioma, carcinoma de la pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso
central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del eje espinal, cancer de cerebro, glioma,
glioma del tronco encefélico, glioblastoma, glioblastoma multiforme (GBM), neuroblastoma, adenoma hipofisario,
cancer epidermoide, tumores sélidos de la infancia, sarcoma pediétrico, cancer metastésico, cancer de origen primario
desconocido, cénceres inducidos por el entorno, canceres relacionados con virus, canceres relacionados con el SIDA,
sarcoma de Kaposi, canceres de origen virico, tumores sélidos avanzados, refractarios y/o recurrentes, y cualquier
combinacién de los tumores sélidos anteriores. En determinadas realizaciones, el cancer es un cancer refractario y/o
cancer recurrente avanzado, inoperable y metastésico.

En otras realizaciones determinadas, los presentes usos de terapia de combinacién pueden usarse para tratar un
cancer que es una neoplasia maligna hematica. Las neoplasias malignas hematicas incluyen tumores liquidos
derivados de cualquiera de los dos linajes principales de células sanguineas, es decir, la estirpe celular mieloide (que
produce granulocitos, eritrocitos, trombocitos, macréfagos y mastocitos) o la estirpe celular linfoide (que produce
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linfocitos B, T, NK y células plasmaticas), que incluyen todos los tipos de leucemias, linfomas y mielomas. Las
neoplasias malignas hematicas que pueden tratarse usando los presentes usos de terapia de combinacién incluyen,
por ejemplo, canceres seleccionados de leucemia linfoblastica aguda (LLA), LMA, LLC, leucemia mielégena crdnica
(LMC), linfoma de Hodgkin (LH), linfomas no Hodgkin (LNH), MM, mieloma latente, gammapatia monoclonal de
significado indeterminado (GMSI), neoplasias malignas heméticas avanzadas, metastasicas, refractarias y/o
recurrentes, y cualesquier combinaciones de dichas neoplasias malighas heméticas.

En otras realizaciones, la neoplasia maligna hematica es un cancer seleccionado de leucemias agudas, crénicas,
linfociticas (linfoblasticas) y/o mielégenas, tales como LLA, LMA, LLC y LMC; linfomas, tales como LH, LNH, de los
cuales aproximadamente el 85 % son linfomas de linfocitos B, incluyendo LDLBG, LF, LLC/linfoma linfocitico de células
pequefias (LLCP), linfoma de células del manto, linfomas de linfocitos B de la zona marginal (linfoma de tejido linfoide
asociado a mucosas (MALT), linfoma de linfocitos B de la zona marginal extranodal y linfoma de linfocitos B de la zona
marginal esplénica), linfoma de Burkitt, linfoma linfoplasmocitoide (LLP; también conocido como macroglobulinemia
de Waldenstrém (MW), linfoma de células pilosas y linfoma primario del sistema nervioso central (SNC), LNH que son
linffomas de linfocitos T, incluyendo linfoma/leucemia linfoblastica de linfocitos T precursores, linfoma/leucemia
linfoblastico T (LL-T/LLA-T), linfomas periféricos de linfocitos T, tales como el linfoma cuténeo de linfocitos T (LCLT,
es decir, micosis fungoide, sindrome de Sézary y otros), linfoma/leucemia de linfocitos T en adultos, linfoma
angioinmunoblastico de linfocitos T, linfoma extranodal de linfocitos citoliticos/T de tipo nasal, linfoma de linfocitos T
intestinal asociado a enteropatia (LTAE), linfoma anaplésico de células grandes (LACG) y linfoma periférico de
linfocitos T inespecifico, linfoma mieloide agudo, linfoma linfoplasmocitoide, linfoma monocitoide de linfocitos B,
linffoma angiocéntrico, linfoma intestinal de linfocitos T, linfoma mediastinico primario de linfocitos B, trastorno
linfoproliferativo después del trasplante, linfoma histiocitico verdadero, linfoma de efusién primaria, linfoma histiocitico
difuso (LHD), linfoma inmunobléstico de células grandes o linfoma linfoblastico de precursores de linfocitos B;
mielomas, tales como mieloma miultiple, mieloma latente (también denominado mieloma indolente), gammapatia
monoclonal de significado indeterminado (GMSI), plasmocitoma solitario, mieloma de IgG, mieloma de cadena ligera,
mieloma no secretor y amiloidosis; y cualesquier combinaciones de dichas neoplasias malignas heméticas. Los
presentes usos médicos también son aplicables al tratamiento de neoplasias malignas hematicas avanzadas,
metastasicas, refractarias y/o recurrentes.

Composiciones farmacéuticas y pautas posologicas

Los Ab y linfocitos NK utilizados en los métodos desvelados en el presente documento pueden constituirse en una
composicién, por ejemplo, una composiciéon farmacéutica que contiene un Ab o una poblacién de linfocitos NKAE y un
portador farmacéuticamente aceptable. Como se usa en el presente documento, un "portador farmacéuticamente
aceptable” incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersidn, recubrimientos, agentes antibacterianos
y antifingicos, agentes isotdnicos y retardantes de la absorcién y similares, que sean fisioldgicamente compatibles.
Preferentemente, el portador para una composicién que contiene un Ab es adecuado para la administracion
intravenosa, subcutanea, intramuscular, parenteral, espinal o epidérmica (por ejemplo, mediante inyeccién o infusién).

Una opcién para la inyeccion subcutanea se basa en la tecnologia de administracién de farmacos ENHANZE® de
Halozyme Therapeutics, que implica una coformulacién de un Ab con la enzima hialuronidasa humana recombinante
(rHuPH20) que elimina las limitaciones tradicionales sobre el volumen de productos bioldgicos y farmacos que pueden
suministrarse por via subcutanea debido a la matriz extracelular (Patente de los EE.UU. N.° 7.767.429).

Preferentemente, el portador para una composicién que contiene linfocitos NK es adecuado para la inyeccidon
intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intrafemoral, intratecal o intratumoral, o la inyeccién en una cavidad de
reseccion tumoral.

Una composicién farmacéutica de la invencién puede incluir una o mas sales farmacéuticamente aceptables,
antioxidantes, vehiculos acuosos y no acuosos, y/o adyuvantes tales como conservantes, agentes humectantes,
agentes emulsionantes y agentes dispersantes.

Las pautas posolbgicas se ajustan para proporcionar la respuesta éptima deseada, por ejemplo, una respuesta
terapéutica méaxima y/o efectos adversos minimos. La dosificacién para la administracién de un Ab anti-CXCR4 puede
variar de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 20 mg/kg, preferentemente de aproximadamente 1,0 a
aproximadamente 15 mg/kg, del peso corporal del sujeto. Por ejemplo, las dosificaciones pueden serde 0,1, 0,3, 1, 2,
3, 5, 10, 15 0 20 mg/kg de peso corporal, y mas preferentemente, aproximadamente 1, 3, 5, 10 o 15 mg/kg de peso
corporal. Como alternativa, puede administrarse una dosis fija o plana, por ejemplo, de aproximadamente 50 a
aproximadamente 2000 mg de Ab, en lugar de una dosis basada en el peso corporal. Por ejemplo, las dosificaciones
pueden ser de aproximadamente 200, aproximadamente 400, aproximadamente 800, aproximadamente 1600 o
aproximadamente 2000 mg y, preferentemente, aproximadamente 400, aproximadamente 800, aproximadamente
1600. Los linfocitos NKAE se pueden administrar al paciente en una dosis basada en nimeros absolutos de células
que varian de aproximadamente 10° a aproximadamente 10" células. Por ejemplo, las células pueden administrarse
al sujeto en dosis de aproximadamente 1 x 105 5 x 105 1 x 108 5 x 108 1 x 107, 5 x 107, 1 x 108 5 x 108 1 x 10° 5
x 109 1 x 10" 5 x 100 1 x 10", 5 x 10", 1 x 1072, 5 x 10'2, 1 x 10'3, 5 x 10'8, 0 1 x 10" células. En realizaciones
preferidas, los linfocitos NKAE se administran al sujeto en dosis de aproximadamente 1 x 107 a 5 x 10'° células,
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preferentemente 1 x 10% a 5 x 10° células, mas preferentemente aproximadamente 5 x 102 células. En otras
realizaciones, los linfocitos NKAE se administran al sujeto en dosis de aproximadamente 1 x 10% a 1 x 108 células/kg
de peso corporal, preferentemente aproximadamente 1 x 10° a 5 x 107 células/kg, mas preferentemente
aproximadamente 7,5 x 10° células/kg. Los linfocitos NKAE se pueden administrar varias veces al paciente. Por
ejemplo, el paciente puede recibir de una a cuatro infusiones, normalmente dos o tres infusiones. Estas infusiones
generalmente se separan al menos una semana.

La pauta posolégica para un Ab normalmente se disefia para conseguir exposiciones que den como resultado la
ocupacion sostenida del receptor (RO, por sus siglas en inglés) basandose en las propiedades farmacocinéticas tipicas
del Ab. Una pauta de tratamiento de ejemplo implica la administracién del Ab anti-CXCR4 o porcién de unién a antigeno
del mismo dos veces aproximadamente cada semana, una vez aproximadamente cada semana, una vez
aproximadamente cada 2 semanas, una vez aproximadamente cada 3 semanas, una vez aproximadamente cada 4
semanas 0 una vez aproximadamente cada mes. En determinadas realizaciones preferidas, el Ab anti-CXCR se
administra al sujeto aproximadamente semanalmente. En otras realizaciones, el Ab se administra una vez
aproximadamente cada 2 semanas o una vez aproximadamente cada 3 semanas. En determinadas realizaciones
preferidas, los linfocitos NK se administran aproximadamente semanalmente al paciente. En otras realizaciones, los
linfocitos NK se administran al paciente dos veces aproximadamente cada semana o una vez aproximadamente cada
2 semanas. La dosificacion y la pauta pueden cambiar durante el curso del tratamiento.

En determinadas realizaciones de los métodos desvelados en el presente documento, el Ab anti-CXCR4 o porcién de
unién a antigeno del mismo se administra al paciente mediante administracién intravenosa o subcutanea. En
realizaciones adicionales, los linfocitos NK y el Ab o porcién de unién a antigeno del mismo se administran
secuencialmente al sujeto. Administracién "secuencial" significa que uno de entre los linfocitos NK y el Ab anti-CXCR4
o porcién de unién a antigeno del mismo se administra antes que el otro. Puede administrarse en primer lugar
cualquiera de los dos agentes terapéuticos; es decir, en determinadas realizaciones, los linfocitos NK se administran
antes que el Ab o porcién de unién a antigeno del mismo, mientras que, en otras realizaciones, el Ab anti-CXCR4 o
porcién de unidén a antigeno del mismo se administra antes que los linfocitos NK. Normalmente, el Ab se administra
mediante infusién intravenosa durante un periodo de aproximadamente 60 minutos.

En determinadas realizaciones, los linfocitos NK y el Ab o porcién de unién a antigeno del mismo se administran
simultaneamente en composiciones separadas, mientras que, en otras realizaciones, los linfocitos NK y el Ab o porcién
de unién a antigeno del mismo se mezclan en una Unica composicién y se administran simultaneamente.

En determinadas realizaciones de cualquiera de los usos terapéuticos desvelados en el presente documento, la
administracién de la combinacién de los linfocitos NK y el Ab o porcién de unién a antigeno del mismo continta
mientras se observe un beneficio clinico o hasta que se produzca una toxicidad intratable o una progresion de la
enfermedad.

Usos médicos de la combinacién de linfocitos NK y Ab anti-CXCR4

La presente divulgacién también proporciona una poblacion de linfocitos NK, preferentemente linfocitos NKAE, y un
Ab anti-CXCR4 o una porcién de unién a antigeno del mismo para su uso en combinacién en el tratamiento de un
sujeto que padece céncer. Estos agentes terapéuticos se pueden usar en terapia de combinacién de toda la gama de
canceres desvelados en el presente documento. En determinadas realizaciones preferidas, el cancer es un tumor
pediétrico, por ejemplo, un rabdomiosarcoma, osteosarcoma, neuroblastoma, retinoblastoma o sarcoma de Ewing.

Un aspecto de la invencién desvelada es el uso combinado de una poblacién de linfocitos NK, preferentemente
linfocitos NKAE, y un Ab anti-CXCR4 o una porcién de unién a antigeno del mismo para la preparacién de un
medicamento para tratar a un sujeto que padece un cancer. Los usos de cualquiera de dichos linfocitos NKAE y Ab
anti-CXCR4 en combinacién para la preparacién de medicamentos son ampliamente aplicables a toda la gama de
canceres desvelados en el presente documento. En determinadas realizaciones preferidas de estos usos, el cancer
es un tumor pediétrico, por ejemplo, un rabdomiosarcoma, osteosarcoma, neuroblastoma, retinoblastoma o sarcoma
de Ewing.

La presente divulgacién también proporciona usos médicos de una poblacién de linfocitos NKAE en combinacién con
un Ab anti-CXCR4 correspondiente a todas las realizaciones de los métodos de tratamiento que emplean esta
combinacién de agentes terapéuticos descritos en el presente documento.

Kits

También dentro del alcance de la presente invencién hay kits que comprenden una poblacién de linfocitos NK,
preferentemente linfocitos NKAE, y un Ab anti-CXCR4 o una porcién de unién a antigeno del mismo para su uso
terapéutico. Los kits normalmente incluyen una etiqueta que indica el uso previsto del contenido del kit y las
instrucciones de uso. El término etiqueta incluye cualquier material escrito o grabado suministrado en o con el kit, o
que de otro modo acompafia al kit. En consecuencia, la presente divulgacién proporciona un kit para su uso en el
tratamiento de un sujeto que padece un cancer, comprendiendo el kit: (a) una o mas dosificaciones que varian de
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aproximadamente 50 a aproximadamente 2000 mg de un Ab o una porcién de unidén a antigeno del mismo que se une
especificamente a CXCR4 expresado en la superficie de una célula cancerosa; (b) una o més dosificaciones que
varian de aproximadamente 108 a aproximadamente 10'* de una poblacion de linfocitos NK, preferentemente, linfocitos
NKAE; y (c) instrucciones para usar el Ab o porcidén del mismo y los linfocitos NK en cualquiera de los usos de terapia
de combinacién desvelados en el presente documento. En determinadas realizaciones, los Ab pueden
coacondicionarse en forma farmacéutica unitaria. En determinadas realizaciones preferidas para su uso en el
tratamiento de pacientes humanos, el kit comprende uno cualquiera de los Ab anti-CXCR4 humano desvelados en el
presente documento, por ejemplo, ulocuplumab o un Ab que compite con ulocuplumab por la unién a CXCR4 humano.

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos.
EJEMPLO 1
EXPRESION DE CXCR4 POR DIFERENTES ESTIRPES CELULARES DE SARCOMA

La expresién en superficie de CXCR4 se analizé mediante citometria de flujo en cultivos celulares confluentes de
diferentes estirpes celulares de sarcoma: dos estirpes celulares de rabdomiosarcoma (RH30 y CW9019), dos estirpes
celulares de sarcoma de Ewing (A4573 y A673) y dos estirpes celulares de osteosarcoma (MG-63 y 143B). Las estirpes
celulares 143B (CRL-8303), MG-63 (CRL-1427) y A673 (CRL1598) procedian de la American Type Culture Collection.
RH30 (ACC-489) procedia del Leibniz-Institut DSMZ. A4573 y CW9019 fueron obsequios del Dr. Javier Alonso
(Instituto de Salud Carlos Ill) y el Dr. Josep Roma (Instituto de Investigacién Vall d'Hebron), respectivamente. Para la
tincion, se centrifugaron 2 x 10° células/pocillo en placas de 96 pocillos con fondo en V y se lavaron con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS, Lonza) que contenia albimina sérica bovina al 0,5 % (BSA, Lonza), FBS al 1 % y azida
sédica al 0,1 % (PBSst). La unién no especifica se bloqued preincubando las células con IgG de rata 40 pg/ml (Sigma;
100 pl de volumen final, 20 min, 4 °C). Las células se incubaron con mAb anti-CXCR4-APC (BD Pharmingen; clon
12G5) o mAb emparejado por isotipo (30 min, 4 °C). Las muestras se analizaron en un citbmetro Navios (Beckman
Coulter).

Para la qRT-PCR, se obtuvo ARN de cultivo celular usando RNeasy Mini Kit (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. El ARN se cuantificé midiendo la absorbancia de los extractos a 260 nm. El nivel de expresion relativo del
ARNmM que codifica CXCR4 humano se determiné mediante gRT-PCR usando la expresidén del gen GUS como control
interno. Se sintetiz6 ADNc a partir de 1 ug de ARN total con el sistema de sintesis de primera cadena Superscript IV
(Invitrogen) y el protocolo del proveedor. EI ADNc se amplificé por duplicado con cebadores para CXCR4 humano
(Hs00237052_m1, Applied Biosystems) y para GUS humano (Dir: 5'-GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT-3', Inv:
5'-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3"; Sonda: 5-[6FAM]CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA[TAMRA]-3'; todo
de Sigma). La amplificacién (50 ciclos; 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 1 min) se controlé usando Fast Start TagMan
Probe Master (Roche) marcado con colorante 6-FAM e inactivador no fluorescente en el Roche LightCycler 480. La
expresion relativa se analizé usando el método 22T, donde ACT = (Ct gen de interés - Ct control interno).

Como se muestra en la Figura 1A, la mayor proporciéon de células CXCR4" se encontrd en cultivos de células de
rabdomiosarcoma alveolar RH30, donde se detecté expresién de CXCR4 en el 98,6 £ 0,7 % de las células.

Estos resultados estuvieron de acuerdo con la expresion de ARNm de CXCR4 determinada mediante analisis por
gRT-PCR. Los cultivos de RH30 mostraron 1,38 + 0,014 con respecto a la expresién del gen de control GUS (Figura
1B).

EJEMPLO 2

MIGRACION E INVASION DE DIFERENTES ESTIRPES CELULARES DE SARCOMA HACIA UN GRADIENTE DE
CXCL12

La capacidad de migracién de las diferentes estirpes celulares de sarcoma (RH30, CW9019, A4573, A673, MG-63 y
143B) hacia CXCL12 (100 ng/ml) o suero fetal bovino (FBS, 10 %) se sometié a ensayo en ensayos Transwell (48 h),
que se consideran un indicador in vitro de potencial metastasico in vivo. Las células se incubaron en tampén de
inanicion (DMEM-FBS al 1 %) durante 24 h. A continuacion, se suspendieron 2 x 10° células en 80 ul de tampon de
migracién [DMEM-albimina sérica humana al 1 % (HSA); Grifols] y se colocan en el compartimento superior de placas
Transwell de 96 pocillos (tamafio de poro de 8,0 um, Neuroprobe). El compartimento inferior se llené con 300 pl de
tampén de migracion solo (medio sin acondicionar), tampdn de migracién con CXCL12 100 ng/ml (R&D Systems) o
tampén de migraciéon con FBS al 10 %. La capacidad de invasién se midié en las mismas condiciones, con la parte
superior de las membranas Transwell recubiertas con 20 pl de Matrigel (Corning) a 0,2 mg/ml.

Después de 48 h de incubacién para permitir que las células migrasen/invadiesen a través de la membrana, las células
restantes en la cara superior de la membrana se retiraron usando una torunda de algodén, mientras que las células
en el lado inferior de la membrana se fijaron con metanol y se tifieron con cristal violeta. Después de un lavado con
PBS, se determiné el numero de células migratorias/invasoras usando un microscopio Carl Zeiss Axiovert 200. Se
contaron cuatro campos por pocillo a 200x. El indice de migracién e invasién se calcul6é de acuerdo con la siguiente
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formula: indice = 100 x [(n.° de células contadas hacia el medio acondicionado - n.° de células contadas hacia el medio
sin acondicionar)/(100 - n.° de células contadas hacia el medio sin acondicionar)].

Los resultados se muestran en la Figura 2. Las diferentes estirpes celulares de sarcoma mostraron una capacidad de
migracién e invasién de nivel moderado hacia FBS altamente quimioatrayente (Figura 2A), pero una capacidad de
migracién e invasion insignificante en las condiciones del ensayo (Figura 2B). Simultdneamente a su nivel
relativamente alto de expresién de CXCRA4, sélo las células RH30 pudieron migrar e invadir, especificamente, hacia el
ligando de CXCR4, CXCL12 (Figura 2B). El indice de migracién e invasiéon de RH30 hacia CXCL12 fue de 35,23 + 8,3
y 104,04 £+ 16,4, respectivamente.

Se realizaron analisis estadisticos con el software GraphPad 7 Prism. La significacién estadistica se establecié en p <
0,05 segun se evalud mediante el ensayo t de Student para muestras independientes, a menos que se indique otra
cosa. Los resultados se muestran como media £+ ETM, a menos que se indique otra cosa.

EJEMPLO 3

LOS LINFOCITOS NKAE SON CITOTOXICOS CONTRA LAS,CELULAS RH30, Y EL ANTICUERPO ANTI-CXCR4
EN COMBINACION CON LINFOCITOS NKAE ANULAN SINERGICAMENTE LA CAPACIDAD DE MIGRACION E
INVASION DE LAS CELULAS RH30 /N VITRO

Debido a que el ulocuplumab es un mAb IgG4 anti-CXCR4 totalmente humano, no se espera que induzca ADCC
(Davies y Sutton, 2015). La actividad citolitica de los linfocitos NKAE se midié como el porcentaje de destruccién de
células RH30 prerrecubiertas con ulocuplumab, con un mAb de control de isotipo, o sin mAb. Se activaron linfocitos
NK de un donante sano y se expandieron con células K562-mb15-41BBL irradiadas (Fujisaki et al., 2009) e IL-2.
Brevemente, se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de donantes sanos mediante
centrifugacién sobre un gradiente de densidad (Ficoll-Paque, GE Healthcare) (400 g, 30 min). La estirpe celular
K562mblL15-41BBL modificada genéticamente, amablemente proporcionado por el Profesor D. Campana
(Universidad Nacional de Singapur), se irradié con 100 Gy. Se obtuvieron linfocitos NKAE cocultivando PBMC del
donante con células K562-mb15-41BBL irradiadas en una relacién de 1:1,5 mas 100 U/ml de IL-2 durante 14-21 dias
en medio de crecimiento de células madre (SCGM, Cellgenix) suplementado con suero AB humano al 10 % (Sigma)
y 100 Ul/ml de IL-2 (Miltenyi). Se afiadi6 medio fresco cada 2-3 dias hasta una concentracién final de 1 x 106 células/ml.
El porcentaje y el fenotipo de linfocitos NK (CD3-, CD56%), linfocitos T (CD3*, CD56") y linfocitos NKT (CD3*, CD56")
se controlaron semanalmente mediante citometria de flujo (Navios, Beckman Coulter). Los Ab marcados utilizados en
este estudio se enumeran en la Tabla 2.

Tabla 2. Ab marcados utilizados en el estudio.

Especificidad Clon Isotipo  Flurocromo Fabricante
CD3 UCHT1  mlgG1 PE/Cy7 BioLegend
CD45 J33 migG1 FITC Beckman Coulter
CD56 B159 migG1 APC BD Biosciences

CXCR4 12G5  mlgG2a APC BD Biosciences
Control de isotipo 20102  mlgG2a APC R&D Systems

Con el fin de estudiar los efectos de diversos tratamientos sobre las células de rabdomiosarcoma, se generaron células
RH30 bioluminiscentes (RH30-GFP-Luc) mediante infeccién con un lentivirus recombinante que codificaba proteina
fluorescente verde (GFP) y luciferasa de luciérnaga (Luc) bajo el promotor EF1a y con un marcador de resistencia a
la neomicina (Amsbio). Las células infectadas que expresaban niveles elevados de GFP se aislaron mediante
clasificacion celular activada por fluorescencia, se clonaron, se expandieron y se usaron para ensayos de
bioluminiscencia in vivo. Las células RH-30-GFP-Luc conservaron la expresién de CXCR4 en la superficie y
presentaron una cinética de crecimiento similar a la de las células RH30 precursoras. Las células se cultivaron en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Lonza) suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor al
10 % (FBS, Gibco), L-glutamina 2 mM, penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pug/ml (medio completo).

Las células RH30-GFP-Luc se preincubaron (30 min) con las concentraciones de mAb indicadas. Se cocultivaron (4 h)
NKAE y células diana en una relaciéon de 20:1 0 5:1 en DMEM-FBS al 10 %, después se tifieron con 7-AAD (10 min,
4 °C) y se analizaron mediante citometria de flujo. La activacién de células positivas para 7-AAD dentro de la poblacidn
de GFP* indicé la proporcién de células diana muertas. La muerte especifica se calculé como 100 x [(% de células
diana muertas en la muestra - % de células diana muertas espontaneas)/(100 - % de células diana muertas
esponténeas)]. Se usaron células diana incubadas sin células efectoras para evaluar la muerte celular espontanea.

Como se observa en la Figura 3A, los linfocitos NKAE indujeron una muerte celular especifica de 23,0 £ 1,8 RH30 en
una relacién E:T de 20:1, mientras que ulocuplumab y los mAb de control tuvieron poco o ningun efecto sobre la
citotoxicidad observada.

Los efectos del ulocuplumab (MDX1338) y los linfocitos NKAE, de forma individual y en combinacién, también se
sometieron a ensayo sobre la migraciéon de células de rabdomiosarcoma alveolar RH30 hacia un gradiente de CXCL12
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recombinante humano y la capacidad de invasién de estas células in vitro se sometié a ensayo usando placas
Transwell y Matrigel. Para estos experimentos, se mezclaron 10° células RH30 con la concentracion final indicada de
ulocuplumab, mAb IgG4 de control y/o 500.000 linfocitos NKAE (relacidn efector:diana, E:T = 5:1) en un volumen final
de 90 ul de tampédn de migracién y el ensayo se realizé como se ha descrito anteriormente.

Tanto el ulocuplumab como los NKAE redujeron eficientemente la migracion (Figura 3B) y la invasién (Figura 3C) de
células RH30 /n vitro, pero la combinacién de las dos terapias interactué sinérgicamente para anular totalmente tanto
la migracién como la invasién (Figuras 3B y 3C). Esta combinacién de anticuerpo anti-CXCR4 y terapia con linfocitos
NKAE se considera sinérgica ya que el efecto antitumoral observado es mayor que el efecto observado con anticuerpo
anti-CXCR4 o terapia con linfocitos NKAE administrados como monoterapia, y mayor que la suma del nivel de
inhibicién que presenta cada tratamiento individualmente.

EJEMPLO 4

EL ANTICUERPO ANTI-CXCR4 POTENCIA LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL EN VIVO DE LOS LINFOCITOS NKAE
EN EL MODELO DE TUMOR EN RATON CON SARCOMA METASTASICO

Para evaluar la actividad antitumoral de la terapia con linfocitos NKAE, sola 0 en combinacién con un Ab anti-CXCRA4,
se generé un modelo in vivo de sarcoma metastasico usando células de rabdomiosarcoma alveolar RH30 CXCR4*,
que crecen como xenoinjertos peritoneales cuando se implantan en ratones NSG™ inmunodeficientes. Los ratones
NSG™ (NOD.Cg-Prkdcse® [12rg™/SzJ, Charles River Laboratories) se mantuvieron en las instalaciones para
animales del Instituto de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols. Todos los procedimientos fueron aprobados por el
Area de proteccién animal de la Comunidad de Madrid (PROEX 220/16) y el Comité de ética del CSIC.

Se prepararon linfocitos NKAE a partir de PBMC usando células K562-mb 15-41 BBL como se describe en el Ejemplo
3.

Se usaron particulas lentiviricas que expresaban GFP y luciferasa para transducir las células de rabdomiosarcoma
alveolar RH30. Se les inocularon a ratones hembra de seis semanas de edad por via intravenosa (i.v.) 0,5 x 108 células
RH30-GFP*Luc* el Dia 0 para generar un modelo in vivo de sarcoma metastésico. Se establecieron cinco grupos de
tratamiento (5 ratones/grupo): sin tratar; mAb IgG4 de control de isotipo; ulocuplumab anti CXCR4; linfocitos NKAE;
combinacion de ulocuplumab y NKAE. Se administraron tres dosis de linfocitos NKAE (5 x 108 células cada una,
semanalmente) a los ratones los Dias 0 (dia del implante del tumor), 7y 14; y se administraron 6 dosis de ulocuplumab
(15 mg/kg dos veces por semana) los Dias 0, 3, 7, 10, 14 y 18. El tamafio de los tumores en desarrollo determinado
mediante sefial luminiscente, se midié hasta el Dia 35, cuando se sacrificaron los ratones.

Brevemente, se administrd D-luciferina (150 mg/kg; Perkin Elmer) por via intraperitoneal (i.p.) 10 min antes del analisis.
Durante la formacioén de imagenes, los ratones se anestesiaron con isoflurano en una cdmara a prueba de luz usando
un IVIS-Lumina Il (Caliper Lifesciences). El tiempo de exposicién fue de 100 s. Se usé Living Image v4.5.2 (Perkin
Elmer) para cuantificar los datos y producir imégenes en pseudocolor.

Posteriormente, se detectaron micrometastasis en pulmones, higado, médula ésea y bazo y se cuantificaron mediante
gRT-PCR usando sondas TagMAN de GUS especifico de CXCR4 y humano. Se usé un tercio de los érganos
disecados de los ratones para la extraccién de ARN total usando el kit RNAeasy Mini kit (Qiagen) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. El ARN se cuantificé midiendo la absorbancia de los extractos a 260 nm. Los niveles de
expresion relativos del ARNm que codifica CXCR4 humano y GUS humano se determinaron mediante RT-PCR
semicuantitativa. La sintesis de ADNc y la amplificacién de CXCR4 humano y GUS humano se realizaron como se
describe en el Ejemplo 1. Los valores indicados son con respecto a la expresion de hCXCR4 y hGUS mediante un
sedimento de 10° células RH30.

También se detecté micrometastasis mediante inmunohistoquimica usando tincién con hematoxilina-eosina y Ab
especifico de hCXCR4, y mediante hibridacién in situ por fluorescencia usando Alu-DNA como sonda. Los érganos
disecados de los ratones se fijaron durante la noche en paraformaldehido al 4 % (pH 7,4), se lavaron en PBS y se
incluyeron en parafina. Se cortaron secciones consecutivas (3 um) y se tifieron con hematoxilina/eosina usando
procedimientos convencionales. La presencia de células RH30 en los pulmones se estudié mediante tinciéon inmune
usando un Ab anti-CXCR4 humano (R&D Systems, Clon 44716, dilucién 1:50), un sistema de visualizacién EnVision
FLEX+ (raton, pH alto; Agilent) y contratincién con hematoxilina/eosina. Para la hibridacién in situ, la recuperacién de
antigeno se realizd en primer lugar con tampén de pH bajo (RiboCC, Roche) y proteasa Il (Roche). Después, los
portaobjetos se incubaron con la sonda Alu de control positivo Il (Ventana, Roche 05272041001). Se realizaron tres
lavados rigurosos y los portaobjetos se incubaron con un intermedio, anti-DNP de conejo. Para la visualizacién se usd
un OmniRabbit (Ventana, Roche) conjugado con peroxidasa de rabano picante. La reaccién inmunohistoquimica se
desarroll6 usando plata como cromégeno (Silver kit, Ventana, Roche) y los nlcleos se contratifieron con hematoxilina
de Carazzi. Todas las imagenes se capturaron en un microscopio Carl Zeiss Lab.A1 con una camara digital AxioCam
ERCS5S (Carl Zeiss).

El efecto de los tratamientos sobre el crecimiento de los tumores luminiscentes se muestra en la Figura 4A y
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cuantitativamente en la Figura 4B. Como muestra la Figura 4B, el ulocuplumab (MDX1338) solo inhibi6
moderadamente el crecimiento del implante tumoral de RH30 en comparacion con los controles (9928 x 10° + 416,0
x 103 en ratones sin tratar frente a 394,7 x 10% £ 192 1 x 10° en ratones tratados con MDX1338; p = 0,035) mientras
que el tratamiento con NKAE fue suficiente para evitarlo totalmente (p = 0,0003).

Aunque los tumores primarios peritoneales RH30 se pudieron controlar facilmente usando el sistema de deteccidn
luminiscente, su sensibilidad es insuficiente para determinar la presencia de micrometastasis GFP* Luc* de RH30 en
6rganos distantes. Por lo tanto, la presencia de células humanas se evalué mediante gqRT-PCR mediante amplificacién
de ARNm de GUS humano o CXCR4 humano en los pulmones, higado, bazo y médula ésea de ratones. La expresién
de genes humanos se detectd sélo en los pulmones de los ratones, lo que indica la presencia de RH30 en ese érgano
(Figura 5). La terapia con NKAE tuvo un efecto minimo sobre la metastasis pulmonar, mientras que el ulocuplumab
administrado como monoterapia tuvo un efecto mas pronunciado en la reduccién de la incidencia de micrometastasis
pulmonar medida mediante la expresién relativa de hCXCR4 (Figura 5A) y hGUS (Figura 5B). Para los niveles de
expresion relativos de CXCR4 humano, los ratones sin tratar mostraron 11,4 x 103 + 4,7 x 103 frente 2 2,0 x 103 #
0,6 x 10 de ratones tratados con ulocuplumab (MDX1338). La expresién relativa de GUS humano fue de 14,5 x 103
+ 54 x 10 en ratones sin tratar frente a 2,5 x 10 £ 1,1 x 103 en ratones tratados con ulocuplumab. Sin embargo, la
combinacién de ulocuplumab y NKAE condujo a niveles indetectables de los genes CXCR4 humano y GUS humano
en los pulmones de los ratones analizados (Figuras 5A y 5B), lo que indica que esta combinacidn eliminé por completo
la metastasis pulmonar. Por lo tanto, la combinacién de anticuerpo anti-CXCR4 y terapia con linfocitos NKAE muestra
un fuerte efecto sinérgico en la inhibicién del crecimiento de rabdomiosarcomas alveolares RH30 y en la anulacién de
la metastasis pulmonar.

El analisis inmunohistoquimico y por hibridaciéon in situ confirmé adicionalmente estos resultados (Figura 6). Se
identificaron micrometéstasis pulmonares de sarcoma en los pulmones de ratones sin tratar mediante tincién con
hematoxilina y eosina (Figura 6a), hibridacion de secuencia Alu (Figura 6b) y tincidén con Ab especifico de CXCR4
(Figura 6¢), mientras que los ratones tratados con la combinacién de NKAE y ulocuplumab mostraron una ausencia
de micrometastasis (Figura 6d).

EJEMPLO 5

LA EXPRESION DE CXCR4 EN MUESTRAS DE PACIENTES IPEDIATRICOS CON RABDOMIOSARCOMA ES
MAYOR EN MUESTRAS POST-QUIMIOTERAPIA'Y POST-RECAIDA QUE EN MUESTRAS DE DIAGNOSTICO

La expresién de CXCR4 se evalud mediante inmunohistoquimica en 23 muestras de rabdomiosarcoma pediatrico
depositadas en el Biobanco del Hospital Universitario La Paz entre 2010 y 2017. La mediana del periodo de
seguimiento fue de 7,9 afios (intervalo 0,6-18,4) y la mediana de edad de los pacientes fue de 6,6 afios (intervalo 0,2-
14,1). 14 muestras de ensayo fueron muestras de diagnéstico, se recogieron 5 muestras de ensayo después del
tratamiento quimioterapico y 4 muestras fueron muestras de recaida. Las muestras de células humanas se obtuvieron
después del consentimiento informado del paciente de acuerdo con la Declaraciéon de Helsinki. La investigacion fue
aprobada por el Comité de ética para la investigacién clinica del Hospital La Paz (P1-2295). Para la inmunohistoquimica
de CXCR4 tumoral, los portaobjetos de tumores incluidos en parafina y fijados en formol se desparafinaron, se
hidrataron y se tifleron usando un mAb anti-CXCR4 humano (dilucién 1:10; Clon 44716; R&D Systems) y un sistema
de visualizacién EnVision FLEX+ (ratén, pH alto; Agilent) y see contratifieron con hematoxilina-eosina.

La especificidad del Ab se confirmé mediante inmunotincién del tejido de las amigdalas. A la proporcién de células
tumorales CXCR4" se le asignd una puntuacién de entre 0 y 5, y a la intensidad de la tincién una puntuacién de entre
0 y 3. Estos 2 valores se sumaron para producir la puntuaciéon de tincién final. Dados los estudios recientes que
describen la ubicacién nuclear de CXCR4 en algunos canceres (Krook et al., 2014, Li et al., 2015), se evaluaron y
ponderaron por igual tanto la tincién citoplasmética como la nuclear. La tincién nuclear de CXCR4 estaba presente en
el 15 % de los casos de la serie sometida a ensayo y la tincién citoplasmatica en el 68 %.

En las muestras de diagnéstico, no hubo diferencias en la expresién de CXCR4 entre rabdomiosarcomas embrionarios
frente a alveolares ni entre muestras de tumores localizados frente a tumores primarios que ya habian metastatizado
(Figura 7A). En cuanto al resultado de esos pacientes, se observé una puntuacién de CXCR4 ligeramente mas alta en
aquellas muestras de pacientes que recayeron posteriormente y también en las de pacientes que finalmente murieron
a causa de su enfermedad.

De manera interesante, cuando los inventores compararon las puntuaciones de expresién de CXCR4 de muestras de

diagndstico (2,8 + 2,1) con muestras post-quimioterapia (4,4 + 0,7) y muestras de recaida (6,1 + 4,4), se observd una
tendencia fuerte hacia una mayor expresién de CXCR4 en estas Ultimas muestras (Figura 7B).
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REIVINDICACIONES
1. Una combinacién de cantidades terapéuticamente eficaces de:

(a) una poblacién aislada de linfocitos citoliticos naturales (NK); y
(b) un anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del mismo que se une especificamente al Receptor 4
de quimiocina C-X-C (CXCRA4) expresado en la superficie de una célula cancerosa

para su uso en un método para tratar a un sujeto que padece un cancer que comprende administrar al sujeto la
combinacién de los linfocitos NK y el anticuerpo aislado o porcién de unién a antigeno del mismo.

2. Una cantidad terapéuticamente eficaz de una poblacién aislada de linfocitos citoliticos naturales (NK) para su uso
en un método para tratar a un sujeto que padece un cancer en combinacién con un anticuerpo aislado o una porcién
de unién a antigeno del mismo que se une especificamente al Receptor 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) expresado
en la superficie de una célula cancerosa, comprendiendo el método administrar al sujeto la combinacién de los
linfocitos NK y el anticuerpo aislado o porcién de unién a antigeno del mismo.

3. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del mismo que
se une especificamente al Receptor 4 de quimiocina C-X-C (CXCR4) expresado en la superficie de una célula
cancerosa para su uso en un método para tratar a un sujeto que padece un cancer en combinacién con una poblacién
aislada de linfocitos citoliticos naturales (NK), comprendiendo el método administrar al sujeto la combinacién de los
linfocitos NK y el anticuerpo aislado o porcién de unién a antigeno del mismo.

4. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porciéon de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la poblacién de linfocitos NK comprende
linfocitos NK activados y expandidos (NKAE).

5. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de la reivindicacién 4, en donde los linfocitos NKAE se producen estimulando los linfocitos NK con
IL-2, IL-12, IL-15 y/o IL-21 en combinacién con células alimentadoras.

6. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porciéon de unién a antigeno del
mismo para el uso de la reivindicacién 4 o 5, en donde los linfocitos NKAE se producen mediante el cocultivo de células
mononucleares de sangre periférica de donantes sanos con (i) células B-linfoblastoides irradiadas modificadas para
expresar una forma unida a membrana de interleucina-15 (IL-15) y ligando 41BB, e (ii) interleucina-2 (IL-2).

7. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de la reivindicacion 6, en donde las células B-linfoblastoides modificadas son células K562-mb15-
41BBL.

8. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde los linfocitos NK se administran al sujeto
por inyeccidn intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o intratecal, o inyeccién en una cavidad de reseccién tumoral.

9. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde una dosis que varia de aproximadamente
108 a aproximadamente 10" de dichos linfocitos NK se administra al sujeto semanalmente.

10. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el anticuerpo o porcién de unién a antigeno
del mismo es un anticuerpo monoclonal o una porcién de unién a antigeno del mismo.

11. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde el sujeto es un ser humano y el anticuerpo
o fragmento del mismo se une a un receptor CXCR4 humano.

12. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el anticuerpo o una porcién de unién a
antigeno del mismo altera la interaccién entre CXCR4 y la quimiocina 12 con motivo C-X-C (CXCL12) e inhibe la
sefializacion de CXCR4/CXCL12.

13. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de la reivindicacién 12, en donde el anticuerpo o una porcién de unién a antigeno del mismo
presenta una o mas de las siguientes caracteristicas:

(a) se une a CXCR4 en una superficie de una célula cancerosa con una Kp de aproximadamente 1 x 108 M o
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menos segln se determiné mediante resonancia de plasmén superficial (SPR);

(b) inhibe la unién de CXCL12 a CXCR4 con una CEsg de menos de aproximadamente 30 nM;

(c) inhibe el flujo de calcio inducido por CXCL12 en células que expresan CXCR4 con una CEsg de menos de
aproximadamente 1 nM;

(d) inhibe la migracién inducida por CXCL12 de células que expresan CXCR4 con una CEsy de menos de
aproximadamente 20 nM;

(e) inhibe la formacién de tubos capilares por células endoteliales de la vena umbilical humana;

(f) induce la apoptosis en células que expresan CXCR4;

(9) inhibe la proliferacién de células tumorales CXCR4" jn vitro;,

(h) inhibe la proliferacién de células tumorales CXCR4" y/o induce la apoptosis de células tumorales CXCR4" in
Vivo,

(i) inhibe las metastasis de células tumorales CXCR4"; y

(j) aumenta el tiempo de supervivencia de un sujeto portador de tumor CXCR4".

14. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el anticuerpo anti-CXCR4 o porcién del
mismo comprende los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena pesada que tiene la secuencia
de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 25, y los dominios CDR1, CDR2 y CDR3 en una regién variable de cadena
ligera que tiene la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 29.

15. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde el anticuerpo anti-CXCR4 o porcién del mismo
comprende una regién variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen
la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 25 o 33 y una regidn variable de cadena ligera que comprende aminoécidos
unidos consecutivamente que tienen las secuencias expuestas en SEQ ID NO: 29 o0 37.

16. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el anticuerpo anti-CXCR4 o porcién del mismo
comprende una CDR1 de regién variable de cadena pesada que comprende aminoécidos unidos consecutivamente
que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 1, una CDR2 de regién variable de cadena pesada que comprende
aminoécidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 5, una CDR3 de regién
variable de cadena pesada que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta
en SEQ ID NO: 9, una CDR1 de region variable de cadena ligera que comprende aminodcidos unidos
consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 13, una CDR2 de regién variable de cadena ligera
que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 17 y una
CDR3 de regién variable de cadena ligera que comprende aminoacidos unidos consecutivamente que tienen la
secuencia expuesta en SEQ ID NO: 21.

17. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en donde el anticuerpo o porciéon de unién a antigeno
del mismo:

(a) compite de forma cruzada con ulocuplumab por la unién a CXCR4 humano;

(b) se une sustancialmente al mismo epitopo en CXCR4 humano que el ulocuplumab;

(c) es un anticuerpo monoclonal quimérico, humanizado o humano o una porcién del mismo;

(d) comprende una regién constante de cadena pesada que es de un isotipo IgG1, 19G2 o 1IgG4 humano;

(e) es ulocuplumab o una porcidén de unién a antigeno del mismo; y/o

(f) es una variante de 1IgG1 humana de ulocuplumab o una porcidén de unién a antigeno del mismo.

18. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el cancer es un tumor sdélido,
opcionalmente en donde el tumor sélido es un tumor pediatrico, opcionalmente en el que el tumor pediatrico es un
rabdomiosarcoma, osteosarcoma, neuroblastoma, retinoblastoma o sarcoma de Ewing.

19. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de la reivindicacién 18, en donde el tumor sélido es un cancer seleccionado de cancer de pulmoén
microcitico (CPM), cancer de pulmén no microcitico (CPNM), CPNM escamoso, CPNM no escamoso, cancer de
células escamosas, cancer de pulmén no microcitico (CPNM), céncer pancreético, adenocarcinoma ductal pancreatico
(ADP), céancer de ovario, cancer de cuello de Utero, carcinoma de las trompas de Falopio, cancer de Utero (de
endometrio), carcinoma del endometrio, sarcoma uterino, carcinoma del cuello uterino, carcinoma de la vagina,
carcinoma de la vulva, céncer de la uretra, cancer del uréter, cancer de préstata, cancer de préstata metastasico
resistente a la castracion (CPRCm), cancer de testiculos, cdncer de pene, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer
de mama triple negativo (CMTN), cdncer de mama masculino, tumor de células germinales, sarcoma, cancer de piel,
carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células de Merkel, cancer de hueso,
melanoma, cancer de cabeza y cuello, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (CCECC), cancer de
tiroides, cancer bucal, cdncer de boca, cancer de glandulas salivales, cancer de garganta, cancer de es6fago, cancer
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gastrointestinal, cancer gastrico, cancer del intestino delgado, cancer de vesicula biliar y conducto biliar, cancer
colorrectal, carcinoma de colon, cancer de recto, cancer de ano, cancer de higado, hepatoma, cancer de rifién,
carcinoma de células renales, cancer del sistema endocrino, tumores de la glandula del timo, timoma, cancer de la
glandula paratiroidea, cancer de la glandula suprarrenal, sarcoma de tejidos blandos, mesotelioma, carcinoma de la
pelvis renal, neoplasia del sistema nervioso central (SNC), linfoma primario del SNC, angiogénesis tumoral, tumor del
eje espinal, cancer de cerebro, glioma, glioma del tronco encefélico, glioblastoma, glioblastoma multiforme (GBM),
neuroblastoma, adenoma hipofisario, cancer epidermoide, tumores sélidos de la infancia, sarcoma pediatrico, cancer
metastasico, cancer de origen primario desconocido, canceres inducidos por el entorno, canceres relacionados con
virus, canceres relacionados con el SIDA, sarcoma de Kaposi, cdnceres de origen virico, tumores sélidos avanzados,
refractarios y/o recurrentes, y cualquier combinacién de los tumores sélidos anteriores.

20. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde el cancer es una neoplasia maligna
hemética.

21. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de la reivindicacién 20, en donde la neoplasia maligna hematica se selecciona de leucemia
linfoblastica aguda (LLA), leucemia mielégena aguda (LMA), leucemia linfocitica crénica (LLC), leucemia mielégena
crénica (LMC), linfoma de Hodgkin (LH), linfomas no Hodgkin (LNH), linfoma de Burkitt, linfoma difuso de linfocitos B
grandes (LDLBG), linfoma folicular (LF), linfoma inmunoblastico de células grandes, linfoma linfoblastico de linfocitos
B precursores, linfoma de células del manto, micosis fungoide, linfoma anaplasico de células grandes, linfoma
linfoblastico de linfocitos T precursores, linfoma sinonasal de linfocitos citoliticos/T, mieloma multiple (MM), sindrome
mielodisplasico (SMD), mieloma latente, gammapatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI), neoplasias
malignas hematicas avanzadas, metastésicas, refractarias y/o recurrentes, y cualquier combinacién de las neoplasias
malignas hematicas anteriores.

22. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en donde el anticuerpo o porcién de unién a antigeno
del mismo se administra:

(a) a una dosis fija de aproximadamente 50 a aproximadamente 2000 mg una o dos veces aproximadamente cada
semana, una vez aproximadamente cada 2 semanas o una vez aproximadamente cada 3 semanas;

(b) a una dosis fija de aproximadamente 200, aproximadamente 400, aproximadamente 800, aproximadamente
1600 o aproximadamente 2000 mg una vez aproximadamente cada semana o una vez aproximadamente cada 2
semanas; y/o

(c) al sujeto mediante administracién intravenosa o subcutanea.

23. La combinacién, poblacién aislada de linfocitos NK, o anticuerpo aislado o una porcién de unién a antigeno del
mismo para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-22, en donde:

(a) los linfocitos NK y el anticuerpo o porcidn de unién a antigeno del mismo se administran secuencialmente al
sujeto;

(b) los linfocitos NK se administran antes que el anticuerpo o porciéon de unién a antigeno del mismo;

(c) el anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo se administra antes que los linfocitos NK;

(d) los linfocitos NK y el anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo se administran simultdneamente en
composiciones separadas; o

(e) los linfocitos NK y el anticuerpo o porcién de unién a antigeno del mismo se mezclan en una Unica composicién
y se administran simultdneamente.

24. Un kit para su uso en el tratamiento de un sujeto que padece un cancer, comprendiendo el kit:

(a) una o mas dosificaciones que varian de aproximadamente 50 a aproximadamente 2000 mg de un anticuerpo o
una porcién de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a CXCR4 expresado en la superficie de
una célula cancerosa;

(b) una o mas dosificaciones que varian de aproximadamente 10° a aproximadamente 10'* de una poblacion de
linfocitos NKAE; y

(c) instrucciones para usar el anticuerpo o porcién del mismo y los linfocitos NKAE en el uso de una cualquiera de
las reivindicaciones 2-23.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 2A
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FIG. 2B
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FIG. 3B-C
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FIG. 5B
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FIG. 7A
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FIG. 7B-C
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