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DESCRIPCION
Lineas de células asesinas naturales humanas genéticamente modificadas
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere en general a un método para la evaluacion in vitro de la eficacia de un anticuerpo para inducir
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC). El método utiliza ciertas lineas de células asesinas naturales
(NK) que han sido manipuladas genéticamente para expresar una proteina receptora de la superficie celular CD16
que participa en las respuestas de citotoxicidad celular dependientes de anticuerpos. Mas especificamente, la presente
invencion se refiere a un método que utiliza la linea de células asesinas naturales NK-92 que, ha sido modificada para
expresar la proteina receptora de superficie celular Fc CD16, y en una segunda realizacién, que ha sido modificada
para expresar tanto la proteina receptora de superficie celular Fc CD16 como una o mas de las proteinas de
sefalizacidn accesorias asociadas tales como FcR-y o TCR-C y/o una citoquina tal como IL-2.

Antecedentes

Varios anticuerpos, sobre todo Rituximab (MabThera®; Hoffmann-LaRoche, Ltd; Basilea, Suiza) y Herceptin®
(Genentech, Inc.; South San Francisco, CA), han demostrado un valor terapéutico significativo como agentes
antitumorales altamente selectivos y efectivos. Aunque estos anticuerpos pueden unirse a antigenos especificos en
las células tumorales, su actividad antitumoral depende, al menos en parte, de la unién posterior de las células
asesinas naturales (NK; se proporciona una tabla de abreviaturas en la Tabla Z, ubicada después de los Ejemplos)
para la porcién Fc (constante) del anticuerpo con la consiguiente destruccion de la célula tumoral a través de un
mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC).

Las células NK son una clase de linfocitos que normalmente comprenden aproximadamente el 10 % de los linfocitos
en un ser humano. La funcién principal de las células NK es proporcionar una respuesta inmunitaria celular innata
contra el tumor y las células infectadas (objetivo). También se han demostrado y/o se consideran probables funciones
en el cebado y regulacion de la respuesta inmunitaria humoral, el desarrollo fetal y la eliminacion de células normales
estresadas o dafiadas. Las células NK, que se caracterizan por tener un fenotipo CD3/CD56*, muestran una variedad
de receptores de superficie celular activadores e inhibidores. La union o ligadura de un receptor activador de células
NK al ligando correspondiente en una célula objetivo hace que la célula NK ejerza un efecto citotdxico directamente
contra la célula objetivo y secrete una variedad de citocinas que realizan funciones tales como la estimulacion y el
reclutamiento de otros elementos del sistema inmunoldgico para actuar contra el objetivo. Las células NK activadas
lisan las células objetivo a través de la secrecion de las enzimas perforina y granzima, la estimulacion de los receptores
iniciadores de la apoptosis y otros mecanismos menos caracterizados.

Los receptores inhibidores de las células NK interactuan predominantemente con las proteinas del complejo principal
de histocompatibilidad de clase | ("MHC-I") en la superficie de una célula normal. Cuando interactian asi, estos
receptores inhibidores evitan que las células NK se activen. Las moléculas del MHC-I definen a las células como
"pertenecientes" a un individuo en particular. Dado que la expresion de estas moléculas del MHC-I puede prevenir la
activacion de las células NK hacia una célula objetivo, se cree que las células NK pueden ser activadas solo por células
en las que faltan estas moléculas del MHC-I "propias" o son defectuosas, como sucede a menudo para células
tumorales o infectadas por virus. El fenotipo y el patron de activacion de las células NK son distintos de los que
presentan los linfocitos T citotoxicos ("CTL", fenotipo CD3*/CD567/CD8") que son activados por células objetivo que
muestran pequefios fragmentos de péptidos extrafios derivados de virus o células tumorales unidos a las moléculas
del MHC-I de superficie. Los cientificos han especulado que las células NK evolucionaron como una respuesta a las
células tumorales e infectadas que evaden la destruccion por parte de los CTL a través de la supresion o interrupcion
de la presentaciéon de moléculas del MHC-I presentadoras de péptidos.

Las células NK se han evaluado como agentes terapéuticos en el tratamiento de ciertos tipos de cancer. Las células
NK utilizadas para este fin se aislan de la fraccion de linfocitos de sangre periférica ("PBL") de sangre del sujeto, se
expanden en cultivo celular para obtener un numero suficiente de células y luego se vuelven a introducir en el sujeto.
Aunque los resultados de esta terapia han sido prometedores, la preparacion de las células NK autdlogas es costosa,
laboriosa y requiere mucho tiempo. Ademas, el control de calidad de estas células se complica porque cada
preparacion es especifica del sujeto. En particular, la cantidad de células NK que pueden aislarse de un sujeto puede
variar sustancialmente, y estas células son a menudo deficientes en capacidad proliferativa y/o actividad citotoxica.
Otra limitacion del uso de células NK como agente terapéutico resulta de la presencia de antigenos superficiales en
las células que pueden provocar una respuesta de rechazo inmunitario cuando las células se infunden en un sujeto
distinto del que se aislaron. Esto requiere una cuidadosa compatibilidad cruzada del MHC-I entre el donante y el
receptor, asi como la necesidad de inmunosuprimir al receptor.

La linea de células similar a NK, NK-92, se descubrié en la sangre de un sujeto que padecia un linfoma no Hodgkin.
Las células NK-92 carecen de los principales receptores inhibidores que muestran las células NK normales, pero
retienen la mayoria de los receptores activadores. La caracterizacion de la linea de células NK-92 (Gong et al., 1994;
Yan et al., 1998) revel6 que las células NK-92 son citotdxicas para un espectro significativamente mas amplio de tipos
de células tumorales e infectadas que las células NK 'y, ademas, a menudo exhiben niveles mas altos de citotoxicidad
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hacia estos objetivos. Sin embargo, las células NK-92 no atacan a las células normales ni provocan una respuesta de
rechazo inmunitario. Ademas, las células NK-92 se pueden cultivar y mantener de manera facil y estable en cultivo
celular continuo vy, por lo tanto, se pueden preparar en grandes cantidades bajo un control de calidad compatible con
las GMP actuales. Esta combinacion de caracteristicas ha dado como resultado que NK-92 se incorpore a ensayos
clinicos actualmente en curso para el tratamiento de multiples tipos de cancer.

Aunque las células NK-92 retienen casi todos los receptores de activacion y las vias citoliticas asociadas con las
células NK, no expresan el receptor CD16 vy, por lo tanto, no pueden lisar las células objetivo a través del mecanismo
de ADCC. Esto significa que, a pesar de sus otros beneficios, las células NK-92 no pueden potenciar los efectos
antitumorales y antiinfecciosos de los anticuerpos enddgenos o exdgenos a la manera de las células NK. También se
conocen otras lineas de células de tipo NK ademas de NK-92. Algunas de estas otras lineas de células similares a NK
expresan CD16, pero esta expresion es inestable; las células son tipicamente dificiles de cultivar en cultivo celular; y
pocas exhiben actividad citotdxica robusta. Por estas razones, solo NK-92 de las lineas de células similares a NK
actualmente conocidas es un candidato viable como agente terapéutico aunque carece de CD16 y, en consecuencia,
de la capacidad de matar células objetivo a través del mecanismo de ADCC.

Por lo tanto, seria una ventaja restaurar la expresion de CD16 y la capacidad de actuar a través del mecanismo de
ADCC en las células NK-92, permitiendo asi que esas células se usen junto con anticuerpos para fines terapéuticos y
relacionados. Sin embargo, se ha descubierto que las lineas de células NK son recalcitrantes a la transferencia de
genes, una caracteristica que ha obstaculizado el desarrollo de tales lineas de células con fines terapéuticos o de
investigacion. Para las células NK-92, se lograron eficiencias de transformacién de solo 5-15 % y 10-20 % usando
transferencia de genes mediada por particulas o transduccion retroviral (Nagashima et al., 1998; Tam et al., 1999).
Las lineas de células NK-92 que expresan de forma estable el receptor de superficie celular CD16 no estan disponibles
actualmente.

Shahied et al. J Biol Chem. 2004 Dec 24;279(52):53907-14 describen que los minicuerpos biespecificos dirigidos a
HER2/neu y CD16 exhiben una lisis tumoral mejorada cuando se colocan en un formato de unién a antigeno tumoral
divalente.

Resumen

La invencion proporciona un método para la evaluacion in vitro de la eficacia de un anticuerpo para inducir citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (ADCC), como se define en las reivindicaciones.

El método de la invencion utiliza una célula NK-92 modificada para expresar el receptor Fc CD16 (FcyRIlI-A) en la
superficie de la célula.

La divulgacion esta dirigida generalmente a células NK-92 modificadas para expresar un receptor Fc en una superficie
de la célula; el receptor Fc puede ser un receptor Fcy activador, CD16 (FcyRIII-A), o cualquier miembro de una clase
de receptor Fc, tal como FCyRI (CD64), FCyRIl (CD32), FCyRIIl, FcRn, Fca y Fce. Los receptores Fc pueden tener
cualquier afinidad de union por sus ligandos, o fragmentos de sus ligandos, incluidas las formas de baja y alta afinidad
de union. Las células NK-92 se pueden modificar introduciendo un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene
al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de identidad con las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID
NO:1 o la SEQ ID NO: 2; uno de tales polinucleétidos incluye la SEQ ID NO:3. Las células NK-92 pueden modificarse
adicionalmente para expresar uno o mas polipéptidos de sefalizacién accesorios asociados, citocinas o fragmentos
de los mismos; tal expresion puede correlacionarse con una mayor expresion superficial del receptor Fc. Los
polipéptidos de sefializacion accesorios asociados incluyen FceRI-y (SEQ ID NO: 5) o TCR-C (SEQ ID NO: 7). La
expresion de una citocina (tal como la interleucina 2) también se puede correlacionar con la viabilidad o la citotoxicidad
de las células NK-92 modificadas.

También se describen métodos para la evaluacion in vitro de la eficacia de un anticuerpo para inducir la muerte celular.
Dichos métodos incluyen las etapas de exponer una célula objetivo a un anticuerpo (monoclonal (purificado o en
sobrenadantes de hibridoma), policlonal, quimérico (como uno que tiene al menos dos dominios de unién a antigeno
diferentes (donde un dominio de unidon puede adaptarse para unirse al receptor Fc), o cualquier otra forma de
anticuerpo), exponiendo la célula objetivo a una NK-92 modificada que expresa un receptor Fc; y luego controlar la
célula objetivo para detectar citotoxicidad, citélisis o apoptosis, 0 una combinacion de los mismos. Se pueden usar
pluralidades de células y anticuerpos. Las células objetivo utilizadas en los métodos pueden tener una tasa apoptotica
o de lisis de aproximadamente 5 % - 30 % en presencia de las células NK-92 modificadas en ausencia de anticuerpo.
Las relaciones efector:objetivo incluyen de 0.5:1 a 100:1, incluidos 1:1 y 20:1. Las células objetivo en los métodos
incluyen SKOV-3, P815, THP-1, U373MG, T98G, AML193, SR91, ALL1 y REH; estas y otras células objetivo pueden
modificarse para aumentar la expresion del antigeno al que se une el anticuerpo. Los controles negativos apropiados
incluyen el uso de células NK-92 no modificadas.

Las células NK-92 utilizadas en el método de la invencidon se modifican para expresar un receptor Fc en una superficie
de la célula; el receptor Fc es un receptor activador Fcy, CD16 (FcyRIII-A). El receptor Fc puede tener cualquier
afinidad de union por sus ligandos, o fragmentos de sus ligandos, incluidas las formas de baja y alta afinidad de union.
Las células NK-92 se pueden madificar introduciendo un polinucledtido que codifica un polipéptido que tiene al menos
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un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de identidad con las secuencias de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o la
SEQ ID NO: 2; uno de tales polinucledtidos incluye la SEQ ID NO:3. Las células NK-92 pueden modificarse
adicionalmente para expresar uno o mas polipéptidos de sefalizacién accesorios asociados, citocinas o fragmentos
de los mismos; tal expresion puede correlacionarse con una mayor expresion superficial del receptor Fc. Los
polipéptidos de sefializacion accesorios asociados incluyen FceRI-y (SEQ ID NO: 5) o TCR-C (SEQ ID NO: 7). La
expresion de una citocina (tal como la interleucina 2) también se puede correlacionar con la viabilidad o la citotoxicidad
de las células NK-92 modificadas. Las citocinas también se pueden agregar al ensayo de fuentes exdgenas.

La divulgacién también esta dirigida a métodos para detectar actividad citolitica e inductora de apoptosis, incluyendo
el método las etapas de exponer una célula objetivo en ausencia de anticuerpos a una célula NK-92 que expresa un
receptor Fc, y luego controlar la célula objetivo para detectar citotoxicidad, citdlisis o apoptosis. El control puede incluir
la determinacion de los niveles de expresion de IFN-y o de citocinas. El método puede incluir ademas la aplicacion de
agentes bloqueadores, tales como anticuerpos o polipéptidos (o fragmentos de estos) que enmascaran receptores
activadores para suprimir uno 0 mas receptores activadores en la célula NK-92.

La divulgacion también esta dirigida a métodos para ensayar la eficacia de un anticuerpo para tratar un tumor, infeccion
u otra lesion, incluyendo el método las etapas de administrar un anticuerpo (o una pluralidad de anticuerpos) a un
sujeto, administrar células NK-92 modificadas que expresan un receptor Fc al sujeto; y luego controlar el tumor,
infeccion o lesion. La eficacia del anticuerpo en el tratamiento se correlaciona con la supresion del tumor, infeccion o
lesién en el sujeto. El control puede incluir la determinacion de los niveles de expresion de IFN-y o de citocinas. El
meétodo puede incluir ademas la aplicacion de agentes bloqueadores, tales como anticuerpos o polipéptidos (o
fragmentos de estos) que enmascaran receptores activadores para suprimir uno o mas receptores activadores en la
célula NK-92.

El anticuerpo puede ser monoclonal (purificado o en sobrenadantes de hibridoma), policlonal, quimérico (tal como uno
que tiene al menos dos dominios de unidn a antigeno diferentes (donde un dominio de union puede adaptarse para
unirse al receptor Fc) o cualquier otra forma de anticuerpo. Las citocinas (tal como la interleucina 2), o fragmentos de
las mismas, pueden expresarse a partir de células NK-92 modificadas o suministrarse de forma exdégena. Los sujetos
incluyen bovinos (por ejemplo, vacas), cerdos (por ejemplo, cerdos, puercos), conejos, alpacas, caballos, caninos (por
ejemplo, perros), felinos (por ejemplo, gatos), hurones, ratas, ratones, aves (pollos, pavos) y bufalos. Los sujetos
también pueden ser humanos.

Las células NK-92 en este aspecto de la divulgacién pueden incluir aquellas modificadas para expresar un receptor
Fc en una superficie de la célula; el receptor Fc puede ser un receptor Fcy activador, CD16 (FcyRIII-A), o cualquier
miembro de una clase de receptor Fc, tal como FCyRI (CD64), FCyRIlI (CD32), FCyRIIl, FcRn, Fca y Fce. Los
receptores Fc pueden tener cualquier afinidad de unién por sus ligandos, o fragmentos de sus ligandos, incluidas las
formas de baja y alta afinidad de unién. Las células NK-92 se pueden modificar introduciendo un polinucleétido que
codifica un polipéptido que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de identidad con las secuencias
de aminoécidos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 2; uno de tales polinucleétidos incluye la SEQ ID NO:3. Las
células NK-92 pueden modificarse adicionalmente para expresar uno o mas polipéptidos de sefializacién accesorios
asociados, citocinas o fragmentos de los mismos; tal expresién puede correlacionarse con una mayor expresion
superficial del receptor Fc. Los polipéptidos de sefializacion accesorios asociados incluyen FceRI-y (SEQ ID NO: 5) o
TCR-C (SEQ ID NO: 7).

También se describe métodos para tratar a un sujeto, teniendo el sujeto un tumor, infeccién u otra lesién, incluyendo
el método administrar a un sujeto anticuerpos que se unen especificamente al tumor, infeccién u otra lesion; y luego
administrar al sujeto células NK-92 modificadas que expresan un receptor Fc. Una reduccion del tumor, infeccion o
lesion indica una respuesta terapéutica. El control puede incluir la determinacion de los niveles de expresion de IFN-y
o de citocinas. El método puede incluir ademas la aplicacién de agentes bloqueadores, tales como anticuerpos o
polipéptidos (o fragmentos de estos) que enmascaran el receptor activador para suprimir uno o0 mas receptores
activadores en la célula NK-92.

El anticuerpo puede ser monoclonal (purificado o en sobrenadantes de hibridoma), policlonal, quimérico (tal como uno
que tiene al menos dos dominios de unidn a antigeno diferentes (donde un dominio de union puede adaptarse para
unirse al receptor Fc) o cualquier otra forma de anticuerpo. Las citocinas (tal como la interleucina 2), o fragmentos de
las mismas, pueden expresarse a partir de células NK-92 modificadas o suministrarse de forma exdégena. Los sujetos
incluyen bovinos (por ejemplo, vacas), cerdos (por ejemplo, cerdos, puercos), conejos, alpacas, caballos, caninos (por
ejemplo, perros), felinos (por ejemplo, gatos), hurones, ratas, ratones, aves (pollos, pavos) y bufalos. Los sujetos
también pueden ser humanos.

Las células NK-92 en este aspecto de la divulgacién pueden incluir aquellas modificadas para expresar un receptor
Fc en una superficie de la célula; el receptor Fc puede ser un receptor Fcy activador, CD16 (FcyRIII-A), o cualquier
miembro de una clase de receptor Fc, tal como FCyRI (CD64), FCyRIlI (CD32), FCyRIIl, FcRn, Fca y Fce. Los
receptores Fc pueden tener cualquier afinidad de unién por sus ligandos, o fragmentos de sus ligandos, incluidas las
formas de baja y alta afinidad de unién. Las células NK-92 se pueden modificar introduciendo un polinucleétido que
codifica un polipéptido que tiene al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % de identidad con las secuencias
de aminoécidos de la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO: 2; uno de tales polinucleétidos incluye la SEQ ID NO:3. Las
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células NK-92 pueden modificarse adicionalmente para expresar uno o mas polipéptidos de sefializacién accesorios
asociados, citocinas o fragmentos de los mismos; tal expresién puede correlacionarse con una mayor expresion
superficial del receptor Fc. Los polipéptidos de sefializacion accesorios asociados incluyen FceRI-y (SEQ ID NO: 5) o
TCR- (SEQ ID NO: 7).

Muchas otras ventajas y caracteristicas de la presente invencion se haran facilimente evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada de la invencion y sus realizaciones, de las reivindicaciones y de los dibujos adjuntos.

Breve descripcion de los dibujos

Los objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencidon se apreciaran mas facilmente con referencia a la
siguiente divulgacion cuando se considere junto con los dibujos adjuntos.

La Figura 1 muestra diagramas de dispersion de citometro de flujo de células NK-92 transducidas con ADNc con CD16
utilizando el vector pBMN-IRES-EGFP después de la tincion sin anticuerpo primario (Figura 1A) y con anticuerpo
primario (anti-CD16) y anticuerpo secundario (Figura 1B). La expresion de EGFP se evalla en el eje x, y la expresion
de CD16 en la superficie esta en el eje y.

La Figura 2 muestra diagramas de dispersion de citometro de flujo que muestran la expresion de CD16 por células
NK-92 transducidas con solo CD16 (Figura 2A), y el aumento en la expresion de CD16 cuando las células NK-92 se
transducen con ADNc con CD16 en combinacién con ADNc de FceRI-y (y; en el vector pPBMN-IRES-EGFP (Figura
2B), o ADNc con CD3 ¢ (Figura 2C).

La Figura 3 es un diagrama grafico que muestra la citotoxicidad células objetivo P815 con FcyRII/II* por células NK-
92-CD16 inducidas por anticuerpo anti-CD16 (3G8), pero no anticuerpos contra CD56 (B159) o KIR (DX9). Las células
se ensayaron usando liberacion de %'Cr de las células objetivo P815 en las proporciones indicadas de efector a
objetivo.

La Figura 4 es un diagrama grafico que ilustra la citotoxicidad redirigida de células objetivo THP-1 con FcyRIl/III* por
células NK-92-CD16 (simbolos con relleno) inducida por anticuerpo anti-CD16 (3G8; cuadrados), pero no por
anticuerpo anti-NKR-PI (B199; triangulos). La citotoxicidad redirigida no fue inducida por anti-CD16 en células NK-92
transducidas con ADNc de IgM de ratén (simbolos sin relleno).

La Figura 5 es un diagrama grafico que ilustra la citotoxicidad redirigida de células objetivo SKOV-3 por células NK-
92-CD16 (triangulos), pero no NK-92 transducidas con IgM de ratén (cuadrados), inducida por anticuerpo 2B1
biespecifico (simbolos con relleno). 2B1 contiene dominios F(ab) que reconocen tanto el antigeno Her2/neu en las
células SKOV-3 como CD16 en NK-92-CD16.

La Figura 6 es un diagrama grafico que ilustra la citotoxicidad redirigida de células NoGFP NK-92-CD16, NK-92-CD16-
Yy y NK-92-CD16-C contra células objetivo P815 en combinacion con la concentracion indicada de anticuerpo
monoclonal biespecifico quimérico 2B1.

Descripcion detallada de la invencion
La invencion esta definida por las reivindicaciones.

La presente divulgacion esta dirigida a lineas de células y métodos que potencian y amplian el alcance efectivo de la
respuesta de ADCC. La presente divulgacion proporciona una linea de células NK-92 que expresa de forma estable
una proteina receptora de superficie celular Fc, tal como CD16. (Se han desarrollado varias nomenclaturas diferentes
para referirse a ciertos receptores Fc; se usan indistintamente en el presente documento, incluidos CD16, FCyRIII-A
y sus polimorfismos u otras formas que tienen niveles de afinidad variados).

Muchas empresas de biotecnologia estan desarrollando actualmente nuevos anticuerpos monoclonales para su uso
en inmunoterapias contra el cancer. La intencion de este esfuerzo de desarrollo es preparar anticuerpos que se unan
a antigenos proteicos particulares que se expresen de manera Unica en las superficies de tipos especificos de células
tumorales. Las células NK citotoxicas pueden, a su vez, unirse a la region Fc (constante) de estos anticuerpos unidos
al tumor a través de los receptores CD16 que se muestran en las células NK e iniciar la lisis de la célula tumoral a
través del mecanismo de ADCC. La alta eficacia y especificidad de los agentes terapéuticos basados en este enfoque
se ha demostrado clinicamente mediante el uso del anticuerpo monoclonal Herceptina (anti-ErbB2) para el tratamiento
de carcinomas de mama que expresan ErbB2 y el uso del anticuerpo monoclonal Rituximab (anti-CD20) para el
tratamiento de linfomas de células B. Se estan desarrollando muchos otros anticuerpos terapéuticos que se dirigen a
una amplia variedad de antigenos adicionales especificos de tumores.

Una parte esencial del desarrollo de terapias contra el cancer basadas en anticuerpos es la determinacion in vitro de
la eficacia y especificidad de la ADCC mediada por células NK que se imparte mediante la unién del anticuerpo a la
célula tumoral objetivo. Estas pruebas generalmente se realizan utilizando linfocitos de sangre periférica (PBL)
obtenidos de donantes humanos normales o células NK aisladas de la fraccion de sangre de PBL como células
efectoras. Ademas de la carga engorrosa inherente a la obtencion y procesamiento rutinario de muestras de sangre
humana, existe una variabilidad considerable en la actividad y cantidad de células efectoras obtenidas de diferentes
donantes y una variabilidad similar entre muestras obtenidas del mismo donante. Parte de esta variabilidad es
intrinseca y surge de la naturaleza policlonal de las células NK. En particular, las variaciones alélicas en la porcion
extracelular del gen de CD16 pueden resultar en diferencias significativas en la afinidad de CD16 por las porciones Fc
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de los anticuerpos y las diferencias en el estado de activacion de las células NK del donante pueden alterar el nivel de
expresion de CD16 en la superficie de la célula. La concentracién de células NK en la fraccion PBL también varia, en
parte por razones genéticas y en parte como reflejo del estado fisiolégico del donante. Esta variabilidad de las células
efectoras complica enormemente la evaluacion de los anticuerpos monoclonales como posibles agentes terapéuticos.
Ademas, aunque las células NK que expresan la forma de baja afinidad de unién de CD16 son las mas comunes, el
isotipo de alta afinidad es lo suficientemente comin como para que las pruebas de anticuerpos se realicen utilizando
células NK de ambas formas (Koene et al., 1997). La identificacion de donantes homocigotos para formas alélicas de
CD16 de baja y alta afinidad es una tarea dificil. La disponibilidad de una poblacion de células NK humanas clonales
que exprese un nivel constante de actividad de CD16 proporcionaria un beneficio sustancial como efector estandar en
la evaluacién de anticuerpos para actividad y especificidad de ADCC.

De manera similar, las terapias basadas en anticuerpos pueden beneficiarse de la presencia de células NK que tienen
niveles altos conocidos de capacidad de unién a Fc y actividad citotoxica en el sujeto. Ademas de las variabilidades
descritas previamente, a menudo se encuentra que las células NK aisladas de sujetos con cancer se han vuelto
defectuosas, deficientes o ineficaces por las acciones de las células tumorales. Algunos tipos de células tumorales,
por ejemplo, pueden matar o desactivar las células NK de una manera especifica del sujeto. Otros tipos de células
tumorales pueden interferir de manera similar con la produccion, actividad y/o especificidad de las células NK. Tal
variabilidad hace que la confianza en las células NK del sujeto sea problematica en un entorno terapéutico y sugiere
que la coadministracion de cantidades conocidas de células NK exdgenas que tienen un nivel conocido de actividad
junto con un anticuerpo apropiado puede dar como resultado efectos terapéuticos mas consistentes. Nuevamente, se
espera que la disponibilidad de una poblacién de células NK humanas clonales que exprese un nivel constante de
actividad de CD16 proporcione un beneficio sustancial.

Una limitacion importante de la utilidad de las células NK es que expresan un repertorio de receptores de la superficie
celular que, cuando se unen al ligando del MHC-I correspondiente en una célula objetivo normal, previenen fuerte y
especificamente la destrucciéon de la célula objetivo al inhibir la activacion de las células NK, la citotoxicidad y la
respuesta de citocinas. Esta inhibicion puede anular la activacion de las células NK provocada por la union de los
receptores activadores de células NK a sus ligandos conjugados en la célula objetivo. Por lo tanto, una célula NK
destruira una célula objetivo que muestre solo ligandos activadores, pero no afectara a una célula objetivo que muestre
ligandos inhibidores del MHC-I incluso si también hay presentes ligandos activadores.

Casi todas las células de los mamiferos muestran ciertas proteinas polimorficas de la superficie celular del MHC-I en
sus superficies. Estas proteinas del MHC-I| tienen la funcién principal de mostrar antigenos peptidicos que son
fragmentos derivados de proteinas expresadas dentro de una célula y se clasifican como complejos del MHC-I. Los
complejos del MHC que se muestran en las células normales son exclusivos de cada individuo y, a menudo, se los
denomina marcadores "propios" para ese individuo. Las células exdgenas introducidas por trasplante muestran
moléculas del MHC y péptidos asociados que difieren de aquellos del individuo huésped y, por lo tanto, se denominan
"no propias". Los complejos de MHC-péptido no propios también pueden aparecer en células aberrantes como
resultado de procesos que alteran los péptidos presentados en las moléculas de MHC. En particular, muchas, pero no
todas, las células tumorales y las células infectadas muestran péptidos no propios.

Los receptores inhibidores de células NK constan de varias familias de proteinas que reconocen, se unen y se activan
para enviar "sefiales intracelulares negativas" al encontrar proteinas del MHC-I propias intactas en la superficie de una
célula objetivo normal propia. Por lo tanto, se evita que las células NK ataquen y destruyan las células normales que
muestran la constelacion propia del MHC-I apropiada. Las células tumorales e infectadas que muestran esta
constelacion propia de MHC-I también son inmunes al ataque. Solo las células que no muestran MHC-I o no son
propias estan sujetas a destruccion por parte de las células NK. Sin embargo, algunos tipos de tumores y células
infectadas que no muestran complejos MHC-I propios han desarrollado mecanismos que les permiten escapar de este
destino. Los ejemplos de tales mecanismos de escape incluyen la expresion de ligandos de receptores inhibidores de
células NK similares al MHC-I sustitutos y la secrecion de ligandos solubles que suprimen las funciones de las células
NK. Las células tumorales e infectadas que implementan tales mecanismos de escape son refractarias a la lisis
mediada por células NK. Por lo tanto, la eficacia de las células NK como agente para la destruccion de células
cancerosas esta limitada por la presencia de ligandos apropiados del MHC-I para los receptores inhibidores de células
NK. La disponibilidad de una poblacién de células NK humanas que no exprese receptores inhibidores de células NK
expandiria beneficiosamente la gama de canceres e infecciones que pueden tratarse usando agentes terapéuticos
basados en anticuerpos.

NK-92 es una linea de células similar a NK que inicialmente se aislé de la sangre de un sujeto que padecia un linfoma
granular grande y posteriormente se propago en un cultivo celular. Se ha descrito la linea de células NK-92 (Gong et
al., 1994; Klingemann, 2002). Las células NK-92 determinadas tienen un fenotipo CD3/CD56* que es caracteristico
de las células NK. Expresan todos los receptores activadores de células NK conocidos excepto CD16, pero carecen
de todos los receptores inhibidores de células NK conocidos excepto NKG2A/CD94 e ILT2/LIR1, que se expresan en
niveles bajos. Ademas, NK-92 es una linea de células clonal que, a diferencia de las células NK policlonales aisladas
de la sangre, expresa estos receptores de manera uniforme con respecto al tipo y la concentracién en la superficie
celular. De manera similar, las células NK-92 no son inmunogénicas y no provocan una respuesta de rechazo
inmunitario cuando se administran terapéuticamente a un sujeto humano. De hecho, las células NK-92 son bien
toleradas en humanos sin efectos perjudiciales conocidos en los tejidos normales. Mientras que las células NK-92, a
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diferencia de las células NK y las células de la mayoria de las otras lineas de células similares a NK conocidas, han
sido disefiadas para expresar nuevas proteinas por medio de la transduccién usando vectores retrovirales (Campbell
et al., 2004; Kikuchi-Maki et al., 2003; Klingemann, 2002; Yusa y Campbell, 2003; Yusa et al., 2002; Yusa et al., 2004),
dicha modificacion ha resultado dificil, como lo demuestran los numerosos fracasos en la modificacion de células NK-
92 para expresar un receptor Fc. Mas particularmente, a pesar de los claros beneficios potenciales que podrian
anticiparse a partir de una linea de células NK-92 modificada para expresar CD16, tal modificacién genética no se
habia logrado de hecho hasta la presente divulgacion.

Esta combinacion unica de caracteristicas convierte a NK-92 en una plataforma adecuada sobre la que se puede
construir la presente divulgacion. En particular, la falta de receptores inhibidores significa que NK-92 no esta restringido
por MHC y puede actuar eficazmente contra cualquier célula que muestre un ligando de activacion apropiado,
independientemente de cualquier ligando inhibidor de MHC-I que también se pueda expresar. La falta de
inmunogenicidad junto con la relativa facilidad con la que las células NK-92 pueden crecer en cultivo significa que
pueden prepararse a granel y administrarse a cualquier sujeto cuando surja la necesidad. La estabilidad y consistencia
de NK-92 lo hace adecuado para su uso como material de referencia y agente terapéutico. Ademas, la presente
divulgacion proporciona la capacidad de transducir NK-92 con genes para nuevas proteinas, tales como los receptores
Fc, junto con la capacidad de NK-92 para expresar de forma estable estas proteinas, como se explica con mas detalle
a continuacion.

El uso de células NK-92 como terapia para el cancer se esta evaluando actualmente con resultados prometedores en
ensayos clinicos en humanos. Los beneficios de las células NK-92 se estan explotando ain mas a través del desarrollo
de variantes de NK-92 genéticamente modificadas que expresan una construccion de proteina que une
covalentemente un dominio de unién similar a un anticuerpo a un dominio de sefalizacion tal como TCR-{ (GenBank
acceso No J04132; SEQ ID NO: 6) (TCR-C (GenBank acceso No. J04132; SEQ ID NO: 6)) (Klingemann, 2002; Maki
et al., 2001; Uherek et al., 2001; Uherek et al., 2002). En estas construcciones, el dominio similar a un anticuerpo esta
estructurado para unirse especificamente a un antigeno que se expresa en una célula objetivo, mientras que el dominio
de sefializacion es uno que se sabe que desencadena la actividad de las células NK y NK-92 cuando se estimula.
Hasta la fecha, se ha demostrado in vitro y en modelos animales que la unién del dominio similar a un anticuerpo de
una construccion de este tipo a su antigeno en una célula objetivo activa la célula NK-92 de tal manera que
rapidamente y de manera eficiente destruye la célula objetivo a través de conjugacion directa. Sin embargo, la utilidad
de estas construcciones como agentes terapéuticos esta limitada por la necesidad de disefiar, preparar y validar una
construccion unica para cada tipo especifico de cancer o infeccion a tratar. La disponibilidad de una sola variante de
NK-92 que se puede usar para tratar una amplia gama de canceres e infecciones es de gran utilidad.

Un area en la que se pueden mejorar las células NK-92 se relaciona con el uso de células NK-92 en sujetos, ya que
la citotoxicidad, la concentracion del receptor en la superficie celular y la supervivencia de las células NK-92, asi como
la variedad de tipos de células tumorales e infectadas que son atacadas se ha demostrado que aumentan por la
presencia de bajas concentraciones de la citocina interleucina 2 (IL-2). El costo de la IL-2 agregada exégenamente
necesaria para mantener y expandir NK-92 en cultivo a escala comercial es significativo, mientras que también se
sabe que la administracion de IL-2 a sujetos humanos en cantidad suficiente para lograr los efectos deseados causa
efectos secundarios adversos. Esta limitacion ha sido abordada por el desarrollo de lineas de células secretoras de
IL-2 NK-92mi y NK-92ci por transduccion retroviral de NK-92 con el gen de IL-2 (Klingemann, 2002; Nagashima et al.,
1998). Los niveles de IL-2 secretados por estas lineas de células son suficientes para optimizar la supervivencia y la
actividad de NK-92, pero estan por debajo del nivel generalmente asociado con la aparicion de efectos secundarios
adversos.

Otra area en la que se pueden mejorar las células NK-92, y el enfoque de la presente divulgacion, se refiere al hecho
de que la NK-92 no modificada no expresa CD16 y, por lo tanto, es ineficaz para destruir células objetivo a través del
mecanismo de ADCC. Aunque las células NK-92 se usan ampliamente como un sistema modelo para el estudio de la
activacion, accion e inhibicion de las células NK, la falta de expresién de CD16 impide el uso de las células NK-92
para la evaluacion de la eficacia de los anticuerpos como agentes terapéuticos y el uso de NK-92 como agente
terapéutico que se administra conjuntamente con un anticuerpo. La presente divulgacion aborda esta limitacion
haciendo que las células NK-92 expresen CD16. La utilidad y el beneficio adicionales de la presente divulgacion se
haran evidentes en las siguientes descripciones.

Modificacion de las células NK-92

CD16 se encuentra mas comunmente en una forma que tiene una afinidad de union relativamente baja por la porcion
Fc de las moléculas de IgG. En algunos individuos se encuentra una forma alternativa que muestra una mayor afinidad
de unién. Las formas de baja y alta afinidad de CD16 se diferencian unicamente por la sustitucién de valina (alta
afinidad) por fenilalanina (baja afinidad) en la posicion 157 de la cadena polipeptidica. Las secuencias completas de
las formas de baja y alta afinidad se pueden encontrar en la base de datos SwissProt como las entradas P08637 (SEQ
ID NO: 1) y VAR_008801 (SEQ ID NO: 2), respectivamente, y se presentan en las Tablas 1y 2; el polinucledtido que
codifica la SEQ ID NO: 1 (SEQ ID NO: 3) se presenta en la Tabla 3.

CD16 se introdujo en células NK-92 por medio de transduccién retroviral de la siguiente manera. EI ADN
complementario que codifica el gen para la forma de baja o alta afinidad de CD16 se subclon6 en un vector de
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expresion retroviral bicistronico, pPBMN-IRES-EGFP (obtenido de G. Nolan, Universidad de Stanford, Stanford, CA)
usando los sitios de restriccion BamHI y Notl de acuerdo con métodos estandar (por ejemplo, (Ausubel, 2002;
Sambrook y Russell, 2001)). Luego, este vector de expresion se transfectd en la linea de células de empaquetamiento
retroviral Phoenix-Amphotropic y el sobrenadante que contenia el virus resultante se usé para transducir células NK-
92, aunque se pueden usar los métodos alternativos que incluyen aquellos en los que los vectores incorporan EGFP
u otras proteinas fluorescentes (amarillo, rojo, cian, etc.), y la linea de células de empaquetamiento retroviral Phoenix-
Amphotropic se obtuvieron y estan disponibles para el publico en la Universidad Leland Stanford, Stanford, California,
Estados Unidos; (Kinsella y Nolan, 1996; Nolan y Kinsella, 1998)). Como se indica a continuacion, pueden utilizarse
otros vectores y lineas de células de empaquetamiento, tanto los actualmente conocidos como los que puedan
desarrollarse en el futuro. Las células NK-92 transducidas que expresan CD16 en su superficie (NK-92-CD16, también
conocidas como CD16/FceRIly-NK-92) se separaron de las células NK-92 residuales no transducidas utilizando un
clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS). Cuando fue apropiado para el uso previsto, las células NK-
92-CD16 se subclasificaron adicionalmente sobre la base del nivel de expresién de CD16 usando un FACS, basado
en la expresion coordinada de la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP). Las células NK-92-CD16 resultantes
expresan de manera estable CD16 en cultivo celular sin necesidad de una seleccién periédica de antibioticos.

Tabla 1
Secuencia polipeptidica para la SEQ ID NO:1 (receptor llI-A de la regién Fc de inmunoglobulina gamma de baja
afinidad [Precursor])

Met Trp Gln Leu Leu Leu Pro Thr Ala Leu Leu Leu Leu Val Ser Ala
1 5 10 15

Gly Met Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro
20 25 30

Gln Trp Tyr Arg Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gln
35 40 45

Gly Ala Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gln Trp Phe His Asn Glu
50 55 60

Ser Leu Ile Ser Ser Gln Ala Ser Ser Tyr Phe Ile Asp Ala Ala Thr
65 70 75 80

Val Asp Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Thr Asn Leu Ser Thr Leu
85 90 95

Ser Asp Pro Val Gln Leu Glu Val His Ile Gly Trp Leu Leu Leu Gln
100 105 110

Ala Pro Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro Ile His Leu Arg Cys
115 120 125

His Ser Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gln Asn
130 135 140

Gly Lys Gly Arg Lys Tyr Phe His His Asn Ser Asp Phe Tyr Ile Pro
145 150 155 160

Lys Ala Thr Leu Lys Asp Ser Gly Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Phe
165 170 175

Gly Ser Lys Asn Val Ser Ser Glu Thr Val Asn Ile Thr Ile Thr Gln
180 185 190
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Gly Leu Ala Val Ser Thr Ile Ser Ser Phe Phe Pro Pro Gly Tyr Gln
195 200 205

Val Ser Phe Cys Leu Val Met Val Leu Leu Phe Ala Val Asp Thr Gly
210 215 220

Leu Tyr Phe Ser Val Lys Thr Asn Ile Arg Ser Ser Thr Arg Asp Trp
225 230 235 240

Lys Asp His Lys Phe Lys Trp Arg Lys Asp Pro Gln Asp Lys
245 250

Tabla 2
Secuencia polipeptidica para la SEQ ID NO:2 (receptor IlI-A de la regidon Fc de inmunoglobulina gamma de la
variante 157 F -> V de baja afinidad [Precursor])

Met Trp Gln Leu Leu Leu Pro Thr Ala Leu Leu Leu Leu Val Ser Ala
1 5 10 15

Gly Met Arg Thr Glu Asp Leu Pro Lys Ala Val Val Phe Leu Glu Pro
20 25 30

Gln Trp Tyr Arg Val Leu Glu Lys Asp Ser Val Thr Leu Lys Cys Gln
35 40 45

Gly Ala Tyr Ser Pro Glu Asp Asn Ser Thr Gln Trp Phe His Asn Glu
50 55 60

Ser Leu Ile Ser Ser Gln Ala Ser Ser Tyr Phe Ile Asp Ala Ala Thr
65 70 75 80

Val Asp Asp Ser Gly Glu Tyr Arg Cys Gln Thr Asn Leu Ser Thr Leu
85 90 95

Ser Asp Pro Val Gln Leu Glu Val His Ile Gly Trp Leu Leu Leu Gln
100 105 110

Ala Pro Arg Trp Val Phe Lys Glu Glu Asp Pro Ile His Leu Arg Cys
115 120 125

His Ser Trp Lys Asn Thr Ala Leu His Lys Val Thr Tyr Leu Gln Asn
130 135 140



Gly Lys Gly Arg Lys

145

Lys Ala Thr Leu Lys

165

Gly Ser Lys Asn Val

180

Gly Leu Ala Val Ser
195

Val Ser Phe Cys Leu

210

Leu Tyr Phe Ser Val

225

Lys Asp His Lys Phe

245
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Tyr Phe His
150

Asp Ser Gly

Ser Ser Glu

Thr Ile Ser
200

Val Met Val
215

Lys Thr Asn
230

Lys Trp Arg

His Asn Ser Asp Val Tyr Ile Pro
155

160

Ser Tyr Phe Cys Arg Gly Leu Phe

170

175

Thr Val Asn Ile Thr Ile Thr Gln
190

185

Ser Phe Phe Pro Pro Gly Tyr Gln

205

Leu Leu Phe Ala Val Asp Thr Gly

220

Ile Arg Ser Ser Thr Arg Asp Trp
235

240

Lys Asp Pro Gln Asp Lys

250

Tabla 3

gamma de baja afinidad [Precursor])

Secuencia de polinucledtidos (ARNm) para la SEQ ID NO:3 (receptor llI-A de la regiéon Fc de inmunoglobulina

atgtggcagc tgctccteccce aactgctctg ctacttctag tttcagetgg catgcggact 60
gaagatctcc caaaggctgt ggtgttcctg gagcctcaat ggtacagggt gctcgagaag 120
gacagtgtga ctctgaagtg ccagggagcc tactcccctg aggacaattc cacacagtgg 180
tttcacaatg agagcctcat ctcaagccag gcctcgagct acttcattga cgctgccaca 240
gtcgacgaca gtggagagta caggtgccag acaaacctct ccaccctcag tgacccggtg 300
cagctagaag tccatatcgg ctggctgttg ctccaggccce ctecggtgggt gttcaaggag 360
gaagacccta ttcacctgag gtgtcacagc tggaagaaca ctgctctgca taaggtcaca 420
tatttacaga atggcaaagg caggaagtat tttcatcata attctgactt ctacattcca 480
aaagccacac tcaaagacag cggctcctac ttctgcaggg ggctttttgg gagtaaaaat 540
gtgtcttcag agactgtgaa catcaccatc actcaaggtt tggcagtgtc aaccatctca 600
tcattctttc cacctgggta ccaagtctct ttctgcttgg tgatggtact cctttttgcea 660
gtggacacag gactatattt ctctgtgaag acaaacattc gaagctcaac aagagactgg 720
aaggaccata aatttaaatg gagaaaggac cctcaagaca aatga 765

Vectores de expresion recombinante y células huésped

Los vectores son herramientas que se utilizan para transportar el ADN entre las células huésped o como un medio
para expresar una secuencia de polinucleétidos. Insertar el ADN de interés, tal como una secuencia de CD76 o un
fragmento, se logra mediante técnicas de ligamiento y/o protocolos de apareamiento bien conocidos por los expertos
en la materia. Tal ADN se inserta de manera que su integracidon no rompa ningun componente necesario del vector.
En el caso de los vectores que se usan para expresar el ADN insertado como un polipéptido, el ADN introducido se
une operativamente a los elementos del vector que gobiernan su transcripcion y traduccion.
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Los vectores se pueden dividir en dos clases generales: Los vectores de clonacion son plasmidos o fagos replicantes
con regiones que no son esenciales para la propagacion en una célula huésped adecuada y en las que se puede
insertar ADN extrafio; el ADN extrafio se replica y propaga como si fuera un componente del vector. Se usa un vector
de expresion (tal como un genoma de virus de plasmido, levadura o animal) para introducir material genético extrafio
en una célula o tejido huésped para transcribir y traducir el ADN extrafio. En los vectores de expresion, el ADN
introducido se une operativamente a elementos, tales como promotores, que envian una sefal a la célula huésped
para que transcriba el ADN insertado. Algunos promotores son excepcionalmente utiles, tal como los promotores
inducibles que controlan la transcripcién de genes en respuesta a factores especificos. La uniéon operativa de un
polinucleétido de CD16 a un promotor inducible puede controlar la expresion de un gen o fragmentos de CD176. Los
ejemplos de promotores inducibles incluyen aquellos que son especificos de tejido, que relegan la expresion a ciertos
tipos de células, que responden a esteroides (por ejemplo, glucocorticoides (Kaufman, 1990) y tetraciclina), o reactivo
de choque térmico. Algunos sistemas de represion bacteriana, tal como el operdn lac, han sido explotados en células
de mamiferos y animales transgénicos (Fieck et al., 1992; Wyborski et al., 1996; Wyborski y Short, 1991). Otros
promotores inducibles deseables incluyen aquellos que no son enddégenos a las células en las que se esta
introduciendo la construccién, pero que, sin embargo, responden en aquellas células cuando el agente de induccién
se suministra de forma exdgena.

Los vectores tienen muchas manifestaciones. Un "plasmido" es una molécula circular de ADN de doble cadena que
puede aceptar fragmentos de ADN adicionales. Los vectores virales también pueden aceptar segmentos de ADN
adicionales en el genoma viral. Ciertos vectores son capaces de replicacion auténoma en una célula huésped (por
ejemplo, vectores bacterianos que tienen un origen de replicacion bacteriano y vectores episomales de mamiferos).
Otros vectores (por ejemplo, vectores de mamiferos no episomales) se integran en el genoma de una célula huésped
y se replican como parte del genoma huésped. En general, los vectores de expresion utiles son plasmidos y vectores
virales (por ejemplo, retrovirus, adenovirus y virus adenoasociados con defectos de replicacion); también se pueden
usar otros vectores de expresion.

La eleccion del vector esta dictada por los organismos o células que se utilizan y el destino deseado del vector. Los
vectores pueden replicarse una vez en las células objetivo o pueden ser vectores "suicidas". En general, los vectores
comprenden secuencias sefial, origenes de replicacion, genes marcadores, elementos potenciadores, promotores y
secuencias de terminacién de la transcripcion. Los vectores suelen utilizar un marcador seleccionable para facilitar la
identificacion de aquellas células que han incorporado el vector. La Tabla F resume muchos de los marcadores
disponibles.

"Célula huésped" y "célula huésped recombinante" se usan indistintamente. Dichos términos se refieren no sélo a una
célula objetivo particular sino también a la progenie o progenie potencial de tal célula. Debido a que ciertas
modificaciones pueden ocurrir en generaciones sucesivas debido a mutaciones o influencias ambientales, dicha
progenie puede, de hecho, no ser idéntica a la célula madre, pero aun asi se incluye dentro del alcance del término.

Los métodos de transfeccion de células eucariotas y transformacion de células procariotas son bien conocidos en la
técnica (véanse los ejemplos en la Tabla B). La eleccion de la célula huésped dicta la técnica preferida para introducir
el polinucledtido de interés. La introduccion de polinucleétidos en un organismo también se puede hacer con técnicas
ex vivo que utilizan un método de transfeccion in vitro, asi como técnicas genéticas establecidas, si las hubiere, para
ese organismo en particular. Dichos procedimientos pueden emplearse de manera similar para la transduccion de
células NK-92 genéticamente modificadas, incluidas NK-92-CD16-y, NK-92-CD16-¢, NK-92mi y NK-92ci. Las lineas
de células NK-92, NK-92mi y NK-92c¢i estan depositadas en la American Type Culture Collection con los numeros de
depdsito CRL-2407, CRL-2408 y CRL-2409, respectivamente. NK-92-CD16, NK-92-CD16-y, NK-92-CD16-C y NK-92-
CD16(F157V) se estan enviando a la American Type Culture Collection.

Tabla A
Métodos para introducir polinucleétidos en las células
Células Métodos Referencias Notas
Células de Transfeccién con  Solucion salina tamponada con acido N-(2-
mamifero fosfato de calcio Hidroxietil)piperazin-N-(2-etanosulfénico Las células pueden recibir un
(HEPES) (Chen y Okayama, 1988; Graham 'y "choque" con glicerol o
van der Eb, 1973; Wigler et al., 1978) dimetilsulféxido (DMSO) para
Solucién tamponada con BES (4cido N,N- aumentar la eficacia de la
bis(2-hidroxietil)-2-aminoetanosulfénico) transfeccion (Ausubel, 2002).
(Ishiura et al., 1982)
Transfeccion con Mas dtil para transfecciones
dietil-aminoetilo (Fujita et al., 1986; Lopata et al., 1984; Selden transitorias, pero no estables.
(DEAE)-dextrano et al., 1986) La cloroquina se puede utilizar
para aumentar la eficiencia.
Electroporacion (Neumann et al., 1982; Potter, 1988; Potter et Especialmente util para linfocitos
al., 1984; Wong y Neumann, 1982) dificiles de transfectar.
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Células Métodos Referencias Notas

Transfeccion de

reactivo de lipido (Elroy-Stein y Moss, 1990; Felgner et al., Aplicable a la transfeccion tanto in

1987; Rosa et al., 1991; Whitt et al., 1990) vivo como in vitro.

catiénico
Tabla A
Métodos para introducir polinucleétidos en las células
Células Métodos Referencias Notas
Produccion ejemplificada por (Cepko et al., Proceso largo, muchas lineas de
1984; Miller and Buttimore, 1986; Pear et al., empaque disponibles en ATCC.
Retroviral 1993). Infection in vitro and in vivo: (Austin and Aplicable a ambos en vivo e in

Cepko,1990; Bodine et al., 1991; Fekete and vitro transfeccion.
Cepko, 1993; Koehne et al., 2003; Lemischka
et al., 1986; Turner et al., 1990)

Polibreno (Chaney et al., 1986; Kawai y Nishizawa, 1984) Se puede utilizar para
establecer lineas de células que
portan copias integradas de
Fusion de (Rassoul Zadegan et al., 1982; Sandri Goldin et secuencias de ADN de DFF.
protoplastos al., 1981; Schaffner, 1980) PCT/US2005/024229

Microinyeccion (Capecchi, 1980)

Se han utilizado otros vectores y lineas de células de empaquetamiento en la preparacion de variantes genéticamente
modificadas de células NK-92 (Klingemann, 2002; Nagashima et al., 1998; Tam et al., 1999; Uherek et al., 2002) y
pueden usarse de manera equivalente en este documento. Los sistemas de transduccion retroviral distintos de los de
los Ejemplos discutidos a continuacién también se han utilizado con éxito para transducir una variedad de genes en
células NK-92. A modo de ejemplo, estos métodos alternativos incluyen, entre otros, el vector p-JET junto con células
de empaquetamiento FLYA13 (Gerstmayer et al., 1999), el sistema de transduccion retroviral kat basado en plasmidos
y DFG-hIL-2-neo/CRIP (Nagashima et al., 1998). También se practica la electroporacion y la introduccion de "pistola
de genes" del vector en las células de empaquetamiento. El uso del vector pPBMN-IRES-EGFP en combinacion con la
linea de células de empaquetamiento Phoenix-Amphotropic es conveniente para el propdsito de este y los siguientes
ejemplos porque proporciona altas eficiencias de transfeccion de células Phoenix-Amphotropic; el uso de promotores
Moloney LTR da como resultado un alto nivel de expresion de CD16; el virus se produce en titulos elevados; la
eficiencia de la transduccion de NK-92 se mejora con respecto a otros vectores que se han usado para transducir NK-
92; y el vector proporciona espacio adecuado para acomodar el ADNc con CD16 o insertos alternativos. El vector
pBMN-IRES-EGFP incorpora ademas genes para la proteina fluorescente verde mejorada (EGFP), que se puede
utilizar como marcador sustituto endégeno para la expresion génica. La linea de células Phoenix expresa de manera
estable este vector en forma episomal junto con la produccion de otros componentes virales, lo que permite que las
células produzcan virus de manera estable durante un periodo de tiempo prolongado. Es importante destacar que las
publicaciones descritas anteriormente (Klingemann, 2002; Nagashima et al., 1998; Tam et al., 1999; Uherek et al.,
2002) han establecido que se pueden usar sistemas retrovirales alternativos para introducir ADNc en NK-92.

Una "secuencia homoéloga de polinucleétidos” o "secuencia homologa de aminoacidos”, o variaciones de las mismas,
se refieren a secuencias caracterizadas por una homologia a nivel de polinucleétidos o de aminoacidos. Las
secuencias de polinucleétidos homdlogas codifican aquellas secuencias que codifican isoformas de CD16. Diferentes
genes pueden codificar isoformas tales como secuencias de polinucledtidos de CD16 homologas de especies distintas
a los ratones, incluidos otros vertebrados, tales como seres humanos, ranas, ratas, conejos, perros, gatos, vacas,
caballos y otros organismos. Las secuencias de polinucledtidos homologas también incluyen variaciones alélicas
naturales y mutaciones de las SEQ ID NOS: 1 o 2. Las secuencias de polinucleétidos homadlogas pueden codificar
sustituciones de aminoacidos conservadoras en las SEQ ID NOS: 1 o0 2.

También se pueden utilizar las moléculas de polinucledtidos de CD16 que difieren de la secuencia de polinucledtidos
mostrada en la SEQ ID NO:3, debido a la degeneracion del cédigo genético y, por lo tanto, codifican el mismo CD16
que el codificado por la secuencia de polinucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 3. Cualquier molécula de
polinucledtido que codifique un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEQ ID
NOS: 1 0 2 es util para modificar las células NK-92.

Ademas de la secuencia de polinucleétidos de CD16 que se muestra en la SEQ ID NO:3, los polimorfismos de la
secuencia de ADN que cambian las secuencias de aminoacidos de CD16 también pueden ser utiles para modificar
las células NK-92. Por ejemplo, las variaciones alélicas entre individuos presentan polimorfismos genéticos en los
genes de CD16.

Ademas, los genes de CD16 de otras especies que tienen una secuencia de polinucleétidos que difiere de la secuencia
de la SEQ ID NO:3 se contemplan como utiles en los métodos de la invencion.
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"Polinucleétido variante de CD16" o "secuencia de polinucleétido variante de CD16" se refiere a una molécula de
polinucleétido que codifica un polipéptido CD16 que (1) tiene al menos aproximadamente un 70 % de identidad de
secuencia de polinucleétidos con una secuencia de acido de polinucleétido que codifica un CD16 nativo de longitud
completa, (2) un CD16 nativo de longitud completa que carece del péptido sefial, (3) un dominio extracelular de un
CD16, con o sin el péptido sefial, o (4) cualquier otro fragmento de un CD16 de longitud completa. Normalmente, un
polinucleétido variante de CD16 tendra al menos aproximadamente un 70 % de identidad de secuencia de
polinucleétidos, mas preferiblemente al menos aproximadamente un 71 % - 99 % de identidad de secuencia de
polinucledtidos y aun mas preferiblemente al menos aproximadamente un 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %
,94% ,95% , 96 % , 97 % , 98 % e incluso mas preferiblemente, 99 % de identidad de secuencia de polinucledtidos
con la secuencia de polinucleétidos que codifica un CD16 nativo de longitud completa. Un polinucleétido variante de
CD16 puede codificar CD16 nativo de longitud completa que carece del péptido sefial, un dominio extracelular de
CD16, con o sin la secuencia sefal, o cualquier otro fragmento de un CD16 de longitud completa.

Ordinariamente, las variantes de CD16 tienen al menos aproximadamente 30 polinucleétidos, a menudo al menos
aproximadamente 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 450, 600 polinucleétidos de longitud, mas a menudo al
menos aproximadamente 900 polinucledtidos de longitud, o mas.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de polinucledtidos" con respecto a las secuencias de polinucleétidos que
codifican CD16 se define como el porcentaje de polinucledtidos en la secuencia de polinucleétidos de CD16 de interés
que son idénticos a los polinucledtidos en una secuencia candidata, después de alinear las secuencias e introducir
huecos, si es necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia. El alineamiento se puede lograr
de varias formas bien conocidas en la técnica; por ejemplo, utilizando software disponible publicamente tal como el
software BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la materia pueden determinar los
parametros apropiados para medir la alineacion, incluidos los algoritmos necesarios para lograr la maxima alineacion
en toda la longitud de las secuencias que se comparan.

Cuando las secuencias de polinucleétidos estan alineadas, el % de identidad de secuencia de polinucleétidos de una
secuencia de polinucledtidos dada C para, con o contra una secuencia de polinucleétidos D dada (que
alternativamente se puede expresar como una secuencia de polinucleétidos C dada que tiene o comprende un cierto
% de identidad de secuencia de polinucledtidos para, con o contra una secuencia de polinucleétidos dada D) se puede
calcular como:

% de identidad de secuencia de polinucledtidos = W/Z “ 100
donde

W es el numero de polinucleétidos puntuados como coincidencias idénticas por la alineacion de C y D del programa
de alineacion de secuencias o del algoritmo y
Z es el numero total de polinucleétidos en D.

Cuando la longitud de la secuencia de polinucleétidos C no es igual a la longitud de la secuencia de polinucleétidos
D, el % de identidad de secuencias de polinucleétidos de C a D no sera igual al % de identidad de secuencias de
polinucleétidos de D a C.

Homologos u otras secuencias relacionadas (por ejemplo, paralogos) pueden obtenerse mediante hibridacion de baja,
moderada o alta rigurosidad con la totalidad o una parte de la secuencia particular utilizada como sonda utilizando
métodos de hibridacion y clonacion de polinucleétidos bien conocidos en la técnica.

Ademas de las variantes alélicas naturales de los polinucleétidos de CD16, se pueden introducir cambios por mutacion
en la SEQ ID NO: 3 que incurren en alteraciones en la secuencia de aminoacidos de CD16 pero no alteran la funcién
de CD16 para los fines de la invencion. Por ejemplo, las sustituciones de polinucleétidos que conducen a sustituciones
de aminoacidos en residuos de aminoacidos "no esenciales" se pueden realizar en la SEQ ID NOS: 1 0 2. Un residuo
de aminoacido "no esencial" es un residuo que se puede alterar de la secuencia de tipo silvestre de CD16 sin alterar
la funcion de CD16 en los métodos y composiciones de la invencion, mientras que se requiere un residuo de
aminoacido "esencial" para la actividad. Por ejemplo, los residuos de aminoacidos que se conservan entre los
aminoacidos de CD16 de la divulgacion son particularmente no susceptibles de alteraciéon (Tabla 9).

Las sustituciones conservadoras utiles se muestran en la Tabla B, "sustituciones preferidas". Las sustituciones
conservadoras en las que un aminoacido de una clase se reemplaza con otro aminoacido del mismo tipo caen dentro
del alcance de la presente invencion siempre que la sustitucién no altere materialmente la actividad del compuesto en
los métodos de la invencién. Si tales sustituciones dan como resultado tal cambio, entonces se introducen cambios
mas sustanciales, indicados en la Tabla C como ejemplo, y se examinan los productos para la actividad de CD16 para
los métodos de la invencion.
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Tabla B
Sustituciones preferidas
Residuo original Ejemplos de sustituciones Sustituciones preferidas

Ala (A) Val, Leu, lle Val
Arg (R) Lys, GIn, Asn Lys
Asn (N) GIn, His, Lys, Arg GIn
aspid (D) Glu Glu
Cis (C) Ser Ser
GIn (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn, GIn, Lys, Arg Arg
lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe, Norleucina Leu
Leu (L) Norleucina, lle, Val, Met, Ala, Phe lle
Lys (K) Arg, GIn, Asn Arg
Met (M) Leu, Phe, lle Leu
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala, Tyr Leu
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe
Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala, Norleucina Leu

Las sustituciones no conservadoras que afectan (1) la estructura de la cadena principal del polipéptido, tal como una
lamina B o una conformacion helicoidal a, (2) la carga o (3) la hidrofobicidad, o (4) la mayor parte de la cadena lateral
del sitio objetivo puede modificar la funcién del polipéptido CD16 o la identidad inmunolégica. Los residuos se dividen
en grupos de acuerdo con las propiedades comunes de la cadena lateral, como se indica en la Tabla A. Las
sustituciones no conservadoras implican el intercambio de un miembro de una de estas clases por otra clase. Las
sustituciones pueden introducirse en sitios de sustitucion conservadores o mas preferiblemente en sitios no
conservados.

Tabla C
Clases de aminoacidos
Clase Aminoacidos
hidréfobo Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle
hidrdéfilo neutro Cys, Ser, Thr
acido Asp, Glu
basico Asn, GIn, His, Lys, Arg
conformacion de la cadena alterada Gly, Pro
aromatico Trp, Tyr, Phe

Los polipéptidos variantes pueden prepararse utilizando métodos conocidos en la técnica tales como mutagénesis
mediada por oligonucleétidos (dirigida al sitio), exploracion de alanina y mutagénesis por PCR. Mutagénesis dirigida
al sitio (Carter, 1986; Zoller y Smith, 1987), mutagénesis de casete, mutagénesis de seleccién de restriccion (Wells et
al., 1985) u otras técnicas conocidas se pueden realizar en el ADN clonado para producir variantes de CD16 (Ausubel,
2002; Sambrook y Russell, 2001).

Variantes del polipéptido CD16

"Variante del polipéptido CD16" significa un polipéptido CD16 que tiene al menos: (1) aproximadamente un 80 % de
identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia de CD16 nativa de longitud completa, (2) una secuencia
de CD16 que carece de un péptido sefial, (3) un dominio extracelular de un CD16, con o sin un péptido sefial, o (4) )
cualquier otro fragmento de una secuencia de CD16 de longitud completa. Por ejemplo, las variantes de CD16 incluyen
aquellas en las que se afiaden o suprimen uno o mas residuos de aminoacidos en el extremo terminal N o C de la
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secuencia de aminoacidos nativa de longitud completa. Una variante del polipéptido CD16 tendra al menos
aproximadamente un 80 % de identidad de secuencia de aminoacidos, preferiblemente al menos aproximadamente
un 81 % de identidad de secuencia de aminoacidos, mas preferiblemente al menos aproximadamente un 81 %, 82 %,
83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % de identidad de
secuencia de aminoacidos y lo mas preferiblemente al menos aproximadamente 99 % de identidad de secuencia de
aminoacidos con una secuencia nativa de longitud completa de la secuencia de CD16. Normalmente, los polipéptidos
variantes de CD16 tienen al menos aproximadamente 10 aminoacidos de longitud, a menudo al menos unos 20
aminoacidos de longitud, mas a menudo al menos aproximadamente 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, o 300
aminoacidos de longitud, o0 mas.

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" se define como el porcentaje de residuos de
aminoacidos que son idénticos a los residuos de aminoacidos en una secuencia de CD16 en una secuencia candidata
cuando las dos secuencias estan alineadas. Para determinar el % de identidad de aminoécidos, las secuencias se
alinean y, si es necesario, se introducen huecos para conseguir el % maximo de identidad de secuencia; las
sustituciones conservadoras no se consideran parte de la identidad de secuencia. Los procedimientos de alineacion
de secuencias de aminoacidos para determinar el porcentaje de identidad son bien conocidos por los expertos en la
técnica. Se puede usar software disponible publicamente tal como BLAST, BLAST2, ALIGN2 o Megalign (DNASTAR)
para alinear secuencias de polipéptidos. Los expertos en la técnica determinaran los parametros apropiados para
medir la alineacion, incluidos los algoritmos necesarios para lograr la maxima alineacion en toda la longitud de las
secuencias que se comparan.

Cuando las secuencias de aminoacidos estan alineadas, el % de identidad de la secuencia de aminoacidos de una
secuencia dada A de aminoacidos para, con o contra una secuencia dada B de aminoacidos (que alternativamente
puede expresarse como una secuencia dada A de aminoacidos que tiene o comprende un cierto % de identidad de
secuencia de aminoacidos para, con o contra una secuencia dada B de aminoacidos) se puede calcular como:

% identidad de secuencia de polinucledtido = X/Y “100
donde

X es el numero de residuos de aminoacidos clasificados como coincidencias idénticas por el programa de alineacién
de secuencias o la alineacion del algoritmo de Ay B

y
Y es el numero total de residuos de aminoacidos en B.

Si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de
identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B no sera igual al % de identidad de secuencia de
aminoacidos de B con respecto a A.

Un "polipéptido quimérico" o "polipéptido de fusion" CD16 comprende CD16 fusionado con un polipéptido que no es
CD16. Un polipéptido que no es CD16 no es sustancialmente homologo a CD16 (SEQ ID NOS: 1 o 2). Un polipéptido
de fusién CD16 puede incluir cualquier porcién de un CD16 completo, incluyendo cualquier cantidad de porciones
biolégicamente activas.

Los polipéptidos de fusién se pueden crear facilmente usando métodos recombinantes. Un polinucleétido que codifica
CD16 (por ejemplo, la SEQ ID NO: 3) se puede fusionar en marco con un polinucleétido que no codifica CD16, al
extremo terminal N o C de CD16, o internamente. Los genes de fusion también se pueden sintetizar mediante técnicas
convencionales, incluidos los sintetizadores de ADN automatizados y la amplificacion por PCR utilizando cebadores
de anclaje que dan lugar a salientes complementarias entre dos fragmentos de genes consecutivos que posteriormente
pueden hibridarse y amplificarse nuevamente para generar una secuencia quimeérica de genes (Ausubel, 2002).
Muchos vectores estan disponibles comercialmente que facilitan la subclonacion de CD16 en marco a una fraccion de
fusion.

Medicion de la citotoxicidad

A continuacion se presentan algunos ejemplos de medicion de la citotoxicidad, pero se puede usar cualquier ensayo
de citotoxicidad.

Las células NK-92-CD16 se pueden utilizar en ensayos de ADCC como una poblacion pura de células "efectoras" que
tiene caracteristicas definidas y consistentes. En algunos casos, puede ser deseable seleccionar y usar células que
muestren niveles intermedios de expresion de CD16. En particular, dichas células intermedias pueden ser utiles para
generar curvas de respuesta a la dosis y como calibradores de tipo "escalera" para la actividad de CD16. Las células
NK-92 transducidas con las formas de CD16 de baja y alta afinidad también podrian usarse para estos fines.

Dichos ensayos in vitro se emplean comunmente para fines tales como la determinacion de la eficacia de los
anticuerpos que se estan desarrollando como posibles agentes terapéuticos. Los ensayos de ADCC normalmente se
realizan cargando las células objetivo con un material indicador tal como [°'Cr] o un quelato de europio; tratar las
células objetivo cargadas con indicador con el anticuerpo a evaluar; y exponer estas células a células efectoras NK-
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92-CD16. La lisis de las células objetivo se indica mediante la liberacion del material indicador en el sobrenadante del
ensayo, donde su concentracion puede medirse mediante un método adecuado, tal como el recuento por centelleo
(5"Cr) o intensidad de fluorescencia o determinacién del tiempo de vida (quelato de europio). La eficacia también puede
evaluarse mediante la medicién de indicadores sustitutos tales como la liberacion de citocinas por parte de las células
NK-92-CD16; la sobrerregulacion de marcadores de activacion de células NK, tales como CD25, CD69 y/o CD95L;
activacion de factores de transcripcion de células NK-92, tales como NF-AT o NF-kB; o la activacion de caspasas u
otros marcadores de apoptosis en las células objetivo. Las células NK-92 parentales deficientes en CD16 sirven como
control Unico y valioso en dichos ensayos, ya que permiten diferenciar entre la citotoxicidad mediada por ADCC y otros
efectos citoliticos que las células NK-92 ejercen sobre las células objetivo. Las células objetivo preferidas en los
ensayos de ADCC son aquellas que expresan un antigeno que es apropiado para el anticuerpo que se esta evaluando
y que tienen baja susceptibilidad a la lisis por parte de la linea de células NK-92 parental. Si tal linea de células objetivo
no esta convenientemente disponible, otras lineas de células adecuadas, tales como la linea de carcinoma de ovario
SKOQOV-3 (por ejemplo, ATCC depdsito HTB-77) (Tam et al., 1999), a veces pueden usarse como un sustituto viable,
particularmente si se transducen/transfectan de manera que expresen el antigeno especifico requerido. Entre las
lineas de células que han demostrado ser adecuadas para su uso en ensayos de citotoxicidad mediada por ADCC se
encuentran U373MG y T98G (por ejemplo, ATCC depdsito CRL-1690) (Komatsu y Kajiwara, 1998); AML-193
(mieloide; por ejemplo, ATCC depédsito CRL-9589) y SR-91 (progenitor linfoide) (Gong et al., 1994); y ALL1 y REH
(leucemia linfocitica aguda de células B) (Reid et al., 2002). Otros tipos de células objetivo tales como la linea de
células de mastocitoma murino FcyRII/III* P815 (por ejemplo, ATCC depdsito No. TIB-64); y la linea de leucemia
mielocitica FcyRII/III* THP-1 (por ejemplo, ATCC depdsito No. TIB-202) que tiene una susceptibilidad limitada (entre
5y 30 %) a la lisis por células NK-92 no modificadas se utilizan preferiblemente cuando se va a determinar la
citotoxicidad redirigida o ADCC para garantizar un intervalo dindmico de ensayo suficiente para la deteccion de efectos
significativos a través de CD16. También pueden emplearse como objetivos otros tipos de células con un potencial
citolitico limitado que expresan o se modifican para expresar marcadores de superficie celular especificos de interés.
Ademas, la capacidad citolitica de referencia de NK-92 puede reducirse disminuyendo la concentracion de IL-2 en los
cultivos y/o analizando cuatro dias después de pasar las células a medio fresco que contiene IL-2. La funcionalidad
de CD16 introducido en las células NK-92-CD16, NK-92-CD16-y o NK-92-CD16-C se puede determinar usando el
ensayo de citotoxicidad del Ejemplo 4 en formato ADCC o de "citotoxicidad redirigida". Los anticuerpos monoclonales
que se unen a CD16 se pueden usar para evaluar la funcion del receptor en las células NK-92 en un ensayo de
citotoxicidad redirigida, en el que la porcion F(ab) del anticuerpo se une al receptor en la célula NK y la porcion Fc se
une a los receptores Fc en células objetivo apropiadas (FcyRII/Ill en células objetivo P815 o THP-1). Se puede probar
otra forma de citotoxicidad redirigida utilizando un anticuerpo biespecifico quimérico, tal como 2B1 (Clark et al., 1997;
Weiner et al., 1995a; Weiner et al., 1995b), que expresa dos regiones F(ab), una que se une a CD16 en la célula NK-
92 y otra que se une al antigeno Her2/neu en una linea de células objetivo apropiada, tal como SKOV-3. Ademas, los
anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a antigenos que se expresan de forma unica en las células
objetivo pueden analizar directamente la ADCC. En este formato, la porcidon F(ab) del anticuerpo se une al ligando
correspondiente en la célula objetivo mientras que el receptor de CD16 en las células NK-92-CD16 se une a la porcion
Fc del anticuerpo. El entrecruzamiento resultante entre el antigeno en la célula objetivo y el receptor de CD16 da como
resultado la lisis de la célula objetivo a través de la ruta de ADCC.

Para algunos propdsitos, particularmente en relacion con la evaluacion de anticuerpos bifuncionales o polifuncionales
o en el estudio de los mecanismos de activacion y otras caracteristicas de las células NK-92, puede ser util
reestructurar el ensayo de ADCC descrito anteriormente como un ensayo de "citotoxicidad redirigida". Por ejemplo, un
anticuerpo bifuncional que tiene un dominio que se une especificamente a un antigeno de interés en las células objetivo
y un segundo dominio que se une especificamente a CD16 en las células NK-92-CD16 puede evaluarse de la manera
descrita anteriormente. En este caso, el anticuerpo bifuncional entrecruza el antigeno de la célula objetivo con CD16
en la célula NK-92-CD16 y desencadena una respuesta de ADCC. El mismo ensayo con fines de investigacion puede,
por ejemplo, tratar una célula objetivo que expresa CD16 u otro receptor de Fc con un anticuerpo tal como anti-CD16
que se dirige contra este receptor. La exposiciéon de las células objetivo marcadas con anti-CD16 a células NK-92-
CD16 da como resultado el entrecruzamiento de los receptores en ambas células con la consiguiente activacion de
ADCC. La diferenciacion entre los formatos de citotoxicidad de ADCC vy redirigidos se basa en si el receptor de CD16
de la célula efectora se une a la porcién Fc de un anticuerpo (ADCC) o si este mismo receptor se une a la porcion
F(ab) de un anticuerpo anti-CD16 (citotoxicidad redirigida). Dado que ambos arreglos de unién pueden desencadenar
respuestas de citotoxicidad similares en la célula objetivo, la eleccion entre los formatos de ADCC y redirigido es en
gran medida una cuestion de conveniencia.

En algunos casos, puede ser ventajoso bloquear los receptores de activacion conocidos en las células NK-92; dichos
métodos y agentes son bien conocidos; véase por ejemplo (Pende et al., 1999; Pesino et al., 1998; Vitale et al., 1998).
Por ejemplo, se pueden utilizar anticuerpos de enmascaramiento (Pessino et al., 1998).

En presencia de un anticuerpo apropiado, las células NK-92-CD16 pueden lisar de forma eficaz y eficiente las células
objetivo. CD16 en células NK esta asociado de forma no covalente en la membrana plasmatica con homodimeros o
heterodimeros de las proteinas de sefalizacion accesorias FceRI-y (GenBank niumero de acceso M33195; SEQ ID
NO: 4 (polinucledtido) y la SEQ ID NO: 5 (polipéptido)) o TCR-C (GenBank numero de acceso J04132; SEQ ID NO: 6
(polinucledtido); SEQ ID NO: 7 (polipéptido)); estas secuencias se presentan en las Tablas 4-7. La discusion sobre la
identidad de la secuencia también se aplica a las SEQ ID NOS: 4-7; por lo tanto, aquellos polinucleétidos o polipéptidos
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de las SEQ ID NOS: 4-7 que tienen aproximadamente al menos 70 % -100 % de identidad de secuencia, asi como 80
% -90% y 81% ,82% ,83 % ,84 % ,85%,86%,87%,88%,89%,90% ,91%,92%,93%,94%,95%, 96
% , 97 %, 98 % y 99 % de identidad de secuencia son utiles para los métodos de la invenciéon. Cuando son estimuladas
por la union de Fc a CD16, estas proteinas de sefializacién accesorias pueden transducir sefales intracelulares que
activan la citotoxicidad de las células NK y las actividades de liberacion de citocinas. Ademas, apoyan la expresion
superficial de CD16. La actividad de sefializacion iniciada a través de { y y sirve para desencadenar respuestas de
ADCC. FceRIl-y y/o TCR-C pueden introducirse conjuntamente convenientemente en células NK-92 mediante
transduccion secuencial con ADNc con CD16 y FceRI-y y/o TCR-{ de la manera descrita anteriormente. En este
proceso, generalmente es deseable eliminar el gen de EGFP del vector que contiene el ADNc con CD16. El proceso
de transduccion secuencial consiste en transducir las células NK-92 parentales con el vector de CD16; inmunotincion
de las células transducidas con un anticuerpo anti-CD16 marcado con fluorescencia; clasificar las células para la
expresion de CD16; transducir las células NK-92-CD16 con un vector que contiene ADNc tanto para la proteina
accesoria como para EGFP; y clasificar las células doblemente transducidas sobre la base de la expresion de EGFP.
Las células NK-92 doblemente transducidas resultantes (NK-92-CD16/y o NK-92-CD16/{, respectivamente)
generalmente exhiben niveles mas altos de expresion de CD16 en la superficie y mayor citotoxicidad y actividades de
liberacién de citocinas que las células NK-92-CD16.

Tabla 4
Secuencia de polinucledtidos de FceRI-y (SEQ ID NO: 4)

cagaacggcce gatctceccage ccaagatgat tccagcagtg gtcttgectet tactectttt 60
ggttgaacaa gcagcggccc tgggagagec tcagetctge tatatcetgg atgccatcect 120
gtttctgtat ggaattgtcc tecaccctcet ctactgtecga ctgaagatcce aagtgcgaaa 180
ggcagctata accagctatg agaaatcaga tggtgtttac acgggcctga gcaccaggaa 240
ccaggagact tacgagactc tgaagcatga gaaaccacca cagtagcttt agaatagatg 300
cggtecatatt cttetttgge ttetggttet teccageccte atggttggeca tcacatatge 360
ctgcatgcca ttaacaccag ctggccctac ccctataatg atcctgtgtce ctaaattaat 420

atacaccagt ggttcctecet cectgttaaa gactaatget cagatgetgt ttacggatat 480

ttatattcta gtctcactct cttgtcccac ccttcttcte ttecccatte ccaactecag 540
ctaaaatatg ggaagggaga acccccaata aaactgccat ggactggact c 591
Tabla 5

Secuencia del polipéptido FceRI-y (SEQ ID NO: 5)

Met Ile Pro Ala Val val Leu Leu Leu Leu Leu Leu Val Glu Gln Ala
1 5 10 15

Ala Ala Leu Gly Glu Pro Gln Leu Cys Tyr Ile Leu Asp Ala Ile Leu
20 25 30

Phe Leu Tyr Gly Ile Val Leu Thr Leu Leu Tyr Cys Arg Leu Lys Ile
35 40 45

Gln Val Arg Lys Ala Ala Ile Thr Ser Tyr Glu Lys Ser Asp Gly val
50 55 60

Tyr Thr Gly Leu Ser Thr Arg Asn Gln Glu Thr Tyr Glu Thr Leu Lys
65 70 75 80

His Glu Lys Pro Pro Gln
85
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cttttctect
agggaaagga
tgccgattac
atggaatcct
gcaggagcge
atctaggacg
tggggggaaa
ataagatggce
ggcacgatgg
acatgcaggce
‘tgcagacgec
agccactgaa
tcacacacag
ctgcettggy
gttctcectg
aagtccccag
tgagtggcett
gtaactgtac
gaaaggagcc
aggggagggt
gcegcaccat
atgagctgtg
gecggageaag
tgtgaaggcce

caggacagga

ES2955952 T3

Tabla 6

Secuencia del polinucleétido TCR-C (SEQ ID NO: 6)

aaccgtecccg
caagatgaag
agaggcacag
cttcatctat
agagcccecece
aagagaggag
gccgagaagg
ggaggcctac
cctttaccag
cctgeecceet
cagattatga
gtatteccect
actgttgtcc
ccctetggtt
ggaggcgggc
agaaagcgca
cactcetget
tgggccatgt
taggccaggt
cagccagggce
tgaactgtac
cacaaagtgg
aggaggccgt
tcgcaggaag

aaaaccegte

gcecaccgetyg
tggaaggcgce
agctttggece
ggtgtcattce
gcgtaccagce
tacgatgttt
aagaaccctce
agtgagattg
ggtctcagta
cgctaacage
gacacaggat

ttatgtacag
ctgcactctt
tgcecggtggt
gcactgectce
gatgctagca
gtaaatttgg
tgtgcctece
gcaaccaggg
ctgcgaggge
catgtgctac
cataaaaaac
tgattcactt
acgcaacaca

aatgtactag

cctecagecte
ttttecaccge
tgetggatec
tcactgecett
agggccagaa
tggacaagag
aggaaggcct
ggatgaaagg
cagccaccaa
caggggattt
gaagcattta
gatgctttgg
taagggagtg
gcaggtagac
tcacagctga
catgccctaa
cttectgttgt
tggtgagagg
agctgca;gg
agcgggagcec
aggggccaga
agtgtggtta
cacgectttea

tgggacctat

99
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tgccteccag
ggccatcctg
caaactctgce
gttecctgaga
ccagctctat
acgtggccgg
gtacaatgaa
cgagcgeegg
ggacacctac
caccactcaa

caacccggtt

ttatatttag
tactcccagg
ctgtctectg
gttgttgagt
tgtctgtate
caccttcacc
gccgggeaga
gcatgggaag
tcectgecte
agatgaacag
cacagtgtga
gcgaatgaca

aactgcccayg

cctetttetyg
caggcacagt
tacctgcetgyg
gtgaagttca
aacgagctca
gaccctgaga
ctgcagaaag
aggggcaagg
gacgccctte
aggccagacce

cacktecttcetce

ctccaaacct
gcttacggcce
gcggttecte
ctgttttgta
actctgtgte
tcctttecaag
ggggcagatyg
gtgggcggge
aggectetgt
actgaccttyg
ataaagtgct
aaatcatctt

cggacagtgy

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1472
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Tabla 7

Secuencia del polipéptido TCR-Z (SEQ ID NO: 7)
Met Lys Trp Lys Ala Leu Phe Thr Ala Ala Ile Leu Gln Ala Gln Leu

1 5 10 15

Pro Ile Thr Glu Ala Gln Ser Phe Gly Leu Leu Asp Pro Lys Leu Cys
20 25 30

Tyr Leu Leu Asp Gly Ile Leu Phe Ile Tyr Gly Val Ile Leu Thr Ala
35 40 45

Leu Phe Leu Axrg Val Lys Phe Ser Arg Ser Ala Glu Pro Pro Ala Tyr
50 55 60

Gln Gln Gly Gln Asn Gln Leu Tyr Asn Glu Leu Asn Leu Gly Arg Arg
65 70 75 80

Glu Glu Tyr Asp Val Leu Asp Lys Arg Arg Gly Arg Asp Pro Glu Met
85 920 95

Gly Gly Lys Pro Arg Arg Lys Asn Pro Gln Glu Gly Leu Tyr Asn Glu
100 105 110

Leu Gln Lys Asp Lys Met Ala Glu Ala Tyr Ser Glu Ile Gly Met Lys
115 120 125

Gly Glu Arg Arg Arg Gly Lys Gly His Asp Gly Leu Tyr Gln Gly Leu
130 135 140

Ser Thr Ala Thr Lys Asp Thr Tyr Asp Ala Leu His Met Gln Ala Leu
145 150 155 160

Pro Pro Arg

Las células NK-92 se usan ampliamente como un sistema modelo para el estudio de la activacion, accion e inhibicion
de las células NK, ya que expresan de manera estable un conjunto definido de receptores activadores de células NK
conocidos, incluidos NKp46, NKp44, 2B4 y NKG2D, pero que carecen de CD16, activando KIR y NKG2C. Mas
importante aun, también carecen de casi todos los receptores inhibidores de células NK conocidos, excepto los niveles
bajos de NKG2A/CD94 e ILT2/LIR1. Esta es una gran ventaja de la presente invencion ya que las moléculas del MHC
de clase |, que se expresan en la mayoria de las células y sirven como ligandos para los receptores inhibidores de
células NK, no inhiben eficazmente la activacion de las células NK-92. Ademas, la presente invencioén restablece el
receptor activador de CD16 en las células NK-92, aumentando asi la gama de ligandos activadores a los que
responden estas células. Tanto los receptores activadores como los receptores inhibidores residuales pueden
bloquearse selectivamente mediante el tratamiento de las células efectoras con los anticuerpos monoclonales
apropiados o los fragmentos F(ab')2 correspondientes, tales como 3.43.13 (anti-NKp44), 9E2 (anti -NKp46), 158 (anti-
2B4) y 3G8 (anti-CD16). La capacidad de bloquear de forma selectiva receptores individuales o grupos de receptores
junto con células objetivo que difieren en la susceptibilidad a la lisis por parte de las células NK-92 (y sus derivados)
facilita el estudio de los muchos mecanismos implicados en la activacion e inhibicién de las células NK.

Anticuerpos (Ab)

La invencion hace uso de Ab y fragmentos de anticuerpos, tales como Fa, 0 (Fap)2, que se unen inmunoespecificamente
a sus epitopos.

"Anticuerpo" (Ab) comprende Ab individuales dirigidos contra un epitopo, composiciones anti-Ab con especificidad de
poliepitopo, anti-Ab de cadena sencilla y fragmentos de Ab. Un "anticuerpo monoclonal" se obtiene de una poblacién
de Ab sustancialmente homogéneos, es decir, los Ab individuales que componen la poblacion son idénticos excepto
por posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en cantidades menores. Los ejemplos de Ab incluyen
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Ab policlonales (pAb), monoclonales (mAb), humanizados, biespecificos (bsAb), quiméricos y heteroconjugados. Los
anticuerpos pueden producirse mediante cualquier método conocido en la técnica u obtenerse comercialmente.

Ab monovalentes

Los Ab pueden ser Ab monovalentes que, en consecuencia, no se entrecruzan entre si. Por ejemplo, un método
implica la expresion recombinante de cadena ligera de inmunoglobulina (Ig) y cadenas pesadas modificadas.
Truncamientos de cadenas pesadas generalmente en cualquier punto de la regién Fc evitara el entrecruzamiento de
cadenas pesadas. Alternativamente, los residuos de cisteina relevantes se sustituyen con otro residuo de aminoacido
o0 se eliminan, evitando el entrecruzamiento. Los métodos in vitro también son adecuados para preparar Ab
monovalentes. Los Ab se pueden digerir para producir fragmentos, tales como fragmentos F, (Harlow y Lane, 1988;
Harlow y Lane, 1999).

Ab humanizados y humanos

Los Ab pueden comprender ademas As humanizados o humanos. Las formas humanizadas de Ab no humanos son
Ig quiméricas, cadenas o fragmentos de Ig (tales como Fy, Fab, Fap, F(an)2 U otras subsecuencias de Ab que se unen a
antigenos) que contienen una secuencia minima derivada de Ig no humana.

Generalmente, un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminoacidos introducidos de una fuente no
humana. Estos residuos de aminoacidos no humanos a menudo se denominan residuos "importados", que
normalmente se toman de un dominio variable "importado”. La humanizacién se logra mediante la sustitucién de CDR
o secuencias de CDR de roedores por las secuencias correspondientes de un anticuerpo humano (Jones et al., 1986;
Riechmann et al., 1988; Verhoeyen et al., 1988). Dichos Ab "humanizados" son Ab quiméricos (1989), en los que
sustancialmente menos de un dominio variable humano intacto ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de
una especie no humana. En la practica, los Ab humanizados son tipicamente Ab humanos en los que algunos residuos
de CDR y posiblemente algunos residuos de FR estan sustituidos por residuos de sitios analogos en Ab de roedores.
Los Ab humanizados incluyen Ig humanas (anticuerpo receptor) en las que los residuos de una region determinante
complementaria (CDR) del receptor se reemplazan por residuos de una CDR de una especie no humana (anticuerpo
donante) tal como ratén, rata o conejo, que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos,
los residuos no humanos correspondientes reemplazan a los residuos en el marco de F, de la Ig humana. Los Ab
humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de
CDR o del marco importadas. En general, el anticuerpo humanizado comprende sustancialmente la totalidad de al
menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que la mayoria, si no todas, las regiones CDR corresponden
a las de una Ig no humana y la mayoria, si no todas, las regiones FR son los de una secuencia de consenso de Ig
humana. El anticuerpo humanizado también comprende dptimamente al menos una porcion de una region constante
de Ig (Fc), tipicamente la de una Ig humana (Jones et al., 1986; Presta, 1992; Riechmann et al., 1988).

Los Ab humanos también se pueden producir utilizando varias técnicas, incluidas las bibliotecas de presentacion en
fagos (Hoogenboom et al., 1991; Marcas et al., 1991) y la preparacién de mAb humanos (Boerner et al., 1991; Reisfeld
y Sell, 1985). De manera similar, la introducciéon de genes de |lg humanos en animales transgénicos en los que los
genes de Ig endogenos han sido parcial o completamente inactivados puede aprovecharse para sintetizar Ab
humanos. Tras el desafio, se observa la produccion de anticuerpos humanos, que se parece mucho a la que se
observa en los humanos en todos los aspectos, incluido *reordenamiento de genes, ensamblaje y repertorio de
anticuerpos (1997a; 1997b; 1997c; 1997d; 1997; 1997; Fishwild et al., 1996; 1997; 1997; 2001; 1996; 1997; 1997;
1997; Lonberg y Huszar, 1995; Lonberg et al., 1994; Marcas et al., 1992; 1997; 1997; 1997).

mADb biespecificos

Los Ab biespecificos son monoclonales, preferiblemente humanos o humanizados, que tienen especificidades de
union para al menos dos antigenos diferentes.

Tradicionalmente, la produccion recombinante de Ab biespecificos se basa en la coexpresion de dos pares de cadena
pesada/cadena ligera de |g, donde las dos cadenas pesadas tienen especificidades diferentes (Milstein y Cuello,
1983). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de Ig, los hibridomas (cuadromas) resultantes
producen una mezcla potencial de diez moléculas de anticuerpo diferentes, de las cuales solo una tiene la estructura
biespecifica deseada. El anticuerpo deseado se puede purificar mediante cromatografia de afinidad u otras técnicas
(Traunecker et al., 1991; 1993).

Para fabricar un anticuerpo biespecifico (Suresh et al., 1986), los dominios variables con los sitios de combinacion
anticuerpo-antigeno deseados se fusionan con secuencias de dominio constante de Ig. La fusion es preferiblemente
con un dominio constante de cadena pesada de lg, que comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y
CHa3. Preferiblemente, la primera region constante de la cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesario para la
union de la cadena ligera esta en al menos una de las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de cadena pesada
de Igy, si se desea, la cadena ligera de Ig, se insertan en vectores de expresion separados y se cotransfectan en un
organismo huésped adecuado.
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La interfase entre un par de moléculas de anticuerpo puede disefarse para maximizar el porcentaje de heterodimeros
que se recuperan del cultivo de células recombinantes (1996). La interfase preferida comprende al menos parte de la
regiéon CH3 de un dominio constante de anticuerpo. En este método, una o mas cadenas laterales de aminoacidos
pequefios de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo se reemplazan con cadenas laterales mas grandes (por
ejemplo tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades" compensatorias de tamafio idéntico o similar a la cadena o cadenas
laterales grandes en la interfaz de la segunda molécula de anticuerpo al reemplazar las cadenas laterales de
aminoacidos grandes por otras mas pequefias (por ejemplo alanina o treonina). Este mecanismo aumenta el
rendimiento del heterodimero sobre los productos finales no deseados, tales como los homodimeros.

Los Ab biespecificos se pueden preparar como Ab de longitud completa o fragmentos de anticuerpo (por ejemplo Ab
biespecificos de Fawy2). Una técnica para generar anticuerpos biespecificos aprovecha el enlace quimico. Los Ab
intactos se pueden escindir proteoliticamente para generar fragmentos Fp)2 (Brennan et al., 1985). Los fragmentos
se reducen con un agente complejante de ditiol, tal como arsenito de sodio, para estabilizar los ditioles vecinales y
evitar la formacion de disulfuro intermolecular. Los fragmentos Fay generados luego se convierten en derivados de
tionitrobenzoato (TNB). Uno de los derivados de Fa,-TNB se reconvierten luego en el Fyp-tiol por reduccion con
mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar del otro derivado de Fa,-TNB para formar el anticuerpo
biespecifico. Los Ab biespecificos producidos pueden usarse como agentes para la inmovilizacion selectiva de
enzimas.

Los fragmentos Fa.y se pueden recuperar directamente de E. coli y acoplarse quimicamente para formar Ab
biespecificos. Por ejemplo, se pueden producir Ab de Fap)2 biespecificos humanizados (Shalaby et al., 1992). Cada
fragmento Fay es secretado por separado de E. coli y acoplado directamente quimicamente in vitro, formando el
anticuerpo biespecifico.

También se han descrito varias técnicas para producir y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente
a partir de cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se pueden aprovechar los motivos de cremalleras de leucina
(Kostelny et al., 1992). Los péptidos de las proteinas Fos y Jun estan unidas a las porciones Fay de dos Ab diferentes
por fusién génica. Los homodimeros de anticuerpos se reducen en la region bisagra para formar monémeros y luego
se oxidan nuevamente para formar heterodimeros de anticuerpos. Este método también puede producir homodimeros
de anticuerpos. La tecnologia de "diacuerpos" (Holliger et al., 1993) proporciona un método alternativo para generar
fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vn)
conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) por un enlazador que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena. Los dominios Vy y V| de un fragmento se ven obligados
a emparejarse con los dominios V. y Vi complementarios de otro fragmento, formando dos sitios de union al antigeno.
Otra estrategia para hacer fragmentos de anticuerpos biespecificos es el uso de dimeros de F, monocatenario (sFy)
(Gruber et al., 1994). También se contemplan Ab con mas de dos valencias, tales como los Ab triespecificos (Tutt et
al., 1991).

Ab heteroconjugados

Se han propuesto Ab heteroconjugados, que consisten en dos Ab unidos covalentemente, para dirigir células del
sistema inmunitario a células no deseadas (1987) y para el tratamiento de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) (1991; 1992). Se contemplan los Ab preparados in vitro utilizando métodos quimicos
de proteinas sintéticas, incluidos los que implican agentes de entrecruzamiento. Por ejemplo, las inmunotoxinas
pueden construirse utilizando una reaccién de intercambio de disulfuro o formando un enlace tioéter. Los ejemplos de
reactivos adecuados incluyen iminotiolato y metil-4-mercaptobutirimidato (1987).

Composiciones farmacéuticas para Ab

Los Ab se pueden administrar en composiciones farmacéuticas. Se pueden encontrar en (de Boer, 1994; Gennaro,
2000; Lee, 1990) los principios y consideraciones involucrados en la preparacion de tales composiciones, asi como
orientacion en la eleccion de los componentes.

Los liposomas también se pueden usar como vehiculo de suministro para la introduccion intracelular. Cuando se
utilizan fragmentos de anticuerpos, se prefiere el fragmento inhibidor mas pequefio que se une especificamente al
epitopo. Por ejemplo, se pueden disefiar moléculas de péptidos que se unan a un epitopo preferido basandose en las
secuencias de la region variable de un anticuerpo util. Dichos péptidos pueden sintetizarse quimicamente y/o
producirse mediante tecnologia de ADN recombinante (Marasco et al., 1993). Las formulaciones también pueden
contener mas de un compuesto activo para un tratamiento particular, preferiblemente aquellos con actividades que no
se afectan negativamente entre si. La composicion puede comprender un agente que potencie la funcion, tal como un
agente citotoxico, citocina, agente quimioterapéutico o agente inhibidor del crecimiento. La composicion también puede
contener células, tales como las células NK-92.

Los ingredientes activos también pueden quedar atrapados en microcapsulas preparadas por técnicas de
coacervacién o por polimerizacion interfacial; por ejemplo, microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y
microcapsulas de poli-(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales (por
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ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones.

Las formulaciones a utilizar para administracion in vivo son altamente preferidas para que el proceso sea estéril. Esto
se logra facilmente mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles o cualquiera de varias técnicas.

También se pueden preparar preparaciones de liberacién sostenida, tales como matrices semipermeables de
polimeros hidréfobos sdlidos que contienen el anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados,
por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacién sostenida incluyen poliésteres,
hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato) o poli(vinilalcohol)), polilactidas (Boswell y Scribner, 1973),
copolimeros de acido L-glutamico y vy etil-L-glutamato, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros
degradables de acido lactico-acido glicélico tales como microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido
lactico-acido glicélico y acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que los polimeros como el etileno-acetato de vinilo
y el acido lactico-acido glicélico permiten la liberacion de moléculas durante mas de 100 dias, ciertos hidrogeles liberan
proteinas durante periodos de tiempo mas cortos y pueden ser preferibles.

De manera similar, el uso de multiples anticuerpos o fragmentos F(ab')2 para bloquear especificamente los receptores
de activacion seleccionados, permite refinar la identificacion de los receptores que estan involucrados en cualquier
caso particular. A este respecto, la presencia de lisis mediada por células NK de una objetivo para la que estan
bloqueados todos los receptores de activacion conocidos sugiere la presencia de ligandos o receptores de activacion
previamente desconocidos. El experimento inverso de observar la actividad citolitica de células NK-92 nativas y
transducidas frente a células objetivo que se han modificado para expresar ligandos putativos para estos receptores
puede proporcionar informacion adicional y una posible confirmacién. La respuesta de citocinas de las células
efectoras en estos experimentos también puede proporcionar informacion adicional. Por lo tanto, la invencién ofrece
una miriada de opciones para refinar las condiciones del ensayo para satisfacer las necesidades del usuario, ademas
de proporcionar una herramienta valiosa para las investigaciones de los mecanismos fisiologicos basicos de la funcion
de las células NK.

Ademas, el uso de anticuerpos para el tratamiento terapéutico de enfermedades es un campo en rapido crecimiento
y evolucion. Aunque los mecanismos involucrados en los efectos terapéuticos de los tratamientos con anticuerpos aun
se estan dilucidando, existe evidencia de que estos efectos estan mediados por la interaccién ad-hoc de la porcién de
Fc del anticuerpo administrado con los receptores de Fc correspondientes en células efectoras citoliticas como los
neutrofilos, fagocitos mononucleares, células transformadas, células T y células NK. Por lo tanto, la actividad citolitica
de las células efectoras se dirige contra aquellas células objetivo que muestran antigenos de superficie que estan
unidos por el anticuerpo. Este mecanismo propuesto no pretende limitar la invencién de ninguna manera.

El principal impulso actual de este campo implica el uso de anticuerpos monoclonales humanizados de longitud
completa (que por lo tanto contienen dominios Fc) que se dirigen hacia los antigenos de la superficie celular en las
células tumorales. Por ejemplo, se han demostrado beneficios clinicos sustanciales para el tratamiento de ciertos
canceres de mama con el anticuerpo anti-Her2/neu, Herceptina, y el tratamiento de leucemias de células B con el
anticuerpo anti-CD20, Rituximab. Las células efectoras CD16" tales como las células NK nativas y las células NK-92-
CD16 y las células NK-92-CD16y/C de esta divulgacion se unen a las porciones Fc de los anticuerpos Herceptina o
Rituximab que, a su vez, se unen a través de sus porciones F(ab) al antigeno de superficie celular correspondiente en
una célula cancerosa. Esta union del antigeno de la célula cancerosa a CD16 activa la célula efectora y dirige su
actividad citolitica contra la célula cancerosa, lo que da como resultado su destruccion.

Otro aspecto del desarrollo en esta area esta dirigido hacia la creacion de anticuerpos quiméricos que incorporan dos
0 mas dominios de unién a antigeno [F(ab)] que tienen diferentes especificidades. Un "anticuerpo biespecifico"
quimérico puede, a modo de ejemplo, incorporar un dominio de unién F(ab) que se une especificamente a un marcador
de superficie celular que se expresa de forma Unica o caracteristica en el tumor objetivo o en las células infectadas y
un segundo dominio F(ab) que se involucra especificamente en la activacion de receptores tales como CD16 en NK u
otras células efectoras. Dichos anticuerpos quiméricos se ejemplifican con el anticuerpo monoclonal 2B1 (Clark et al.,
1997; Weiner et al., 1995a; Weiner et al., 1995b) que incorpora un dominio F(ab) que se une especificamente al
antigeno ErbB2 (HER2/neu) y un segundo dominio F(ab) que se une especificamente a CD16. Las células de la linea
de cancer de ovario ErbB?, SKOV-3, son solo ligeramente susceptibles a la citdlisis por células NK o células NK-92-
CD16. Sin embargo, las células SKOV-3 se vuelven muy susceptibles a la citélisis mediada por células NK-92-CD16
en presencia del anticuerpo 2B1 que liga el antigeno ErbB2 en una célula SKOV-3 al receptor activador CD16 en una
célula NK-92-CD16 (Figura 5).

Groner y Moritz (Groner y Moritz, 1997) describen otro medio mas de usar anticuerpos para dirigir la actividad de una
célula efectora contra un objetivo especifico. En este enfoque, la célula efectora se modifica genéticamente para
expresar una unica cadena polipeptidica que consta de un dominio de uniéon F(ab) monovalente especifico de antigeno
que esté unido covalentemente a un dominio de sefializacion, tal como TCR-{ (GenBank acceso numero J04132; SEQ
ID NO: 6).

Como se ilustra con mayor detalle a continuacion en el Ejemplo 6, los ensayos de ADCC y de citotoxicidad redirigidos
pueden usarse para identificar anticuerpos y construcciones de anticuerpos que son utiles como agentes terapéuticos
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para el tratamiento de cénceres e infecciones. Las células NK-92-CD16, NK-92-CD16-y o NK-92-CD16- se utilizan
como células efectoras en estos ensayos. Las células objetivo y las caracteristicas del anticuerpo o la construccion
del anticuerpo que se va a evaluar determinan en gran medida si el formato de ensayo de la ADCC o la citotoxicidad
redirigida es mas apropiado. Una célula objetivo que expresa el ligando de interés, pero que no expresa ningun
receptor Fc, es apropiada para la evaluacién de anticuerpos en el formato de ADCC. Este mismo tipo de célula objetivo
también es adecuado para la evaluacion por ADCC de construcciones de anticuerpos que incluyen un dominio Fc. Por
el contrario, una construccion de anticuerpo que incorpora dominios de union F(ab) separados que son especificos
para el antigeno de interés y para CD16 se evalla mas apropiadamente a través de la citotoxicidad redirigida utilizando
células objetivo que expresan el antigeno de interés, pero que no expresan CD16. Otras disposiciones de este tipo
son igualmente posibles y se pueden utilizar en la practica de la presente invencion. Para garantizar el maximo
intervalo dinamico del ensayo, es deseable seleccionar la célula objetivo entre aquellas que son minimamente
susceptibles a la lisis por parte de la linea de células NK-92 parental. Por esta razoén, la célula objetivo normalmente
se selecciona para exhibir una lisis mediada por NK-92 de entre 0 % y 30 %, preferiblemente entre 0 % y 20 %, mas
preferiblemente entre 0 % y 10 % y mas preferiblemente entre 0 % y 5 % . Las lineas de células objetivo como SKOV-
3 son utiles porque presentan una susceptibilidad minima (5 % - 30 % ) a la lisis por parte de las células NK-92 y
expresan constitutivamente ciertos antigenos de superficie celular que son de particular interés como objetivos para
anticuerpos terapéuticos. Estas células también se pueden transducir o transfectar para expresar otros antigenos de
interés y utilidad.

Una aplicacion significativa de la presente invencion es en la seleccion de sobrenadantes de hibridomas para detectar
la presencia de anticuerpos monoclonales inductores de ADCC. Las fusiones de células de bazo empleadas para la
generacion inicial de anticuerpos monoclonales dan como resultado una poblacién heterogénea de células, algunas
de las cuales producen anticuerpos. Cada célula productora de anticuerpos individual en esta mezcla normalmente
produce un anticuerpo unico que tiene al menos cierta afinidad por el antigeno objetivo. Las células de esta mezcla
heterogénea original se subclonan, normalmente mediante dilucion limitada, hasta el punto en que cada subclon se
origina a partir de una unica célula madre. A continuacion, cada subclon normalmente se analiza para eliminar aquellos
que no secretan inmunoglobulinas. Los subclones restantes, que pueden contarse entre decenas y cientos, secretan
cada uno un anticuerpo unico, algunos de los cuales pueden tener especificidades, afinidades y otras caracteristicas
que los hacen adecuados para una mayor evaluacion y desarrollo como posibles agentes terapéuticos. Los ensayos
de ADCC vy de citotoxicidad redirigidos del Ejemplo 6 encuentran utilidad en la seleccion de clones para identificar
aquellos subclones que secretan anticuerpos potencialmente Utiles de los isotipos de IgG.

Estos mismos ensayos se pueden utilizar posteriormente para respaldar la evaluacién, caracterizacion y mayor
desarrollo de estos anticuerpos.

La presente divulgacion proporciona construcciones de células NK-92 que han sido disefiadas para expresar de forma
estable la forma de afinidad alta o baja totalmente activa del receptor FcyRIIl (CD16). EI CD16 esta presente de forma
natural en las células NK, pero no se expresa en las células NK-92 parentales ni con ninguna estabilidad por ninguna
de las otras lineas de células similares a NK conocidas. Las lineas de células NK-92-CD16, NK-92-CD16-y y NK-92-
CD16-¢ transducidas son, por lo tanto, Unicas entre las lineas de células de tipo NK actualmente disponibles. Ademas,
NK-92 y sus derivados modificados genéticamente exhiben niveles de capacidad de respuesta funcional en ensayos
de citotoxicidad y citocinas que son superiores a las células NK primarias y a la mayoria de las otras lineas de células
similares a NK humanas disponibles y parecen tolerarse de manera segura en sujetos humanos. Por estas razones,
las construcciones de la presente divulgacion, cuando se usan en combinacidon con un anticuerpo que se une
especificamente a un marcador de superficie celular que se expresa de forma Unica o caracteristica en la célula
objetivo deseada, proporciona un nivel sustancialmente mayor de actividad citolitica y especificidad hacia la tipo de
célula objetivo que el proporcionado por las células NK-92 originales o el anticuerpo solo cuando se usa de la misma
manera. Ademas, a diferencia de las células NK nativas, las construcciones de NK-92 de esta divulgacion expresan
receptores inhibidores minimos, lo que las hace reactivas frente a una amplia variedad de tumores. La especificidad
de la célula objetivo de estas construcciones esta determinada por el anticuerpo o los anticuerpos coadministrados, lo
que permite que estas construcciones se utilicen sin cambios para cualquier indicacién clinica para la que se pueda
preparar un anticuerpo adecuado. Los anticuerpos policlonales, los cécteles que consisten en multiples anticuerpos
monoclonales y las construcciones de anticuerpos quiméricos tales como anticuerpos biespecificos, minicuerpos y
anticuerpos TriBi (triméricos, biespecificos) pueden usarse beneficiosamente junto con esta célula modificada
divulgada.

La célula modficada puede administrarse a animales o a sujetos humanos. Al evaluar la eficacia clinica, los modelos
animales mas beneficiosos incluyen ratones con deficiencia de RAG/cadena y comun (que carecen de células T, B y
NK) o ratones SCID (que carecen de células T y B); estas cepas estan disponibles a través de The Jackson Laboratory;
Bar Harbor, ME. La supresién del sistema inmunitario nativo en dichos animales inmunocomprometidos facilita la
diferenciacion entre las respuestas inducidas por el tratamiento y las respuestas inmunitarias normales. Ademas, los
derivados de lineas de células se pueden usar para tratar sujetos animales, tales como bovinos, cerdos, conejos,
alpacas, caballos, caninos, felinos, hurones, ratas, ratones, aves y bufalos, que padecen tumores en combinacién con
anticuerpos especificos de tumores. El uso terapéutico de las células NK-92 se puede mejorar preparando a los sujetos
que van a recibir células NK-92 transducidas con CD16 para la terapia mediante infusién a los sujetos con una dosis
baja de IL-2 durante varios dias antes de administrar las células NK-92-CD16 y anticuerpos dirigidos, y continuar esta
infusién durante varios dias después. Alternativamente, las células NK-92 transducidas con CD16 se pueden preparar

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES2955952 T3

a partir de células de las lineas de células NK-92mi o NK-92ci que se han modificado para expresar constitutivamente
IL-2. En cualquier caso, el tratamiento simultaneo con IL-2 puede aumentar la supervivencia de las células NK-92
administradas.

Dado que la linea de células NK-92 se aislé de un sujeto con linfoma granular grande, las células tienen el potencial
de establecer tumores en los sujetos receptores. Aunque esta tumorogenicidad no se ha observado en ningun sujeto
(humano o animal), la practica aceptada incorpora células NK-92 irradiadas con radiacion y antes de la administracion
a niveles de dosis que suprimen la proliferacion de células NK-92 mientras mantienen sustancialmente la citotoxicidad
y la supervivencia celular. La irradiacion gamma de células NK-92 a dosis de entre aproximadamente 750 y 1000
Grays, por ejemplo, 750, 800, 850, 900 y 950 Grays, se considera suficiente para este proposito.

El tratamiento in vivo de un sujeto se inicia mediante la administracion del anticuerpo dirigido antes o al mismo tiempo
que la administracion de células NK-92 transducidas con CD16. La administracién es tipicamente a través de infusion
intravenosa o intraperitoneal, aunque también se puede usar la inyeccion directa en tumores solidos u otras lesiones
focales similares. Puede ser preferible un régimen de dosis fraccionada, particularmente cuando no se administra IL-
2 de manera conjunta, para mantener un alto nivel de células NK-92 transducidas activas en el sujeto. En algunos
casos, puede ser ventajoso administrar el anticuerpo por infusion y las células transducidas por inyeccion directa. La
eficacia del tratamiento generalmente se evalla mediante la reduccién/eliminacién de la lesion, el perfil de citocinas u
otros parametros fisioldgicos.

Las células NK-92-CD16, NK-92-CD16/y y NK-92-CD16/C de la presente divulgacion representan poblaciones estables
y reproducibles de células efectoras que son de particular utilidad en la evaluacion in vitro de anticuerpos que se estan
desarrollando como agentes terapéuticos potenciales. Estas mismas lineas de células son componentes eficaces de
las terapias in vivo para el tratamiento de enfermedades, incluidos canceres e infecciones. La administracion conjunta
de una de estas lineas de células junto con un anticuerpo que se une especificamente a un antigeno expresado por
el tumor o la célula infectada puede potenciar los efectos terapéuticos del anticuerpo, tratando asi la enfermedad.
Puede observarse un efecto beneficioso similar en aquellos casos en los que la linea de células se administra como
terapia unica a un sujeto que ha desarrollado anticuerpos endégenos contra un tumor o una infeccion.

Ademas, aunque se ha ejemplificado el receptor Fc CD16, la presente divulgacion no se limita a la expresion de
FCyRIII-A, y la expresion de otros receptores Fc para IgG y otros tipos de anticuerpos también estan dentro del alcance
de la divulgacion, incluidas las clases de receptores Fcy (por ejemplo, FCyRI (CD64), FCyRII (CD32), FCyRIll y FcRn,
Fca (alfa), Fce (épsilon), y sus diversas subclases. Lineas de células variantes de NK-92 adicionales también caen
dentro del alcance de esta divulgacion. NK-92 puede, a modo de ejemplo, transducirse conjuntamente con genes que
conducen a la creacion de lineas de células tales como NK-92ci-CD16 y NK-92mi-CD16 que expresan tanto IL-2 como
CD16, y que por lo tanto pueden ser utilizadas sin necesidad de IL-2 exdgena. Otros beneficios y usos de la presente
divulgacion se haran evidentes en los ejemplos especificos que se describen a continuacion.

Composiciones farmacéuticas

Células (por ejemplo, NK-92 modificadas y no modificadas), polipéptidos y Ab, y derivados, fragmentos, analogos y
homoélogos de los mismos, pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas. Tales composiciones normalmente
comprenden la célula, el polipéptido y/o el anticuerpo y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Un "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotdnicos y retardadores de la absorcion, y similares, compatibles
con la administracion farmacéutica (Gennaro, 2000). Los ejemplos preferidos de tales vehiculos o diluyentes incluyen,
pero no se limitan a, agua, solucion salina, soluciones de Finger, solucidon de dextrosa y albumina de suero humano
al 5 %. También pueden usarse liposomas y vehiculos no acuosos tales como aceites fijos. También se pueden
incorporar a las composiciones compuestos activos complementarios.

Formulaciones inyectables

Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el compuesto activo (por ejemplo, una célula
NK-92 y/o un anticuerpo) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinaciéon de
ingredientes segun sea necesario, seguido de esterilizacion. En general, las dispersiones se preparan incorporando
el compuesto activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los demas ingredientes
requeridos, como se explicd. Polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de
preparacion incluyen secado al vacio vy liofilizacion que producen un polvo que contiene el ingrediente activo y cualquier
ingrediente deseado de soluciones estériles.

Ejemplos

El siguiente ejemplo es solo para fines ilustrativos y no debe interpretarse como una limitacién de la invencion
reivindicada.

Ejemplo 1: Preparacion de retrovirus recombinante CD16
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CD16 ADNc X52645.1 que codifica la forma de baja afinidad del receptor IlI-A de la regién Fc de inmunoglobulina
gama transmembrana (FcyRIII-A o CD16) [fenilalanina 157 (F157), secuencia completa: SwissProt P08637 (SEQ ID
NO: 1)] o una variante polimérfica que codifica una forma de mayor afinidad del receptor CD16 [Valina 157 (F157V),
secuencia completa: SwissProt VAR_008801 (SEQ ID NO:2)] se subcloné en el vector de expresion retroviral bi-
cistrénico, pBMN-IRES-EGFP (obtenido a través de G. Nolan, Universidad de Stanford, Stanford, CA) usando los sitios
de restriccion BamHI y Notl de acuerdo con los métodos estandar.

El vector recombinante se mezclé con 10 L del reactivo PLUSMC (Invitrogen; Carlsbad, CA); diluido a 100 L con
Opti-MEM® sin suero precalentado (Invitrogen; MEM, medio esencial minimo); diluido adicionalmente mediante la
adicion de 8 pL de lipofectaminaM® (Invitrogen) en 100 pyL de Opti-MEM® sin suero precalentado; y se incubo a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Luego, esta mezcla se llevé a un volumen total de 1 mL mediante la adicion
de Opti-MEM® sin suero precalentado. Se cultivaron células de empaquetamiento Phoenix-Amphotropic (obtenidas a
través de G. Nolan, Universidad de Stanford, Stanford, CA; (Kinsella y Nolan, 1996)) hasta una confluencia del 70-80
% en una placa de 6 pocillos y se lavaron con 6 mL de medio Opti-MEM® sin suero precalentado (Invitrogen). Después
de la eliminacion del medio, se afiadié 1 mL de la solucién de vector recombinante en el reactivo LipofectaminaMC
PLUSMC a cada pocillo y las células se incubaron durante al menos tres horas a 37 °C bajo una atmdésfera con 7 % de
COgl/aire para equilibrar. Se afiadieron a cada pocillo cuatro mL de medio RPMI precalentado que contenia suero
bovino fetal (FBS) al 10 % y las células se incubaron durante la noche a 37 °C, en una atmdsfera con 7 % de COa/aire
para equilibrar. Luego se retiré el medio; las células se lavaron con 6 mL de Opti-MEM® sin suero precalentado; se
afiadieron 2 mL de Opti-MEM® sin suero adicional; y las células se incubaron a 37 °C, bajo una atmosfera con 7 % de
COg/aire para equilibrar durante 48 horas adicionales.

El sobrenadante que contenia el virus se recogié en un tubo de centrifuga de plastico de 15 mL; se centrifugé a 1300
rpm durante 5 minutos para eliminar células y fragmentos de células; y el sobrenadante se transfirid a otro tubo de
centrifuga de plastico de 15 mL. Inmediatamente antes de usar, se afiadieron 20 uL del reactivo PLUSMC a Ia
suspension de virus; la mezcla se incub6é a temperatura ambiente durante 15 minutos; se afiadieron 8 pL de
lipofectaminaM® a la mezcla; y la mezcla se incubo durante 15 minutos mas a temperatura ambiente.

Ejemplo 2: Transduccion retroviral de CD16 en células NK-92

Las células NK-92 cultivadas en a-MEM (Sigma; St. Louis, MO) complementadas con FBS al 12.5 %, suero fetal de
caballo (FHS) al 12.5 % y 500 Ul de rhiL-2/mL (Chiron; Emeryville, CA) se recolectaron por centrifugacion a 1300 rpm
durante 5 minutos y el sedimento celular se resuspendio en 10 mL de medio Opti-MEM® sin suero. Una alicuota de
suspension celular que contenia 5 x 10* células se sedimentd a 1300 rpm durante 5 minutos; el sedimento celular se
resuspendié en 2 mL de la suspension de retrovirus descrita en el ejemplo 1y las células se sembraron en placas de
cultivo de 12 pocillos. Las placas se centrifugaron a 1800 rpm durante 30 minutos y se incubaron a 37 °C en una
atmosfera con 7 % de COo/aire para equilibrar durante 3 horas. Este ciclo de centrifugacion e incubacion se repitid
luego por segunda vez. Las células se diluyeron con 8 mL de a-MEM, se transfirieron a un matraz T-25 y se incubaron
a 37 °C en una atmosfera con 7 % de COy/aire para equilibrar hasta que las células fueran confluentes.

Las células transducidas se recogieron, se resuspendieron en medio Opti-MEM® sin suero y se clasificaron en funcién
de su nivel de expresion de EGFP utilizando un clasificador de células activadas por fluorescencia (FACS), siendo
EGFP expresado conjuntamente con, y un marcador sustituto para, CD16. La expresion de CD16 en la superficie
celular se confirmé mediante inmunotincion de las células transducidas con un anticuerpo anti-CD16. Las células
transducidas, que se denominan NK-92-CD16, se pasaron con IL-2 fresca cada 4 dias y se analizaron para determinar
la expresion de CD16 en la superficie celular antes de su uso.

Las Figuras 1A y 1B (Figura 1) son diagramas de dispersioén de citdmetro de flujo que muestran células NK-92
transducidas con ADNc con CD16 utilizando el vector pBMN-IRES-EGFP después de la tincion con anticuerpo
secundario anti-IgG de raton conjugado con ficoeritrina (PE) solo (Figura 1A) o anticuerpo anti-CD16 (3G8 (Fleit et al.,
1982; Perusia y Trinchieri, 1984); IgG de raton) + anti-IgG de raton PE (Figura 1B) y analisis usando un citometro de
flujo FACS (Becton Dickinson; Franklin Lakes, NJ). La expresion de EGFP se evalua en el eje x y la expresion de
CD16 en la superficie esta en el eje y. La Figura 1 ilustra que la linea de células NK-92-CD16 expresa CD16 en la
superficie celular cuando se tifie con un anticuerpo monoclonal anti-CD16.

Ejemplo 3: Células NK-92-CD16 que expresan conjuntamente CD16 y una proteina de sefalizaciéon accesoria FceRI-
y o TCR-C

Los retrovirus recombinantes que incorporan genes insertados para la expresion de proteinas de sefializacion
accesorias, FceRI-y (SEQ ID NO: 5) o TCR-C (SEQ ID NO: 7), se prepararon utilizando métodos estandar para ligar el
ADNCc correspondiente en el vector pBMN-IRES-EGFP y transfeccion de esta construccion en la linea de células de
empagquetamiento Phoenix-Amphotropic en presencia de LipofectaminaV® Plus como se describe en el Ejemplo 1. Los
retrovirus recombinantes y o  resultantes se usaron para transducir células NK-92 como se describe en el Ejemplo 2
con las siguientes modificaciones adicionales.

Se recolectaron células NK-92 transducidas con polinucledtido FceRI-y (SEQ ID NO: 4) o TCR-C (SEQ ID NO: 6), se
resuspendieron en medio Opti-MEM® sin suero y se clasificaron en funcién de su nivel de EGFP expresado
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conjuntamente usando una FACS, se ligd el ADNc con CD16 en una version del vector pBMN que carece de las
secuencias IRES y EGFP, denominado pBMN-NoGFP (Yusa et al., 2002). Las células NK-92 transducidas con y o ¢
se transdujeron conjuntamente en forma secundaria con CD16-pBMN-NoGFP usando el mismo método de
transduccion retroviral que se describe en el Ejemplo 2. Las células transducidas conjuntamente se suspendieron en
a-MEM, se transfirieron a un matraz T-25 y se cultivaron hasta confluencia a 37 °C en una atmésfera con 7 % de CO»
/aire para equilibrar. Después de alcanzar la confluencia, las células transducidas conjuntamente se inmunotifieron
con un anticuerpo anti-CD16 y se clasificaron mediante FACS para determinar la expresién de CD16 en la superficie
celular. Las células seleccionadas se subcultivaron con IL-2 fresca cada cuatro dias y se ensayaron para determinar
la expresion de CD16 en la superficie celular antes de su uso.

En este ejemplo, solo uno de los dos vectores contenia el gen para EGFP. Esta disposicion facilita la determinacion
de los niveles en los que se expresan tanto la proteina de sefializacion accesoria como el CD16. En este caso, la
proteina de sefializacion accesoria se expreso conjuntamente con EGFP. Por lo tanto, la fluorescencia de EGFP es
un indicador sustituto del nivel de expresion de la proteina de sefalizacion accesoria. Se empled un anticuerpo anti-
CD16 conjugado con un fluoréforo que tenia un espectro de emision diferente al de EGFP para determinar el nivel de
expresion de CD16.

La Figura 2 muestra diagramas de dispersion de citometro de flujo que muestran la expresion de CD16 por células
NK-92 transducidas con CD16 solo (Figura 2A) y el aumento en la expresion de CD16 cuando las células NK-92 se
transducen con ADNc con CD16 en combinacion con ADNc de FceRI-v (y, Figura 2B); o ADNc con CD3 € (C, Figura
2C). La Figura 2 muestra que cuando CD16 se expresa conjuntamente con FceRI-y o CD3 { en la linea de células NK-
92, la expresion de CD16 en la superficie celular aumenta con respecto a la obtenida cuando las células NK-92 se
transducen con CD16 solo.

Ejemplo 4: Ensayos de citotoxicidad

Las células efectoras (NK-92, NK-92-CD16, NK-92-CD16¢, NK-92-CD16y) se lavaron mediante suspensiéon en a-MEM
(sin IL-2) y se sedimentaron a 1300 rpm durante 5 minutos. El sedimento celular se suspendié en a-MEM, se contaron
las células y se prepararon alicuotas a concentraciones celulares de 1 x 10%mL (proporcion de células efectoras a
objetivo (E:T = 1:1), 5 x 105mL (E:T = 5:1), 1 x 10%/mL (E:T = 10:1), 2 x 108/mL (E:T = 20:1) o segun corresponda a la
determinacion que se esta realizando. Las células NK-92 transducidas utilizadas en estos ensayos se seleccionaron

El tipo de célula objetivo utilizada en estos ensayos se selecciond sobre la base de los requisitos de la determinacion
concreta que se estaba realizando. Células Raiji (por ejemplo, ATCC depésito No. CCL-86), que se sabe que son
moderadamente susceptibles (lisis de aproximadamente 50 % de en estas condiciones) a la lisis por células NK-92,
se usaron para la mayoria de los propdsitos, incluida la verificacion de la citotoxicidad de las células efectoras.

Aproximadamente 2 x 10® de las células objetivo seleccionadas se lavaron por suspension en medio RPMI y
sedimentacion a 1300 rpm durante 5 minutos. Después de retirar el sobrenadante, se afiadieron 20 uL de FBS y 100
uCi de Cromato[®'Cr] de Na y las células se incubaron a 37 °C durante 60-90 minutos con mezcla cada 30 minutos.
Las células objetivo marcadas se lavaron tres veces mediante suspension en 10 mL de medio RPMI y sedimentacion
a 1500 rpm durante 5 minutos. El sedimento celular final se volvié a suspender en a-MEM y se diluydé a una
concentracion de 1 x 10%/mL. Las células objetivo para su uso en ensayos de citotoxicidad redirigida o ADCC se
incubaron adicionalmente con el anticuerpo apropiado a una concentracion final de 0.01-5 ug/mL durante 10-15
minutos a temperatura ambiente.

Se afadieron 100 uL del tipo seleccionado de células objetivo y 100 uL de la concentracién apropiada de células
efectoras a cada pocillo de una placa con fondo en V de 96 pocillos. Se prepararon de tres a seis pocillos repetidos
en cada relaciéon E:T. Se asignaron al menos 6 pocillos a cada uno de los controles de lisis espontanea (células
efectoras reemplazadas con 100 pL de a-MEM) y control de liberacion total (células efectoras reemplazadas con 100
uL de detergente t-octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-100®) al 2 % en a-MEM). Deseablemente, se asignan seis o mas
pocillos adicionales al uso de células efectoras NK-92 no modificadas que no expresan CD16 como control de
procedimiento y estandar interno. A continuacion, la placa se centrifugd a 500 rpm durante 3 minutos y se incubd
durante 4 horas a 37 °C en una atmdsfera con 7 % de COy/aire para equilibrar. Al final del periodo de incubacién, la
placa se centrifugd a 1500 rpm durante 8 minutos y se recogieron 100 pL del sobrenadante de cada pocillo para
recuento en un contador y para medir la liberacion de %'Cr. El porcentaje de lisis de células objetivo especificas se
calculé como:

. - media de la liberacién experimental de cpom—media de la lisis espontanea de cpm )%
% de lisis especifica = { P P P pm)

100

(media de la liberacién total de cpm —media de la liberacién espontanea de cpm)
Ejemplo 5: Lisis celular mediada por CD16

Se utilizé un anticuerpo monoclonal especifico para CD16 en ensayos de citotoxicidad redirigidos en aquellos casos
en los que se disponia de una linea de células objetivo que expresaba un receptor Fc distinto de CD16. En particular,
la linea de células de mastocitoma P815 de raton FcyR" y la linea de células mielociticas FcyR* THP-1 se utilizaron
como objetivos en combinacion con el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD16 3G8 (Fleit et al., 1982; Perussia y
Trinchieri, 1984) para evaluar las células NK-92-CD16, NK-92-CD16-y y NK-92-CD16-C (Figuras 3 y 4). En este
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formato, se cree que el receptor de la célula objetivo se une a la porcion Fc del anticuerpo, mientras que la porcion
F(ab) del anticuerpo se une a CD16 en la célula efectora. Como alternativa, los ensayos de citotoxicidad redirigidos
se pueden realizar utilizando células objetivo que expresan un antigeno unico, pero que no expresan un receptor Fc,
junto con una construccion de anticuerpo biespecifico. En este formato, un dominio de unién F(ab) del anticuerpo
biespecifico se une especificamente al antigeno de la célula objetivo mientras que otro dominio F(ab) se une
especificamente a CD16. La evaluacion de las células NK-92-CD16, NK-92-CD16-y o NK-92-CD16-C en este formato
se llevd a cabo utilizando SKOV-3 como células objetivo y el anticuerpo quimérico 2B1 como agente de
entrecruzamiento. El anticuerpo biespecifico quimérico 2B1 tiene un dominio de uniéon que es especifico para
HER2/neu y un segundo dominio de union que es especifico para CD16 (Clark et al., 1997; Weiner et al., 1995a;
Weiner et al., 1995b) (Figura 5). La Figura 6 ilustra la citotoxicidad de las células NK-92-CD16, NK-92-CD16-y y NK-
92-CD16-C frente a las células objetivo P815 en un ensayo de citotoxicidad redirigido utilizando el anticuerpo quimérico
2B1 después de formar un ensayo de liberacién de ®'Cr durante cuatro horas. Esta figura muestra que a
concentraciones de anticuerpos inferiores a la saturacion, la citotoxicidad es una funcién tanto de la concentracion de
anticuerpos como del nivel de expresién de CD16 en las células efectoras NK-92.

Se utilizo el siguiente procedimiento para realizar ensayos de citotoxicidad ADCC y redirigidos, estando determinado
el tipo de ensayo por las caracteristicas de la célula objetivo y el anticuerpo seleccionado. Las células objetivo
seleccionadas se marcaron con cromato[>'Cr] de Na como se describe en el Ejemplo 4. Las alicuotas de las células
objetivo marcadas con [*'Cr] se incubaron adicionalmente con el anticuerpo seleccionado a multiples concentraciones
entre 0.01 pyg y 5 yg/mL durante 15 minutos a temperatura ambiente, se lavaron con a-MEM y se ajustaron a una
concentracién de 1x10° células/mL antes de su uso. Se afiadieron 100 pL del tipo seleccionado de células objetivo y
100 pL de células efectoras a concentraciones celulares de 1x105/mL (E:T = 1:1), 5x10%mL (E:T = 5:1), 1x10%/mL (E:T
=10:1), 2x108 mL (E:T = 20:1) o segun sea apropiado para la determinacion que se esta realizando, a cada pocillo
de una placa con fondo en V de 96 pocillos. Se prepararon de tres a seis pocillos repetidos en cada relacién E:T a
evaluar. Se asignaron al menos 6 pocillos a cada uno de los controles de lisis espontanea (células efectoras
reemplazadas con 100 uL de a-MEM) y control de liberacion total (células efectoras reemplazadas con 100 pL de
detergente Triton X-100 al 2 % en a-MEM). Se asignaron tres pocillos adicionales en cada relaciéon E:T a controles "no
ADCC" en los que las células objetivo no se expusieron al anticuerpo. Deseablemente, se asignan 6 o mas pocillos
adicionales para el uso de células efectoras NK-92 no modificadas que no expresan CD16 como control de
procedimiento y patron interno. A continuacion, la placa se centrifugé a 500 rpm durante 3 minutos y se incubé durante
4 horas a 37 °C en una atmésfera con 7 % de COy/aire para equilibrar. Al final del periodo de incubacion, la placa se
centrifugd a 1500 rpm durante 8 minutos y se recogieron 100 mL del sobrenadante de cada pozo para contar en un
contador y como medida de la liberacion de [5'Cr] por citotoxicidad. El porcentaje de lisis especifica se calculd como
se describe en el Ejemplo 4.

Estos ensayos también pueden emplear células NK-92-CD16 que expresen niveles variables de CD16 en la superficie
(a través de la clasificacion celular o a través de la transduccién conjunta de y o ), asi como NK-92 transducidas con
el alelo polimérfico de alta afinidad del gen de CD16 (F157V). Estas variantes de la invencion proporcionan un amplio
intervalo dinamico de sensibilidades de ensayo. Aunque este Ejemplo se describe con referencia a anticuerpos
monoclonales y construcciones de anticuerpos biespecificos, en la practica de esta invencion también pueden usarse
anticuerpos policlonales y otros tipos de construcciones de anticuerpos que tengan las caracteristicas apropiadas.

Ejemplo 6: Deteccion y evaluacion de anticuerpos terapéuticos

Las células objetivo seleccionadas se marcaron con cromato[>'Cr] de Na como se describe en el Ejemplo 4 y ajustado
a una concentraciéon de 1 x 10° células/mL antes de su uso. A continuacién, se transfirid una alicuota de 100 uL de
células objetivo marcadas a cada pocillo del nimero necesario de placas de 96 pocillos. Las concentraciones de
inmunoglobulina en los sobrenadantes de hibridoma a explorar se ajustaron opcionalmente, pero preferiblemente, a
una concentraciéon nominal conveniente de 1 pyg/mL. Se afadieron al menos de alicuotas de 100 yL de cada
sobrenadante de hibridoma a cada uno de los tres pocillos que contenian células objetivo; se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente, se lavé con a-MEM y se resuspendié en 100 uL de a-MEM. La concentracion de
células efectoras se ajustd segun correspondiera para lograr la relacion E: T deseada en el ensayo. Por ejemplo, si se
deseaba una relacion E:T de 10:1, la concentracion de células efectoras se ajusto a 1 x 108 células/mL. El ensayo se
inicio afiadiendo 100 uL de células efectoras a cada pocillo. A continuacion, las placas se centrifugaron a 500 RPM
durante 3 minutos y se incubaron durante 4 horas a 37 °C en una atmodsfera con 7 % de COg/aire para equilibrar. Al
final del periodo de incubacion, la placa se centrifugé a 1500 rpm durante 8 minutos y se recogieron 100 pL del
sobrenadante de cada pozo para contar en un contador y como medida de la liberacion de ®'[Cr] debido a la
citotoxicidad. El porcentaje de lisis especifica se calculé6 como se describe en el Ejemplo 4. Se asignaron al menos
seis pocillos a cada uno de los controles de lisis espontanea (células efectoras reemplazadas con 100 pL de a-MEM)
y un control de liberacion total (células efectoras reemplazadas con 100 uL de detergente Triton X-100 al 2 % en o-
MEM) en cada plato. Se asignaron seis pocillos adicionales en cada conjunto de placas a cada uno de los controles
"sin anticuerpos" (células objetivo no tratadas con anticuerpos) y un control de citdlisis de NK-92. La lisis especifica se
informd como el promedio de tres pocillos repetidos después de la correccion para los controles apropiados. La eficacia
también puede evaluarse mediante la medicion de indicadores indirectos, tales como la liberacion de citocinas por
parte de las células NK-92-CD16, la sobrerregulacion de los marcadores de activaciéon de células NK como CD25,
CD69 y/o CD95L, la activacion de factores de transcripcion, como NF-AT o NF-kB dentro de las células NK-92, o la
activacion de caspasas u otros marcadores de apoptosis en las células objetivo.
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En la mayoria de los casos, se prepararon cantidades relativamente pequefias (a menudo soélo una) de construcciones
de anticuerpos. En tales casos, no fue necesario seleccionar, y la construccion se evalué6 mas convenientemente
usando un ensayo directo, tal como se describe en el Ejemplo 5. De manera similar, los relativamente pocos
anticuerpos potencialmente utiles detectados durante la deteccion se caracterizaron posteriormente con mas detalle
utilizando ensayos como los descritos en el Ejemplo 5. Se pueden analizar concentraciones variables de anticuerpos
purificados para comparar las eficacias para inducir ADCC. Ademas, las pruebas comparativas del potencial ADCC
de los anticuerpos en las células NK-92 que tienen formas de CD16 de baja afinidad (F157) frente a las de mayor
afinidad (F157V) ofrecieron un ensayo conveniente y reproducible para abordar las eficacias terapéuticas de los
anticuerpos individuales en el contexto de ambos alelos humanos conocidos de CD16. Esto también eludid la
necesidad para el usuario de identificar donantes especificos que sean homocigotos para cada uno de los dos alelos
para dichos ensayos.

Ejemplo 7: Produccion de citocinas mediada por CD16

Tras la activacion, se sabe que las células NK-92 producen y secretan citocinas, que incluyen interferén y (IFN-y),
factor de necrosis tumoral (TNF a y otros), interleucinas (IL)-5, -10 y -13, factor estimulante de colonias de granulocitos
- macrofagos (GM-CSF), éxido nitrico y otros tras la activacion. La produccion de estas citocinas se puede determinar
mediante métodos estandar, incluidos los kits de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) especificos de
citocinas que estan disponibles de multiples fuentes comerciales (por ejemplo, BD Pharmingen; San Diego, CA). La
producciéon de citocinas por las células NK-92, NK-92-CD16, NK-92-CD16-y y NK-92-CD16-C en respuesta a la
estimulacion mediada por CD16 se puede determinar de manera analoga a la ADCC y ensayos de citotoxicidad
redirigidos descritos en los Ejemplos 4 y 5.

Las células efectoras (NK-92, NK-92-CD16, NK-92-CD16-y y NK-92-CD16-0) se lavaron mediante suspension en a-
MEM (sin IL-2) y sedimentacion a 1300 rpm durante 5 minutos. El sedimento celular se suspendié en a-MEM, se
contaron las células y se prepararon alicuotas a concentraciones celulares de 1 x 10%mL (E:T = 1:1), 5 x 105/mL (E:T
=5:1), 1 x 108/mL (E:T = 10:1), 2x 10%/mL (E:T = 20:1), o seglin corresponda a la determinacién que se esta realizando.

El tipo de célula objetivo utilizada en estos ensayos se selecciond sobre la base de los requisitos de la determinacion
concreta que se estaba realizando. Las células Raji, que se sabe que son moderadamente susceptibles
(aproximadamente el 50 % de lisis bajo estas condiciones) a la lisis por células NK-92, se usaron para la mayoria de
los propésitos, incluida la verificacion de la citotoxicidad de las células efectoras.

Se combinaron 100 uL de concentraciones variables de células efectoras con una concentracion constante de células
objetivo tratadas con anticuerpos (no marcadas con 5'[Cr]) en pocillos de una placa con fondo en V de 96 pocillos. Se
prepararon de tres a seis pocillos repetidos en cada relacion E:T a evaluar. Se asignaron al menos 6 pocillos cada uno
como controles para la activacion de células efectoras especificas no CD16 en las que las células objetivo se
reemplazaron con 100 mL de a-MEM (liberacién espontanea) o con 100 pL de Triton X-100 al 2 % (liberacion total).
Controles adicionales que utilizan células objetivo que no han sido tratadas con anticuerpos y células objetivo o
efectoras que han sido tratadas con fragmentos F(ab'), también se incluyeron para suprimir la activacion de células
efectoras no especificas de CD16 segun fuera apropiado. Las células NK-92 transducidas que expresan diferentes
niveles o afinidades de CD16 podrian haberse utilizado como controles adicionales de la manera descrita
anteriormente. La placa se centrifugé a 500 rpm durante 3 minutos y se incub6 durante 4 horas a 37 °C en una
atmésfera con 7 % de COy/aire para equilibrar. Al final del periodo de incubacion, la placa se centrifugé a 1500 rpm
durante 8 minutos y se recolectaron alicuotas del sobrenadante de cada pocillo para cuantificar las concentraciones
de citocinas, utilizando kits de ELISA de citocinas disponibles en el mercado (por ejemplo, BD Pharmingen; San Diego,
CA). La produccion de citocinas de células efectoras generalmente se determiné para rastrear la citotoxicidad de las
células efectoras y, por lo tanto, podria tomarse como un indicador alternativo de la activacion de las células efectoras.

Ejemplo 8: Estimulacion de células NK-92 por IL-2

Se sabe que ciertas citocinas, particularmente IL-2, IL-12, IL-15 e IL-18, promueven el crecimiento, la supervivencia,
la citotoxicidad y las actividades de liberacién de citocinas de NK, NK-92, NK-92-CD16, NK-92-CD16-y y NK-92-CD16-
¢, y otras células variantes de NK-92 tanto in vitro como in vivo. A modo de ejemplo, las células transducidas en los
Ejemplos 2 y 3 proliferaron y mostraron niveles estables de expresion de CD16, citotoxicidad y respuesta de citocinas
durante varios meses sin necesidad de seleccion de antibiéticos cuando se subcultivaron con medio fresco que
contenia IL-2 cada 4 dias. Por el contrario, cuando estas mismas células pasaron sin la adicion de IL-2, exhibieron
niveles de citotoxicidad y produccion de citocinas que disminuyeron con el tiempo durante el periodo de cultivo de 4
dias y volvieron a niveles mas altos el primer dia después de la adicion de |IL-2 fresca. Ademas, las células mantenidas
en ausencia de IL-2 lisaron especificamente una gama mas estrecha de tipos de células que las células mantenidas
en presencia de IL-2. Este comportamiento de las células NK-92 transducidas y sus derivados refleja fielmente el de
las células NK primarias no modificadas. Por estas razones, es deseable analizar las células y los derivados
transducidos a intervalos constantes después del paso con concentraciones definidas de IL-2. De manera similar, es
deseable coadministrar IL-2 cuando estas células se usan con fines terapéuticos in vivo. En aquellos casos en los que
la provision de IL-2 exdgena es inconveniente o no es deseable, la linea de células NK-92mi o NK-92ci que ha sido
modificada para expresar IL-2 enddgena a niveles que promueven la proliferacion, supervivencia y actividad de NK-
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92 puede también ser empleado. Las lineas de células NK-92mi, NK-92ci y otras derivadas de NK-92 se pueden
transducir de la misma manera que se describe para la linea de células original NK-92 en los Ejemplos 2 y 3.

Tabla Z
Tabla de abreviaturas

Abreviatura Definicion

ADCC Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
CD Agrupacion de determinacion
CTL Linfocitos T citotoxicos
ADN Acido desoxirribonucleico
EGFP Proteina fluorescente verde mejorada
ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
ErbB2 Protooncogén que codifica un receptor de tirosina quinasa unido a la membrana de la familia del
receptor del factor de crecimiento epitelial (EGFR); también conocido como HER-2/neu
FBS Suero fetal bovino
FC Indica region constante de un anticuerpo.
FHS Suero fetal de caballo
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
IFN Interferon
IL Interleucina
MCH-I Complejo principal de histocompatibilidad clase |
MEM Medio esencial minimo
MHC Complejo principal de histocompatibilidad
NF-AT Factor nuclear de células T activadas
NF-«kB Factor nuclear-k B
NK Asesina natural
PBL Linfocito de sangre periférica
RAG Gen activador de la recombinasa
RhIL Interleucina humana recombinante
ARN Acido ribonucleico
Rpm Rotaciones por minuto
RPMI Roswell Park Memorial Institute
SCID Inmunodeficiencia combinada severa
TNF Factor de necrosis tumoral
TriBi trimérico, biespecifico
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la evaluacion in vitro de la eficacia de un anticuerpo para inducir citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC), comprendiendo el método:

(a) exponer una pluralidad de células objetivo al anticuerpo;

(b) exponer las células objetivo a una pluralidad de células NK-92 modificadas para expresar CD16;
(c) controlar la pluralidad de células objetivo para determinar citélisis o apoptosis; y

(d) usar una pluralidad de células NK-92 no modificadas como control negativo.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la pluralidad de células NK-92 modificadas comprende una secuencia
de polinucleétidos introducida que codifica un polipéptido que tiene una secuencia de Swiss-Prot P08637 o
Var_008801.

3. El método de la reivindicacion 1, en el que la pluralidad de células objetivo se expone al anticuerpo y luego se
expone a la pluralidad de células NK-92.

4. El método de la reivindicacion 3, en el que aproximadamente del 5 % al 30 % de las células objetivo se lisan o se
inducen a entrar en apoptosis en presencia de células NK-92 en ausencia del anticuerpo.

5. El método de la reivindicacién 3, en el que una relacion efector:objetivo esta entre 0,5:1 y 100:1.
6. El método de la reivindicacion 5, en el que la relacion efector:objetivo esta entre 1:1 y 20:1.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que las células objetivo se seleccionan del grupo que consiste en SKOV-3,
P815, THP-I, U373MG, T98G, AML 193, SR91, ALL 1y REI-I.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal o policlonal.
9. El método de la reivindicacion 1, en el que el anticuerpo es un anticuerpo quimeérico.

10. El método de la reivindicacién 9, en el que el anticuerpo quimérico comprende al menos dos dominios de unién a
antigeno diferentes.

11. El método de la reivindicacién 10, en el que al menos un dominio de unién a antigeno esta adaptado para unirse
a CD16.

12. El método de la reivindicacién 1, en el que la pluralidad de células NK-92 modificadas expresan simultaneamente
un polipéptido de sefalizacion accesorio asociado.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el polipéptido de sefalizaciéon accesorio asociado comprende FceRI-
Yy (SEQ ID NO.5) o TCR-Z (SEQ ID NO:7).

14. El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas exponer las células a una citocina, en el que la
citoquina comprende interleucina-2.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 5
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