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DESCRIPCION
Reconocimiento especifico del microambiente tumoral mediante el uso de células NKT manipuladas
Campo técnico
El campo de la presente invencidn incluye al menos la biologia, la biologia celular, la inmunoterapia y la medicina.
Antecedentes de la invencion

Las células NKT invariantes Va24 (NKT) son un sublinaje conservado evolutivamente de células T que se caracteriza por
la expresion de una cadena a de TCR invariante, Va24-Ja18 y reactividad a los glucolipidos derivados de microbios y
autobios presentados por la molécula CD1 d de clase HLA monomorfica-I (Kronenberg y Gapin, 2001). El potencial
antitumoral de las NKT se ha demostrado en numerosos modelos tumorales (Swann y otros, 2004; Swann y otros,m 2007,
Berzofsky y Terabe, 2009). Se ha informado una disminucion selectiva del nimero de células NKT y/o su actividad
funcional en pacientes con diversos tipos de cancer (Yanagisawa y otros, 2002; Tahir y otros, 2001; Dhodapkar y otros,
2003), lo que sugiere que las NKT pueden desempefiar un papel importante en las respuestas inmunitarias antitumorales
y, por el contrario, que un escape de las NKT puede contribuir a la progresion del tumor. Las NKT se infiltran en tumores
humanos primarios en un subconjunto de nifios con neuroblastoma (NB) y esa infiltracion de células NKT se asocia con
una mejor supervivencia sin enfermedad a largo plazo (Metelitsa y otros, 2004). La infiltracion de células NKT en tumores
primarios también sirvi6 como factor pronéstico de resultado favorable en pacientes con canceres colorrectales
(Tachibana y otros, 2005) mientras que los bajos niveles de NKT circulantes predijeron un mal resultado clinico en
pacientes con carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Molling y otros, 2007).

La mayoria de los tumores sélidos son negativos a CD1d, por lo que las células tumorales no pueden ser un objetivo
directo para la citotoxicidad de las células NKT (Swann y otros, 2007; Metelitsa y otros, 2001). En cambio, los
monocitos/macréfagos asociados al tumor (TAM) son las Unicas células en los tumores primarios NB que tienen expresion
de CD1d detectable (Song y otros, 2009). Ademas, tras reconocer los glicolipidos derivados de tumores, las NKT producen
IFNy y matan células monociticas de una manera dependiente de CD 1d. Dado que los TAM proporcionan un soporte
estromal critico para el crecimiento de células tumorales en NB y muchos otros tipos de cancer (Mantovani y otros, 2008;
Sica y otros, 2008; Sica y otros, 2007), la muerte o inhibicion de los TAM mediada por células NKT explica como las NKT
pueden impedir indirectamente el crecimiento tumoral. Otros informes recientes han generado evidencia adicional de la
importancia de las interacciones de las células NKT con las células monociticas y otras células mieloides en la inmunidad
viral y tumoral (De Santo y otros, 2008; De y otros, 2010) y en el mecanismo potencial de actividad antitumoral del ligando
de células NKT, B-Manosilceramida (O'Konek y otros, 2011). Leonid S. Metelitsa, Clin Immunol. 2010; 140(2): 119-129
discute el potencial antitumoral de las células NKT Tipo | contra los tumores positivos a CD1d y negativos a Cdld en
humanos.

Los monocitos y otros precursores mielomonociticos inmaduros de los TAM se localizan en el sitio del tumor en respuesta
a CCL2, la misma quimiocina que atrae a las NKT (Metelitsa y otros, 2004). Sin embargo, las células monociticas
responden a multiples sefiales quimiotacticas derivadas de otros tumores que no se reconocen por las NKT u otras células
T (Allavena y otros, 2008). La mayoria de estos factores (VEGF, endotelina, angiopoyetina-2) se producen en condiciones
hipoxicas y conducen la migracion de los TAM a las areas hipdéxicas (Mantovani y otros, 2008; Allavena y otros, 2008;
Mantovani y otros, 2006). De manera importante, la sefializacion hipdxica amplifica la activacion de NF-kB en los TAM
gue conduce a niveles altos de produccion de IL6 y activacion de STAT3 sostenida en las células tumorales que a su vez
promueven respuestas inflamatorias en los TAM, lo que proporciona un circuito de retroalimentacion positiva que
desempefia un papel esencial en la progresion del tumor (Grivennikov y otros, 2010).

Aunque las NKT se localizan junto con los TAM productores de IL-6 en los tejidos primarios de NB (Song y otros, 2009),
el mecanismo de esta colocalizacién no se comprende, ni esta claro como los TAM evaden las actividades inhibitorias de
las NKT. La comprension de la interaccion NKT-TAM en el contexto del microambiente tumoral es (til para el desarrollo
de una inmunoterapia racional contra el cancer que se dirige al estroma de soporte tumoral dado que las NKT son las
Unicas células efectoras inmunitarias que se conoce que reconocen especificamente y regulan negativamente los TAM.
Como se describe en la presente descripcion, la localizacion de las células NKT en NB depende no solo de CCL2 derivado
de tumor, sino también de CCL20, que se produce por los TAM en respuesta a la inflamacidn e hipoxia inducidas por el
tumor, que a su vez inhibe la viabilidad y funcién de las células NKT. Ademés, como se muestra en la presente descripcion,
la IL-15 protege a las NKT de la hipoxia y la expresion transgénica de IL-15 en las NKT aumenta fuertemente su eficacia
antitumoral en un modelo de NB metastasico en ratones NOD/SCID/IL2rgamma (nulos) humanizados (hu-NSG).

Células T asesinas naturales invariantes Va24 (NKT) en inmunidad tumoral e inmunoterapia. Como se sefiald
anteriormente, las NKT son un sublinaje conservado evolutivamente de células T que se caracteriza por la reactividad a
los glucolipidos derivados de microbios y propios presentados por la molécula CD1d de clase HLA monomorfica-l.
Expresan una cadena a de TCR invariante Va14-Ja18 que se combina preferentemente con V311 (Porcelli y otros, 1993;
Lantz y Bendelac, 1994; Bendelac y otros, 1995). Las NKT son linfocitos de vida larga que se desarrollan en el timo y
estan presentes incluso en los recién nacidos como células funcionales con fenotipo de memoria efectora (Baev y otros,
2004; Godfrey y otros, 2010). El primer ligando descubierto para las NKT fue la a-galactosilceramida (aGalCer, KRN7000),
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qgue demostro propiedades antitumorales potentes en ratones (Swann y otros, 2007; Kronenberg y Gapin, 2002; Benedelac
y otros, 2007). A pesar de que la mayoria de los tumores sélidos tanto en humanos como en ratones son negativos a
CD1d, el potencial antitumoral de las NKT se ha demostrado en numerosos modelos de cancer (Swann y otros, 2007)
aunque los resultados de los ensayos clinicos de fase I/ll aln no son concluyentes mas alla de la demostracion de
seguridad (Nieday otros, 2004; Ishikawa y otros, 2005; Chang y otros, 2005; Motohashi y otros, 2009; Kunii y otros, 2009).
La infiltraciéon de células NKT de tumores primarios se asocié con un buen resultado en nifios con neuroblastomas (NB)
(Metelitsa y otros, 2004), un hallazgo que desde entonces se ha extendido a otros tumores malignos (Dhodapkar, 2009;
Tachibana y otros, 2005; Molling y otros, 2007). Las NKT se localizan conjuntamente con los macréfagos asociados a
tumores (TAM) en los NB primarios y, tras reconocer los glucolipidos derivados de tumores, matan especificamente estas
células de una manera dependiente de CD1d (Song y otros, 2009). Debido a que los TAM proporcionan un soporte
estromal critico para el crecimiento de células tumorales en muchos tipos de cancer, la destruccién de los TAM mediada
por células NKT explica como las NKT controlan indirectamente el crecimiento tumoral. Sin embargo, esto puede que no
sea suficiente para la erradicacion del tumor.

Inmunoterapia con CAR.GD2 + EBV-CTL. Las células T modificadas genéticamente para forzar la expresion de proteinas
quiméricas que se conocen como receptores de antigeno quimérico (CAR) pueden proporcionar un medio para combinar
las propiedades de reconocimiento especifico de los anticuerpos con la biodistribucién "activa” y la funcién efectora de las
células T (Dotti y otros, 2009). Segun las observaciones de que los CTL especificos para EBV (EBV-CTL), sobreviven
més de 10 afios después de la transferencia adoptiva (Pule y otros, 2008), existe un ensayo clinico realizado
recientemente en el que los pacientes con NB recidivante/refractario recibieron EBV-CTL y células T autélogas (ATC),
cada uno de los cuales expresa un CAR distinguible que se dirigio al antigeno GD2 expresado por los neuroblastos. Los
resultados demostraron que los EBV-CTL modificados con CAR tenian una persistencia y citotoxicidad superiores en
comparacion con las ATC modificadas con CAR (Pule y otros, 2008; Louis y otros, 2011). La infusion de CAR.GD2+ CTLs
fue segura y dio como resultado respuestas tumorales (que incluyen una remisién completa) en 4/8 de los pacientes con
enfermedad refractaria/recidivante (Pule y otros, 2008). Algunos pacientes en este estudio también recibieron mAb anti-
CD45 que agota los leucocitos como parte del condicionamiento. Una de las observaciones mas llamativas fue que las
respuestas tumorales en dos de esos pacientes que recibieron anti-CD45 se asociaron con una necrosis tumoral rapida y
extensa, que fue desproporcionada con respecto al nimero de células T infiltrantes que se observaron en la biopsia. Esta
observacion clinica sugirié que el reconocimiento especifico de las células de origen hematopoyético que soportan el
tumor podria haber contribuido a la eficacia de la inmunoterapia con CAR.GD2+ CTL para el NB. Debido a que las NKT
se localizan activamente en tumores NB y matan a los TAM mediante el uso de su especificidad TCR nativa, en las
modalidades de la presente invencién, la expresion de CAR.GD2 en las NKT terapéuticas les permite matar tanto a los
TAM como a los neuroblastos que conducen a la erradicacion del tumor.

La importancia de la coestimulacion para la funcién de las células T y NKT. En los ensayos iniciales en humanos, los
linfocitos T que expresan CAR de primera generacion mostraron una expansion limitada y una persistencia relativamente
corta (Pule y otros, 2008; Till y otros, 2008; Kershaw ay otros, 2006). Es probable que este resultado refleje la falla de las
moléculas CAR artificiales para activar completamente las células T después de la participacion del antigeno en las células
tumorales, especialmente cuando las células tumorales carecen de la expresién de las moléculas coestimuladoras (como
CDB80 y CD86) que se requieren para la activacion, el crecimiento y la supervivencia sostenidos de las células T (Zou,
2005). Para proporcionar la falta de coestimulacion en los objetivos de células tumorales y de esta manera superar las
limitaciones anteriores, varios grupos han incorporado endodominios coestimuladores, que incluyen a CD28 y CD137
(Maher y otros, 2002; Porter y otros, 2011). En un ensayo clinico que se inform6 recientemente, a los pacientes con
linfomas de células B se les infundieron simultdneamente 2 productos de células T autélogas que expresaban CAR con
la misma especificidad para el antigeno CD19. Un CAR codifico tanto el coestimulador CD28 como el {-endodomain,
mientras que el otro codifico solo el -endodomain. Las células T CAR* que contienen el endodominio CD28 mostraron
una expansion y persistencia notablemente mejoradas en comparacion con las células T CAR* que carecen de este
endodominio (Savoldo y otros, 2011). Otro ensayo clinico reciente de fase I/lla mostré que las células T modificadas
genéticamente para expresar dominios coestimuladores CD19 CAR con 4-1BB (CD137) indujeron remisiones persistentes
en pacientes con leucemia linfoide crénica resistente, incluso aquellos con enfermedad voluminosa (Porter y otros, 2011).
Existe una evidencia creciente de que la coestimulacion desempefia un papel critico en la activacion, expansion y
supervivencia de las NKT. Varios informes demostraron que las vias B7:CD28, CD40:CD40L y OX40:0X40L son
importantes para la expansion y posterior produccion de citocinas sistémicas por las células NKT (Uldrich y otros, 2005).
Las NKT también expresan OX40 y la administracion intratumoral de DC modificadas para expresar la acumulacion de
células NKT dependientes de OX40 inducidas por OX40L y la produccién de IFN-gamma en el sitio del tumor dio como
resultado una supresioén potente del crecimiento tumoral (Zaini y otros, 2007). CD137 no se expresa en las NKT inactivas,
pero se indujo rapidamente tras la activacion de TCR, y la estimulacion de CD137 mediante una activacion de las células
NKT promovida por el mAb anti-4-1BB agonista que da como resultado una produccién mejorada de citocinas por las
células NKT en respuesta a aGalCer (Vinay y otros, 2004; Kim y otros, 2008). Por lo tanto, en las modalidades de la
invencion, la expresién de CAR con endodominios coestimuladores derivados de CD28, OX40 y/o CD137 (como ejemplos)
proporciona una coestimulacién 6ptima, que conduce a una eficacia antitumoral mejorada de las NKT modificadas con
CAR.

El papel de la IL-15 en la homeostasis de las células NKT y la posible aplicacion de la inmunoterapia contra el cancer. El
microambiente tumoral puede afectar la viabilidad y funcién de las células NKT, lo que sugiere que una estrategia
inmunoterapéutica eficaz con NKT debe considerar sus requisitos homeostaticos. Los estudios en ratones han
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demostrado que el desarrollo y el mantenimiento homeostatico de células NKT dependen en gran medida de la IL-15
(Matsuda y otros, 2002). La IL-15 también estimula la proliferaciéon y mejora la supervivencia de las NKT humanas (Baev
y otros, 2004). Sin embargo, a diferencia del raton, las NKT humanas negativas a CD4 (principalmente negativas
doblemente a CD8/CD4, DN) expresan niveles mucho mas altos de IL-2Rf que el subconjunto positivo a CD4, de modo
que la IL-15 expande preferentemente las NKT DN (Baev y otros, 2004). De manera importante, las NKT DN son mas
citotoxicas que las NKT positivas a CD4, y un informe reciente demostré que solo se requieren NKT DN para las
respuestas antitumorales in vivo (Crowe y otros, 2005). La IL-15 protege a las NKT humanas de la hipoxia y la expresion
transgénica de IL-15 en las NKT transferidas de forma adoptiva, mejora fuertemente su actividad antimetastasica en un
modelo clinicamente relevante de NB en ratones NOD/SCID/IL-2Ry humanizado (nulo) (hu-NSG) (Liu y otros, 2012). Esto
indica que la expresion de la IL-15 en las NKT para fines terapéuticos apoya la expansion, persistencia y actividad
antitumoral de las NKT en pacientes con cancer. En la presente invencion, la coexpresion de la IL-15 mejora la persistencia
y la actividad antitumoral de las NKT CAR.GD2in vivo.

Expresion del gen suicida inducible Caspase-9 (iCasp-9) en células transgénicas. El uso de las NKT que expresan la IL-
15 en la transferencia clinica adoptiva puede generar preocupaciones potenciales debido a la transformacién leucémica
que se inform6 en ratones transgénicos IL-15 (Fehniger y otros, 2001; Sato y otros, 2011) y en un clon de células T
humanas (Hsu y otros, 2007). Aungue la transformacion maligna de las células T modificadas genéticamente es un evento
raro (Hsu y otros, 2007), uno puede incorporar un gen suicida que permita la eliminacién de células transgénicas tras su
activacion farmacolégica (Quintarelli y otros, 2007). La caspase-9 es un activador importante de regulacién negativa de la
apoptosis (Riedly Salvesen, 2007), y el gen iCasp-9 se ha usado como gen suicida para la terapia con células T (Quintarelli
y otros, 2007; Di y otros, 2011; Straathof y otros, 2005; Tey y otros, 2007). Brevemente, el ADNc de la caspasa-9 se
fusiona en el marco con un dominio de uniéon a FK506 humano de 12 kDa (FKBP12) que contiene una mutacion F36V, lo
que permite la dimerizacion de la caspasa-9 y la activacion de la via apoptotica después de la exposicién al analogo
FK506 AP1903. Las células T que expresan la molécula iCasp-9 se eliminan eficientemente tras la activacion
farmacoldgica del gen suicida in vitro e in vivo (Quintarelli y otros, 2007; Tey y otros, 2007). Un ensayo clinico que se
informd recientemente evalud la actividad y la seguridad del sistema iCasp-9/AP1903 mediante la introduccion del gen en
las células T del donante administradas para mejorar la reconstitucion inmunitaria en receptores de trasplantes de células
madre haploidénticas. Una dosis Unica de farmaco dimerizante, administrada a cuatro pacientes en quienes se desarrollé
la GVHD, elimind las células T modificadas y terminé la GVHD sin recurrencia (Di y otros, 2011). Puede emplearse el
mismo cambio de seguridad para controlar las NKT modificadas con genes en las modalidades de la invencion.

La presente invencién proporciona una solucién para una necesidad sentida durante mucho tiempo en la técnica para
asegurar métodos y composiciones que sean adecuados para dirigirse a las células cancerosas y a las células que
soportan el ambiente de las células cancerosas.

Breve descripcién de la invencion

La presente descripcion se dirige a métodos y composiciones asociadas con la terapia contra el cancer, que incluye la
terapia celular para el cancer. En un aspecto, se proporciona una célula T asesina natural modificada genéticamente que
comprende una construccion de expresion que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR) con un dominio de
sefializacion intracelular adecuado. Aunque el cancer puede ser de cualquier tipo, en modalidades especificas el cancer
es neuroblastoma o melanoma. En modalidades particulares de la invencién, se proporciona terapia celular para
neuroblastoma. En modalidades especificas, la terapia celular comprende terapia celular con células T asesinas naturales
(NKT). En modalidades particulares de la invencion, esta presente el reconocimiento especifico por NKT de células en un
microambiente tumoral, tal como macréfagos asociados a tumores (TAM). También se proporciona el reconocimiento
especifico por NKT de células tumorales directamente. En algunas modalidades, esta presente el reconocimiento
especifico por NKT de los TAM y las células tumorales. En modalidades especificas, estan presentes células NKT que
albergan una 0 mas construcciones de expresion que permiten que las células NKT modifiquen un microambiente tumoral
y/o las células tumorales.

En modalidades particulares de la invencién, estan presentes células NKT que albergan un receptor de antigeno quimérico
que se dirige a GD2 (4cido(2R,4R,5S,6S)-2-[3-[(2S,3S,4R,6S)-6-[(2S,3R,4R,5S,6R)-5-[(2S,3R,4R,5R,6R)-3-acetamido-
4,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-ilJoxi-2-[(2R,3S,4R,5R,6R)-4,5-dihidroxi-2-(hidroximetil)-6-[(E)-3-hidroxi-2-
(octadecanoilamino)octadec-4-enoxijoxan-3-ilJoxi-3-hidroxi-6-(hidroximetil)oxan-4-ilJoxi-3-amino-6-carboxi-4-hidroxioxan-
2-il]-2,3-dihidroxipropoxi]-5-amino-4-hidroxi-6-(1,2,3-trihidroxipropil)oxano-2-carboxilico) expresado por las células
cancerosas, Y en modalidades especificas las células cancerosas son células de neuroblastoma; en aspectos especificos,
dichas células NKT retienen la capacidad de matar los TAM y tienen especificidad por la TCR. En modalidades especificas,
las células NKT pueden expresar adicionalmente la IL-15, la IL-2, la IL-4, la IL-7, 0 una combinacion de estas, tal como a
partir de una construccion de expresion en las células. En modalidades particulares, las células NKT comprenden un
vector biftricistrénico que codifica a CAR.GD2, opcionalmente codifica a un endodominio coestimulador; que codifica a la
IL-15; y que opcionalmente comprende un cambio suicida, tal como un cambio suicida inducible.

En algunas modalidades de la invencién, existe una célula T asesina natural modificada genéticamente que comprende
un ADNCc seleccionado del grupo que consiste en un ADNc de IL-2, un ADNc de IL-4, un ADNc de IL-7, un ADNc de IL-15
0 una mezcla de estos. En modalidades especificas, el ADNc es un ADNc de IL-2 o un ADNc de IL-15, incluso de seres
humanos. En modalidades especificas, la célula abarca una construccién de expresion que comprende ademas un gen
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suicida inducible, tal como un gen suicida inducible de la caspasa-9 o el gen suicida inducible es la timidina quinasa (sr39
TK). En una modalidad especifica, la célula comprende ademas una etiqueta CD34.

También se proporciona un método para tratar un cancer que comprende administrar una cantidad con eficacia terapéutica
de células NKT de la invencién a un sujeto que lo necesite. En los métodos, la célula NKT puede comprender un gen
suicida inducible. En modalidades especificas del método, este comprende ademas la etapa de inducir la eliminacién de
la célula T asesina natural administrada mediante la activacién del gen suicida inducible. En modalidades especificas, el
gen suicida inducible es el gen suicida inducible de la caspasa-9. El método puede comprender ademas administrar
AP20187, AP1903, o una mezcla de estos al sujeto para activar el gen suicida inducible de la caspasa-9. En algunos
casos, el gen suicida inducible es la timidina quinasa (sr39 TK) y el método comprende ademas administrar ganciclovir al
sujeto para activar la timidina quinasa.

En algunas modalidades del método, el individuo necesita tratamiento para el cancer y en modalidades especificas el
cancer es un tumor; en casos particulares, el microambiente tumoral es hipéxico, tal como que comprende menos del 15
% de Oz, menos del 10 % de Oz, menos del 5 % de Oz, menos del 4 % de Oz, menos del 3 % de Oz, menos del 2 % de
02, o menos del 1 % de Oo.

En modalidades especificas, el cancer a tratar se selecciona del grupo que consiste en neuroblastoma, cancer de mama,
cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de endometrio, melanoma, cancer de vejiga, cancer de pulmén, cancer
de péancreas, cancer de colon, cancer de préstata, tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia, leucemia
linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, linfoma de células B, linfoma de Burkitt, mieloma multiple, linfoma de
Hodgkin, linfoma no Hodgkin, leucemia mieloide, leucemia mielégena aguda (AML), leucemia mielégena crénica, cancer
de tiroides, cancer folicular de tiroides, sindrome mielodisplasico (MDS), tumores de origen mesenquimatoso,
fibrosarcoma, rabdomiosarcomas, melanoma, melanoma uveal, teratocarcinoma, neuroblastoma, glioma, glioblastoma,
tumor benigno de la piel, cancer renal, linfoma anaplasico de células grandes, carcinoma esofagico de células escamosas,
carcinoma hepatocelular, carcinoma folicular de células dendriticas, cancer intestinal, cAncer muscular invasivo, tumor de
la vesicula seminal, carcinoma epidérmico, cancer de bazo, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de
estdbmago, cancer de higado, cancer de huesos, cancer cerebral, cancer de la retina, cancer biliar, cancer de intestino
delgado, cancer de glandulas salivales, cancer de Utero, cancer de testiculos, cancer de tejido conectivo, hipertrofia
prostatica, mielodisplasia, macroglobinemia de Waldenstrom, céncer nasofaringeo neuroendocrino, sindrome
mielodisplasico, mesotelioma, angiosarcoma, sarcoma de Kaposi, carcinoide esofagogéstrico, cancer de las trompas de
Falopio, cancer peritoneal, tumor seroso papilar tipo mulleriano, ascitis maligna, tumor estromal gastrointestinal (GIST) y
un sindrome de cancer hereditario seleccionado del sindrome de Li-Fraumeni y el sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL).

En métodos particulares de la invencion, la célula T asesina natural se deriva de células del sujeto a tratar, aunque la
célula puede provenir de otro individuo. En algunos casos de la invencién, la administracion de las células es sistémica, y
la administracion puede ser parenteral en algunos casos. En modalidades particulares, la célula T asesina natural se
administra localmente al tumor. En algunas modalidades de los métodos, comprenden ademas administrar terapias
adicionales contra el cancer al sujeto.

El diagnéstico de neuroblastoma puede ocurrir por medios estandar, como la identificacion de un bulto o masa inusual,
por ejemplo en el abdomen del nifio, lo que hace que se hinche. El diagnostico también puede incluir uno o mas de los
andlisis de catecolaminas en la sangre u orina, pruebas de imagenes, tomografias computarizadas, tomografias PET y/o
biopsias, como la aspiracion y la biopsia de médula 6sea.

En algunas modalidades, existe una célula T asesina natural modificada genéticamente que comprende una construccion
de expresion que codifica a la IL-2, la IL-4, la IL-7, la IL-15, o una combinacidn de estas. En modalidades especificas, la
construccion codifica a la IL-2 o la IL-15. En ciertas modalidades, la construccién codifica a la IL-15, que incluye la IL-15
humana, por ejemplo. En casos particulares, la construccion de expresién comprende o es un vector, tal como un vector
retroviral, un vector lentiviral, un vector adenoviral, un vector viral adenoasociado o un plasmido.

En algunas modalidades, la célula NKT comprende una construccion de expresion que codifica a un receptor de antigeno
quimérico (CAR) que se dirige a GD2. En modalidades especificas, el CAR comprende endodominios coestimuladores
seleccionados del grupo que consiste en CD28, CD137, OX40, CD40, o una combinacion de estos. En modalidades
particulares, la construccion de expresién que codifica a la IL-2, la IL-4, la IL-7, la IL-15, 0 una combinacion de estas y la
construccion de expresion que codifica a un CAR que se dirige a GD2 son la misma construccién. En modalidades
especificas, la expresion de la IL-2, la IL-4, la IL-7, la IL-15, 0 una combinacion de estas y la expresion de CAR se regulan
por la(s) misma(s) secuencia(s) reguladora(s). La construccion de expresion comprende un gen suicida inducible, en
casos particulares, tal como un gen suicida inducible de la caspasa-9 o donde el gen suicida inducible es timidina quinasa
(sr39 TK). En casos especificos, de la célula, la célula NKT comprende una etiqueta CD34.

La descripciéon proporciona un método para tratar un cancer que comprende administrar una cantidad con eficacia
terapéutica de una célula NKT modificada genéticamente a un sujeto que lo necesita. En modalidades especificas, la
célula T asesina natural comprende un gen suicida inducible. En algunas modalidades, el método comprende ademas la
etapa de inducir la eliminacién de la célula T asesina natural administrada mediante la activacion del gen suicida inducible.
En algunos casos, el gen suicida inducible es el gen suicida inducible de la caspasa-9 y el método comprende ademas
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administrar AP20187, AP1903, o una mezcla de estos al sujeto para activar el gen suicida inducible de la caspasa-9. En
algunos casos, el gen suicida inducible es la timidina quinasa (sr39 TK) y el método comprende ademas administrar
ganciclovir al sujeto para activar la timidina quinasa. En algunos casos de métodos de la invencién, la célula NKT
comprende una etiqueta CD34.

En algunos métodos de la invencién, el cancer es un tumor y, en aspectos particulares, el microambiente tumoral es
hipoxico. En ciertos casos, el microambiente tumoral comprende menos del 15 % de Oz, menos del 10 % de Oz, menos
del 5 % de Oz, menos del 4 % de Oz, menos del 3 % de Oz, menos del 2 % de Oz, 0 menos del 1 % de O.. En modalidades
especificas, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de mama, cancer de cuello uterino, cancer de
ovario, cancer de endometrio, melanoma, cancer de vejiga, cancer de pulmén, cancer de pancreas, cancer de colon,
cancer de prdéstata, tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica
cronica, linfoma de células B, linfoma de Burkitt, mieloma multiple, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, leucemia
mieloide, leucemia miel6gena aguda (AML), leucemia mielégena crénica, cancer de tiroides, cancer folicular de tiroides,
sindrome mielodisplasico (MDS), tumores de origen mesenguimatoso, fibrosarcoma, rabdomiosarcomas, melanoma,
melanoma uveal, teratocarcinoma, neuroblastoma, glioma, glioblastoma, tumor benigno de la piel, cancer renal, linfoma
anaplasico de células grandes, carcinoma esofagico de células escamosas, carcinoma hepatocelular, carcinoma folicular
de células dendriticas, cancer intestinal, cancer muscular invasivo, tumor de la vesicula seminal, carcinoma epidérmico,
cancer de bazo, cancer de vejiga, cancer de cabeza y cuello, cancer de estbmago, cancer de higado, cancer de huesos,
cancer de cerebro, cancer de la retina, cancer biliar, cancer de intestino delgado, cancer de las glandulas salivales, cancer
de utero, cancer de los testiculos, cancer de conectivo tejido, hipertrofia prostatica, mielodisplasia, macroglobinemia de
Waldenstrom, cadncer nasofaringeo neuroendocrino, sindrome mielodisplasico, mesotelioma, angiosarcoma, sarcoma de
Kaposi, carcinoide esofagogéstrico, cancer de las trompas de Falopio, cancer peritoneal, tumor seroso papilar tipo
mulleriano, ascitis maligna, tumor estromal gastrointestinal (GIST) y un sindrome de cancer hereditario seleccionado del
sindrome de Li-Fraumeni y el sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL). En modalidades particulares, el cancer es un
neuroblastoma. En algunos casos, la IL-15 es la IL-15 humana. Las células NKT pueden derivarse de células del sujeto o
de otro individuo. La administracion de las células puede ser sistémica o parenteral. En ciertos casos, la célula T asesina
natural se administra localmente al tumor. En algunos casos, el método comprende ademas la administracién de una o
mas terapias adicionales contra el cdncer a un sujeto.

Lo anterior destaca ampliamente las caracteristicas y ventajas técnicas de la presente invencion para que la descripcion
detallada de la invencion que sigue pueda entenderse mejor. Se describiran particularidades adicionales y ventajas de la
invencion las cuales conforman el objeto de las reivindicaciones de la invencién. Se debe apreciar para aquellos con
experiencia en la materia que la concepcion y las modalidades especificas descritas pueden utilizarse facilmente como
una base para modificar o disefiar otras estructuras para llevar a cabo los mismos propésitos de la presente invencion.
Resulta evidente ademas para aquellos con experiencia en la materia que tales construcciones equivalentes no se apartan
del espiritu y alcance de la invencion como se expone en las reivindicaciones anexadas. Las caracteristicas novedosas
gue se consideran caracteristicas de la invencion, tanto en cuanto a su organizacion como a su método de operacion,
junto con otros objetos y ventajas se entenderan mejor a partir de la siguiente descripcion. Se debe entender
expresamente, sin embargo, que las descripciones se proporcionan con el propésito de ilustrar y describir solamente y no
se pretenden como una definicién de los limites de la invencion.

Descripcion de las figuras

Figura 1: El contacto con las células NB y la hipoxia inducen sinérgicamente CCL20 en monocitos humanos. (A) Los
monocitos primarios se cultivaron conjuntamente con células CHLA-255 NB (relacién 1: 1) durante 48 horas en
condiciones normoxicas (20 % de O2) o hipoxicas (1 % de Oz y los sobrenadantes se colocaron en camaras inferiores de
placas de camaras dobles con membranas de poros de 5 uM con o sin adicion de los anticuerpos neutralizantes indicados
0 su control de isotipo. Las NKT se colocaron en las camaras superiores y se les permitido migrar durante 3 h. La tasa de
migracion de las células NKT se cuantificé por FACS. Los resultados son Media + SD de 3 experimentos por triplicado,
**P<0,01, ** P<0,001, ANOVA unidireccional. (B) Los monocitos se cultivaron conjuntamente con o sin células CHLA-
255 NB durante 36 horas en condiciones normoxicas o hipoéxicas, seguido de aislamiento de ARNm y analisis por PCR
cuantitativa en tiempo real de 11 genes de quimiocinas que se conoce que atraen NKT humanas. Los datos son de un
representante de 3 experimentos por triplicado. (C) Los monocitos se cultivaron solos o con células CHLA-255 NB en
condiciones hipdxicas o normoéxicas durante 48 h. La concentracion de CCL20 se cuantifico en los sobrenadantes a partir
de las condiciones indicadas mediante el uso dellSA. (D) Las células se cultivaron como en C y se analizaron para la
acumulacion intracelular de CCL20 en monocitos CD14*y células NB CD14nesaivas | as regiones se establecieron
mediante el uso de controles de isotipo correspondientes. (E). Los leucocitos infiltrantes de tumor se aislaron de una
suspension celular de NB primario recientemente resecado mediante una centrifugacion en gradiente y se cultivaron con
GolgiStop™ durante 4 horas seguido de FACS. Después de activar los eventos CD45 +, se examino la acumulacion de
CCL20 en TAM CD14" (grafico inferior) y en comparacion con el control de isotipo correspondiente (grafico superior). Los
datos son de un representante de tres experimentos.

Figura 2: Se requiere CCL20 para la migracién de células NKT hacia el cultivo hipéxico de NB/monocitos y tumores NB
en ratones hu-NSG. (A) Los monocitos se cultivaron conjuntamente con las células CHLA-255 NB durante 48 horas en
condiciones normoxicas o hipdxicas, seguido del andlisis de la migracion de células NKT in vitro con o sin anticuerpos
neutralizantes indicados o su control de isotipo como en la Figura 1A. Los resultados son Media + SD de 3 experimentos
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por triplicado, P<0,001, ANOVA unidireccional. (B) Se establecieron xenoinjertos de las células CHLA255/luc bajo la
capsula renal de ratones huNSG seguido de transferencia i/'v de NKT humanos expandidos ex vivo (5 X 107 por ratén) o
PBS (control). Justo antes de la transferencia de las células NKT, los ratones recibieron inyecciones i/p de los anticuerpos
neutralizantes indicados o su control de isotipo. Los leucocitos infiltrantes de tumor se analizaron por FACS en el dia 3
después de la transferencia de células NKT. Después de activar las células hCD45*, se identificaron las NKT como
eventos CD3*Va24-Jal8"*. Los datos son de un representante de cinco ratones por grupo. (C) Los graficos de barras
representan valores de M + SD de la frecuencia de células NKT infiltrantes de tumores del experimento descrito en B.
**p<0,01, ***P<0,001, ANOVA unidireccional.

Figura 3: Los mbTNFa en células NB induce la activacion de NF-kB en monocitos. (A) Las células NB cultivadas se
suspendieron mediante el uso de EDTA al 2 % sin tripsina y se analizaron mediante FACS para la expresion de la
superficie celular de mbTNFa en dos lineas de células NB representativas (teflido: control de isotipo, abierto: anti-
mbTNFa). (B) Las suspensiones celulares de tumores primarios de NB recién resecados se tifieron para los marcadores
de superficie indicados. La expresion de mbTNFa en la célula NB (derecha) se analiz6 después de la activacion en eventos
CD563CD45"e9ative (izquierda). (C) Las células NB se incubaron previamente con 50 ng/ml de anti TNFa humano (Clone
1825, sistema R&D) o mAb de control de isotipo durante 1 hora antes de la adiciébn de monocitos. Se usaron NB y
monocitos solos como controles. La concentracion de CCL20 en el sobrenadante del cultivo se determind mediante ELISA
después de 36 horas. Los resultados son Media + SD de 3 experimentos por triplicado, ***P<0,001, ANOVA unidireccional
(D). Los monacitos se cultivaron solos en placas no adherentes o en la parte superior de la monocapa de células NB y
con la adicion (cuando se indicd) de mAb anti-TNFa o control de isotipo en normoxia o hipoxia durante 16 horas seguido
de desprendimiento de monocitos y Western blot para plkBa mediante el uso de B-actina como control de carga. (E) El
experimento se prepardé como en 0 seguido de la tincion intracelular para IkBa o (F) fosfop65 en monocitos después de
activar las células NB como eventos CD562%. (G) Cinética de la expresién de fosfo-p65 en monacitos tras el cocultivo con
células NB en condiciones normoxicas e hipdxicas. Los datos son de un representante de tres experimentos.

Figura 4: La viabilidad y la funcion de las células NKT se inhiben por la hipoxia y se protege por las citocinas. (A) Las NKT
en reposo se cultivaron bajo hipoxia o normoxia en ausencia de las citocinas indicadas a 200 U/ml durante 24 horas. La
viabilidad celular se evalu6 por la tinciéon de azul tripano. B. Las NKT se cultivaron durante 24 horas como en A seguido
de la estimulacion con TCR con 6B11 mAb. La liberacidn de citocinas se cuantificdé mediante el ensayo CBAPlex a partir
de sobrenadantes de 24 horas. La cantidad de citocinas se normalizé por el por ciento de células viables en las condiciones
correspondientes. Los resultados son Media + SD de 3 experimentos por triplicado, **P<0,01, ***P<0,001, ANOVA
unidireccional.

Figura 5. La expresion transgénica de la IL-15 en las NKT las protege de la hipoxia. (A) El esquema de la construccion
retroviral usada para transducir NKT. Las NKT proliferantes se transdujeron con el vector retroviral que contenia la IL-15
y las células transducidas se identificaron por FACS mediante el uso de ACD34 tag. (B) Las células NKT y NKT/IL15 se
marcaron con CFSE y se estimularon con TCR con OKT3 mAb en ausencia o presencia de células NB (relacion 1:1) en
normoxia o hipoxia (1 millén de células/pocillo). El por ciento de células proliferadas (pérdida de la expresion de CFSE)
se cuantificd por FACS después de 5 dias de cultivo con la IL-2 (50 U/ml). Los datos son de un representante de cuatro
experimentos con NKT de cuatro donantes. (C) El numero absoluto de NKT viables se cuantificé después de un cultivo
de 5 dias mediante el uso de un hemocitometro y de la tincién con azul de tripano. Se muestran las medias + SD de
células por condicién de cuatro experimentos, **P<0,01, ***P<0,001.

Figura 6. Las NKT transducidas con la IL-15 tienen una actividad antitumoral potente en un modelo de NB metastésico en
ratones hu-NSG. Los ratones NSG se irradiaron subletalmente y se transplantaron con células madre positivas a CD34
de sangre del cordén umbilical humano (hu-NSG) o se usaron como control (NSG). Tres meses después de la
transferencia de las células madre, los ratones recibieron una inyeccion i/v de células solas CHLA-255/luc NB 106 o
seguidas de células NKT o NKT/IL-15 107. El crecimiento tumoral metastasico se monitore6 semanalmente mediante
imagenes BL. (A) Imagenes BL representativas de ratones en cada grupo en los intervalos de tiempo indicados después
de la inyeccion de células tumorales. (B) Valores de M + SD de uno de dos experimentos con 5 ratones por grupo.
***P<0,001. (C) Los ratones se pretrataron con bloqueo anti-CD1d o mAb de control de isotipo antes de la transferencia
de células NKT/IL15. Valores de M + SD en la semana 5 de uno de dos experimentos con 5 ratones por grupo. *P<0,05,
***P<0,001.

Figura 7: El contacto con las células NB y la hipoxia inducen sinérgicamente CCL20 en monocitos humanos. (A) Los
monocitos de donor-3 se cultivaron conjuntamente con células CHLA-255 NB en condiciones normdxicas o hipoxicas. Los
sobrenadantes se recogieron en los puntos de tiempo indicados y la concentracion de CCL20 se midié por ELISA. (B) Los
monocitos de donor-11y las células NB se cultivaron solos o cocultivados en los mismos pocillos o en camaras Transwell,
separados por una membrana de 0,4 pum durante 36 horas. La concentracién de CCL20 se midi6 por ELISA. Los datos
son de un representante de tres experimentos. (C) Los monocitos y las células NB se cultivaron solos o se cocultivaron
en los mismos pocillos 0 en camaras Transwell, separados por una membrana de 0,4 um durante 36 h. La concentracion
de CCL20 se midi6é por ELISA. Los datos son de un representante de tres experimentos.

Figura 8: Expresion CCR6 en células NKT. Las células NKT primarias de PBMC recién aisladas de dos individuos (PBMC-
1y -2)ylas células NKT (linea NKT) expandidas ex vivo se identificaron mediante FACS como eventos positivos a CD3,
negativos a Va24 y positivos a Ja18 (panel izquierdo) y se analizaron para la expresion de CD4 y CCR6 (panel derecho).
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Figura 9: Modelo de neuroblastoma en ratones hu-NSG. (A) Los ratones NSG de seis semanas de edad se irradiaron
subletalmente y se transplantaron con células madre hematopoyéticas positivas a CD34 de sangre de cordon umbilical
humano (SCT). Los monocitos humanos y las células B aparecieron en la sangre periférica a los 2 meses y las células T
a los 3 meses después del SCT. Se inyectaron células NB debajo de la capsula renal o por via intravenosa (modelo
metastéasico) a los 3,5 meses después del SCT. La transferencia adoptiva de células NKT se realizé a diferentes intervalos
después de la inyeccion de células tumorales en dependencia de la configuracion experimental. (B) Después de dos
rondas de seleccién positiva, las preparaciones de células madre de sangre de corddn tenian > 95 % de células madre
positivas a CD34 y <0,1 % de células T positivas a CD3. (C) Los graficos representativos demuestran una reconstitucion
tipica de monocitos, linfocitos T y B en sangre periférica de ratones hu-NSG en el momento de la inyeccion de células NB.
(D) Tincién de IF de injerto de NB con mAb anti CD45 humano (rojo), aumento 20 X. (E) Andlisis FACS de células viables
en suspension tumoral para CD45 y CD14 humanos. (F) Las células monociticas positivas a CD14 se analizaron para
determinar el nivel de expresion de HLA-DR en sangre periférica (izquierda) y en injertos de tumor NB de los mismos
animales. Se muestra un representante de cinco ratones. (G) La expresion de HLA-DR (abajo) se analizé en los TAM de
tumor primario de NB humano después de la activacién en células positivas a CD45, CD33 y CD14 (arriba). Se muestra
un representante de tres tumores primarios.

Figura 10. Modelo de neuroblastoma en ratones hu-NSG. (A) Los ratones NSG de seis semanas de edad se irradiaron
subletalmente y se transplantaron con células madre hematopoyéticas positivas a CD34 de sangre de cordén umbilical
humano (SCT). Los monocitos humanos y las células B aparecieron en la sangre periférica a los 2 meses y las células T
a los 3 meses después del SCT. Las células CHLA-255/luc NB se inyectaron debajo de la cdpsula renal (modelo
ortotdpico) o por via intravenosa (modelo metastasico) a los 3,5 meses después del SCT. La transferencia adoptiva de
células NKT se realizd a diferentes intervalos después de la inyeccion de células tumorales en dependencia de la
configuracién experimental. (B) El crecimiento tumoral metastésico de las células CHLA-255/luc se compar6 en ratones
hu-NSG frente a ratones NSG. Los datos de imagenes BL semanales son de representantes de 5 ratones por grupo (C).
Los gréficos representativos demuestran una reconstitucion tipica de monocitos, linfocitos T y B en sangre periférica de
ratones hu-NSG en el momento de la inyeccion de células NB. (D) Tincion de IF de injerto de NB con mAb anti CD45
humano (rojo), aumento 20 X. (E) Andlisis por FACS de células viables en suspension tumoral para CD45 y CD14 (TAM)
humanos. (F). Las NKT humanas expandidas ex vivo (5 X 107 por ratén) o PBS (control) se inyectaron i/v a ratones hu-
NSG con injertos ortotdpicos de NB establecidos durante 3 semanas. Los leucocitos infiltrantes de tumor se analizaron
por FACS en el dia 3 después de la transferencia de células NKT. Después de activar las células hCD45", se identificaron
las NKT como eventos CD3*Va24-Jal8*. Los datos son de un representante de cinco ratones por grupo.

Figura 11. Expresion de GD2.CAR funcionales en las NKT. (A) Representacion esquematica de los CAR que incorporan
porciones coestimuladoras. (B) Expresion tipica de una de las construcciones de CAR (14g2a.CD28.0X40.zeta) en NKT
expansivas ex vivo en los dias 7 y 21 después de la transduccion retroviral como se detecté mediante el uso de un
anticuerpo anti-idiotipo especifico 1A7°. (C) Citotoxicidad in vitro de CAR.GD2 NKT y células T del mismo individuo contra
las células CHLA-255 NB positivas a GD2 en el ensayo de liberacion de Cr®'de 4 horas. (D) Citotoxicidad in vitro de
CAR.GD2 y NKT parentales contra células J32 positivas a CD1d en el ensayo de liberacién de Cr°lde 4 horas. Se muestran
los representantes de tres experimentos independientes.

Figura 12. La activacién farmacoldgica del gen suicida iCasp-9 elimina eficazmente las células T modificadas
genéticamente en pacientes con leucemia. (A) Analisis de FACS para células T transducidas con iCasp9 de cinco
pacientes que reciben terapia celular después del trasplante de células madre haploidénticas HLA para la leucemia
recidivante. Los pacientes 1, 2, 4 y 5 con injerto de alto nivel desarrollaron GvHD en piel/higado y recibieron una dosis
Unica del farmaco dimerizante AP1903. (B) Copias del transgén iCasp9 por pg de ADN de células mononucleares de
sangre periférica, evaluadas por amplificacion mediante PCR cuantitativo en tiempo real, para cada paciente en los puntos
de tiempo correspondientes a los del panel B, antes y después de la infusién de AP1903.

Figura 13. Construccion del vector retroviral tricistrénico que expresa iCasp9/CAR.GD2/IL-15. Los genes que se indican
se unieron mediante el uso de péptidos de secuencia 2A derivados del virus de la fiebre aftosa, y se clonaron en el vector
retroviral SFG para generar el CAR.GD2 coexpresado con la IL-15 y el gen suicida inducible de caspasa-9
(iCasp9/CAR.GD2-CD28/IL-15) en un vector retroviral.

La Figura 14 muestra la generacién y expansion efectiva de CAR.GD2 NKT.

La Figura 15 muestra que las NKT CAR.GD2 estan dotadas de doble especificidad frente a los objetivos positivos a GD2
y a CD1d.

La Figura 16 demuestra los endodominios coestimuladores en las construcciones CAR.GD2 que afectan el perfil de
citocinas de células NKT.

La Figura 17 muestra los endodominios coestimuladores en las construcciones CAR.GD2 que afectan las vias de
sefializacion Thly Th2 en las NKT.

La Figura 18 muestra la eficacia terapéutica de CAR.GD2 NKT contra las metastasis de NB en ratones hu-NSG.
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La Figura 19 muestra la expresion intracelular de TNFa en lineas celulares de NB. Las células cultivadas de las lineas
celulares de NB humanas que se indican se fijaron y se permeabilizaron seguido de la tincion intracelular con los mAb
anti-TNFa conjugados con PE (transparente) o control de isotipo (gris). Se muestran los graficos representativos de FACS
de uno de los tres experimentos independientes.

La Figura 20 muestra el efecto diferencial de la IL-15 sobre la apoptosis de células NKT en normoxia e hipoxia. (A) Las
NKT se expandieron a partir de PBMC mediante el uso de la estimulaciéon con aGalCer e IL-2 durante 7 dias, después se
lavaron y se cultivaron en ausencia o presencia de células NB (relacién 1:1) en normoxia o hipoxia, con o sin IL-15 a 10
ng/ml durante 24 horas seguido de la tincién para anexina-V y 7-AAD. Se muestran los graficos representativos de FACS
de uno de los cuatro experimentos independientes. (B) Media + SD de 4 experimentos, **P<0,01, **P<0,001.

Descripcion detallada de la invencion
I. Definiciones

De acuerdo con la convencion de derecho de patentes de larga data, las palabras "un" y "uno" cuando se usan en la
presente descripcion junto con la palabra que comprende, que incluye las reivindicaciones, denotan "uno o mas". Algunas
modalidades de la invencion pueden consistir en o consistir esencialmente en uno o mas elementos, etapas del método
y/o métodos de la invencion. Se contempla que cualquier método o composicion que se describe en la presente
descripcién puede implementarse con respecto a cualquier otro método o composicién descrito en la presente descripcion.

El término "cantidad con eficacia terapéutica”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a la cantidad que, cuando
se administra a un sujeto o paciente para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento para la
enfermedad, que incluye mejorar al menos un sintoma de la enfermedad.

Il. Ciertas modalidades de la invencion

Las células T asesinas naturales (NKT) infiltrantes de tumores se asocian con buenos resultados en diversos tipos de
cancer. Sin embargo, los mecanismos por los cuales las NKT interactian con los microambientes tumorales han
permanecido enigmaticos, lo que impide el disefio racional de las inmunoterapias que se basan en las NKT. Las NKT se
localizan conjuntamente con macréfagos asociados a tumores en una respuesta innata a la hipoxia inducida por tumores
que se identificd recientemente. La descripcion proporciona la modificacion genética de las NKT. En modalidades
especificas, las NKT se modifican genéticamente para mejorar su crecimiento bajo condiciones hipdxicas y facilitar su
actividad antitumoral.

La hipoxia es una caracteristica fundamental de los tumores malignos, como el neuroblastoma, que reduce la efectividad
de los agentes terapéuticos convencionales. Los inventores han identificado una respuesta inmunitaria innata novedosa
a la hipoxia inducida por tumores, y en las modalidades de la invencion existe una manipulacion de las células efectoras
de esta respuesta para proporcionar inmunoterapia contra el cancer. La invencion proporciona informacion critica sobre
los mecanismos por los cuales los linfocitos NKT se infiltran en los tumores e interactian con el microambiente tumoral
hipéxico. Puede aplicarse tecnologia innovadora de modificacion genética celular para modificar selectivamente tejidos
hipéxicos dentro del neuroblastoma (por ejemplo) para inmunoterapia con las NKT. Estas células modificadas
genéticamente pueden combinarse con otras formas de inmunoterapia, como las células T especificas de tumores, por
ejemplo. La terapia con células NKT dirigidas a la hipoxia se aplica ampliamente en diversos tipos de cancer en nifios y
adultos.

Por lo tanto, en base a la experiencia con 1) NKT humanas, 2) construcciones de fusion con un dominio de degradacion
dependiente de oxigeno, y 3) receptores de antigeno quimérico (CAR) para la terapia con células T, puede 1) descubrirse
el mecanismo de localizacion de células NKT a los tumores hipéxicos; 2) modificar genéticamente las NKT, por ejemplo,
para expresar ciertos compuestos de una manera dependiente del oxigeno para mejorar su supervivencia y actividad
antitumoral; y 3) evaluar la inmunoterapia combinada con las células NKT y CAR-T especificas de tumores.

Las modalidades de la presente invencién abarcan el reconocimiento especifico del microambiente tumoral y/o el
reconocimiento especifico de las células tumorales por las células NKT. Las células NKT se modifican genéticamente
para abarcar un receptor de antigeno quimérico, y en algunas modalidades, las células NKT se modifican genéticamente
para expresar la IL-15, la IL-2, la IL-4 y/o la IL-7.

En las modalidades de la invencion, existe una inmunoterapia eficaz contra el cancer que usa las NKT de acuerdo con la
presente descripcion que aumenta su capacidad de atacar las células tumorales y atacar los tejidos que soportan su
crecimiento. Las NKT se localizan en el sitio del tumor en pacientes con neuroblastoma, por ejemplo, y atacan a las células
no malignas que se denominan macréfagos asociados al tumor, que proporcionan un soporte critico para la supervivencia
y el crecimiento de las células tumorales. Para funcionar bien, las NKT deben sobrevivir en el ambiente hostil; tras la
modificacién genética con un factor de supervivencia como la IL-15 y/o con una molécula dirigida al cancer que se
denomina CAR.GD2, las NKT sobreviviran en el sitio del tumor y tendran eficacia antitumoral tras matar el cancer
directamente y alterar el ambiente de soporte. Como prueba de principio, las NKT de pacientes con neuroblastoma se
modificaron genéticamente para que pudieran producir la IL-15 y tener en su superficie nuevos componentes (CAR.GD2)
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gue pudieran reconocer directamente las células tumorales. El uso antitumoral de estas NKT modificadas genéticamente
se caracteriza mediante el uso de sistemas experimentales in vitro e in vivo. Pueden utilizarse las NKT modificadas
genéticamente en pacientes con neuroblastoma.

La presente descripcion incluye NKT humanas modificadas genéticamente y estrategia inmunoterapéutica novedosa para
emplearlas. En modalidades especificas, las NKT dirigidas a los TAM se habilitan con una especificidad adicional contra
los neuroblastos mediante el uso de CAR.GD2, que en si mismo ha demostrado ser eficaz en pacientes con NB recurrente
cuando se expresa en células T citotéxicas. La expresion de la IL-15 en las NKT facilita la supervivencia y la actividad
antitumoral de las células NKT en pacientes con cancer. Ademas, en algunas modalidades existe un cambio suicida en
vectores en las NKT para garantizar la seguridad del uso clinico posterior de las NKT modificadas genéticamente. Puede
utilizarse un modelo Unico de NB en ratones humanizados que permita la evaluacién de la localizacién tumoral de NKT
humanas y su interaccion no solo con células NB humanas sino también con TAM humanos en los tejidos tumorales. La
construccion CAR.GD2 seleccionada puede prepararse como material de grado clinico, en ciertos aspectos. Debido a su
capacidad inherente para modificar el estroma de soporte tumoral, los CAR de las NKT en algunas modalidades son mas
efectivos que los CAR de las células T en muchas neoplasias malignas en adultos y nifios. Por lo tanto, una plataforma
terapéutica que se basa en células NKT permite un efecto importante en la terapia de las células cancerosas.

En la presente descripcion, se proporciona una inmunoterapia eficaz contra el cancer mediante el uso de propiedades
naturales y de modificacion genética de las células T asesinas naturales (NKT) reactivas a CD1d invariantes de Va24 para
modificar tanto las células estromales que soportan el tumor como las propias células tumorales. Las NKT infiltrantes de
tumores se asocian con buenos resultados en diversos tipos de cancer. Hallazgos recientes sugieren que, en lugar de
modificar directamente a las células tumorales, las NKT se dirigen a los macrofagos asociados a tumores (TAM) positivos
a CD1d, que proporcionan un soporte estromal esencial para las células tumorales. Las NKT son atraidas e inhibidas por
los TAM hipoxicos en el neuroblastoma (NB) y su actividad antimetastasica puede rescatarse mediante la expresion
transgénica de la IL-15. Sin embargo, ademéas de modificar el estroma de soporte tumoral, la terapia curativa también
puede requerir un ataque directo y especifico contra las células tumorales. Por lo tanto, en las modalidades de la invencién
estan presentes NKT humanas transducidas con un receptor de antigeno quimérico (CAR) que se dirige al antigeno GD2
expresado por los neuroblastos (CAR.GD2) y representa un objetivo terapéutico clinicamente validado en el NB. La
expresion transgénica de CAR.GD2 hace que las NKT sean altamente citotdxicas contra los neuroblastos, al tiempo que
conservan la especificidad de TCR nativa y la capacidad de matar los TAM. En base a los éxitos clinicos recientes con
los CAR de las células T, se generaron nuevas construcciones de CAR.GD2 que codifican a los endodominios
coestimuladores (CD28, OX40 o CD137) con o sin IL-15. Para garantizar la seguridad y la aplicabilidad clinica de la
modificacién genética, las modalidades de la invencién abarcan la expresion transgénica de CAR.GD2 e IL-15 con la
expresion de la caspasa-9 inducible ilustrativa, que forma un cambio suicida. Por lo tanto, las modalidades de la invencién
incluyen un vector biftricistronico que codifica a CAR.GD2 que contiene un endodominio coestimulador y/o la IL-15
acoplada con el cambio suicida inducible, ya que dichas NKT muestran una supervivencia y funciones efectoras
antitumorales mejoradas de forma segura dentro del ambiente tumoral del NB. También se incluyen en la descripcion los
modelos de NB ortotdpico y metastasico en ratones humanizados que permiten la evaluacion in vivo de la actividad dual
especifica de las células NKT contra injertos de NB humanos que contienen TAM humanos.

Ill. Modalidades de receptores quiméricos de la invencién y sus usos

En algunas modalidades, las células NKT se modifican genéticamente para comprender una construccion de expresion
que codifica a la IL-15, la IL-2, la IL-4 y/o la IL-7 y ademé&s comprenden un receptor de antigeno quimérico.

En modalidades de la invencién, se utiliza un receptor de antigeno quimérico (CAR) que es una fusion modificada
genéticamente de fragmentos variables de cadena Unica (scFv), derivados de anticuerpos monoclonales, que se fusionan
con el dominio transmembrana CD3-zeta (por ejemplo) y endodominio(s) intracelular(es). En modalidades de la invencion,
estan presentes receptores quiméricos que se dirigen a GD2. En casos especificos, estan presentes construcciones de
expresion que codifican dichos receptores quiméricos. En algunas modalidades, las construcciones de expresion estan
presentes en una célula NKT.

En modalidades especificas, las moléculas CAR dan como resultado la transmision de una sefal zeta en respuesta al
reconocimiento por parte del scFv de su objetivo. Un ejemplo de dicho objetivo es el disialogangliésido GD2, por ejemplo.
Las células NKT pueden transducirse con una construccion de expresién que codifica el CAR, y dicha transduccion puede
ser una transduccion de vector oncoretroviral, por ejemplo. El uso de la célula NKT permite reconocer y matar células
objetivo que expresan GD2 (por ejemplo, células de neuroblastoma).

Aunque en modalidades particulares se emplea cualquier dominio intracelular adecuado en los receptores quiméricos de
la invencion, en modalidades especificas este es parte o la totalidad de la cadena zeta de CD3. En modalidades
especificas, los dominios intracelulares de sefializacion del receptor son los del complejo receptor de antigeno de las
células T, como la cadena zeta de CD3, también los dominios de sefializacion coestimuladora Rl Fcy, CD28, DAP10,
CD2, solos o en una serie con CD3 zeta, por ejemplo. En modalidades especificas, el dominio intracelular (que puede
denominarse dominio citoplasmatico) comprende parte o la totalidad de una o mas cadenas TCR Zeta, CD28,
OX40/CD134, 4-1BB/CD137, FceRly, ICOS/CD278, ILRB/CD122, IL-2RG/CD132 y CD40. Pueden emplearse uno o
multiples dominios citoplasmaticos, ya que los denominados CAR de tercera generacion tienen al menos 2 o 3 dominios
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de sefalizacion fusionados para un efecto aditivo o sinérgico, por ejemplo.

Puede producirse un inmunorreceptor por cualquier medio que se conoce en la técnica, aunque preferentemente se
produce mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. Una secuencia de acido nucleico que codifica las diversas
regiones del receptor quimérico puede prepararse y ensamblarse en una secuencia de codificacion completa mediante
técnicas estandar de clonacion molecular (screening de biblioteca gendmica, PCR, ligacién asistida por cebador,
mutagénesis dirigida al sitio, etc.). La region de codificacion resultante se inserta preferentemente en un vector de
expresion y se usa para transformar una linea celular huésped de expresién adecuada, preferentemente células NKT, y
las células NKT pueden ser autélogas, en ciertos aspectos, aunque en otros casos pueden ser alogénicas.

Las dosis adecuadas para un efecto terapéutico estarian entre aproximadamente 10°® y aproximadamente 10° células por
dosis, preferentemente en una serie de ciclos de dosificacion. Un régimen de dosificacion preferido consiste en cuatro
ciclos de dosificacion de una semana de dosis ascendentes, que comienza a aproximadamente 107 células en el dia 0,
aumenta incrementalmente hasta una dosis objetivo de aproximadamente 108 células para el dia 5. Los modos de
administracion adecuados incluyen inyeccion intravenosa, subcutanea, intracavitaria (por ejemplo, mediante un dispositivo
de acceso al depdsito), intraperitoneal e inyeccion directa en una masa tumoral.

Como se usa en la presente descripcion, una construccion de &cido nucleico o secuencia de acido nucleico tiene el
propésito de denotar una molécula de ADN que puede transformarse o introducirse en una célula NKT y transcribirse y
traducirse para producir un producto (por ejemplo, un receptor quimérico).

En la construccién de &cido nucleico que se emplea en la presente invencioén, el promotor estd operativamente unido a la
secuencia de &cido nucleico que codifica al receptor quimérico de la presente invencion, es decir, estan posicionados para
promover la transcripcion del ARN mensajero desde el ADN que codifica al receptor quimérico. El promotor puede ser de
origen gendémico o se genera sintéticamente. Una variedad de promotores para su uso en células T se conocen bien en
la materia (por ejemplo, LTR nativa del vector gammaretroviral, PGK y EF1), y en algunos casos los promotores son
inducibles. El promotor puede ser constitutivo o inducible, donde la induccion se asocia con el tipo de célula especifico o
un nivel especifico de maduracién, por ejemplo. Alternativamente, también son adecuados varios promotores virales que
se conocen bien. Los promotores de interés incluyen el promotor de 3-actina, los promotores SV40 temprano y tardio, el
promotor de inmunoglobulina, el promotor de citomegalovirus humano, el promotor de retrovirus y el promotor de virus
formadores de foco en el bazo de Friend. Los promotores pueden asociarse 0 no con potenciadores, en donde los
potenciadores pueden asociarse naturalmente con el promotor particular o asociarse con un promotor diferente.

La secuencia del marco de lectura abierto que codifica al receptor quimérico puede obtenerse de una fuente de ADN
gendmico, una fuente de ADNc, o puede sintetizarse (por ejemplo, mediante PCR), o combinaciones de estos. En
dependencia del tamafio del ADN gendmico y el nimero de intrones, puede ser conveniente usar ADNc o una combinacion
de estos, ya que se considera que los intrones estabilizan el ARNm o proporcionan expresion especifica de células NKT.
Ademas, puede ser mas ventajoso usar regiones no codificantes enddgenas o exdgenas para estabilizar el ARNm.

Para la expresion de un receptor quimérico, la region de iniciacion transcripcional endégena o natural de la secuencia de
acido nucleico que codifica el componente N-terminal del receptor quimérico puede usarse para generar el receptor
quimérico en el huésped objetivo. Alternativamente, puede usarse una region de iniciacion transcripcional exégena que
permita la expresion constitutiva o inducible, en donde la expresion puede controlarse en dependencia del huésped
objetivo, el nivel de expresion deseado, la naturaleza del huésped objetivo y similares.

Asimismo, una secuencia de sefal que dirige el receptor quimérico a la membrana superficial puede ser la secuencia
sefial endégena del componente N-terminal del receptor quimérico. Opcionalmente, en algunos casos, puede ser
conveniente intercambiar esta secuencia por una secuencia de sefial diferente. Sin embargo, la secuencia de sefial que
se seleccione debe ser compatible con la via secretora de las células NKT para que el receptor quimérico se presente en
la superficie de la célula NKT.

De manera similar, una region de terminacién puede proporcionarse por la regién de terminacion transcripcional endégena
o natural de la secuencia de acido nucleico que codifica al componente C-terminal del receptor quimérico.
Alternativamente, la regién de terminacion puede derivarse de una fuente diferente. En su mayor parte, la fuente de la
region de terminacién generalmente no se considera critica para la expresion de una proteina recombinante y puede
emplearse una amplia variedad de regiones de terminacion sin afectar negativamente la expresion.

Como apreciara un experto en la materia, en algunos casos, pueden eliminarse algunos aminoacidos en los extremos del
GD2, generalmente no mas de 10 residuos, mas generalmente no mas de 5, por ejemplo. Ademas, puede ser conveniente
introducir una pequefia cantidad de aminoacidos en los bordes, generalmente no mas de 10 residuos, mas generalmente
no mas de 5. La eliminacién o insercion de aminoacidos puede ser un resultado de las necesidades de la construccion,
que proporciona sitios de restriccion convenientes, facilidad de manipulacion, mejora en los niveles de expresion, o
similares. Ademas, el sustituto de uno o0 mas aminoacidos con un aminoacido diferente puede ocurrir por razones
similares, generalmente no sustituye mas de aproximadamente cinco aminoacidos en cualquier dominio.

La construccién quimérica que codifica al receptor quimérico que se emplea en la invencion puede prepararse de formas
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convencionales. Debido a que, en su mayor parte, pueden emplearse secuencias naturales, los genes naturales pueden
aislarse y manipularse, segun corresponda, para permitir la unién adecuada de los diversos componentes. Por lo tanto,
las secuencias de acidos nucleicos que codifican las proteinas N-terminal y C-terminal del receptor quimérico pueden
aislarse tras el empleo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), mediante el uso de cebadores apropiados que
dan como resultado la eliminacién de las porciones que no se desean del gen. Alternativamente, pueden usarse
digestiones de restriccion de genes clonados para generar la construccion quimérica. En cualquier caso, las secuencias
pueden seleccionarse para proporcionar sitios de restriccién que tengan extremos romos, o que tengan solapamientos
complementarios.

Las diversas manipulaciones para preparar la construccion quimérica pueden llevarse a cabo in vitro y en modalidades
particulares, la construccidon quimérica se introduce en vectores para la clonacién y expresiéon en un huésped apropiado
mediante el uso de métodos estandar de transformacion o transfeccién. Por lo tanto, después de cada manipulacién, se
clona la construccioén resultante de la unién de las secuencias de ADN, se aisla el vector y se selecciona la secuencia
para asegurar que la secuencia codifique el receptor quimérico deseado. La secuencia puede seleccionarse mediante
analisis de restriccidn, secuenciacion o similares.

Las construcciones quiméricas de la presente invencion encuentran aplicacion en sujetos que tienen o se sospecha que
tienen céancer tras reducir el tamafio de un tumor o impedir el crecimiento o re-crecimiento de un tumor en estos sujetos.
Por consiguiente, las modalidades de la presente invencion se refieren ademas a un método para reducir el crecimiento
o impedir la formacién de tumores en un sujeto mediante la introduccidon de una construccion quimérica de la presente
invencion en una célula NKT aislada del sujeto y reintroducir en el sujeto la célula NKT transformada, lo que produce de
esta manera respuestas antitumorales para reducir o eliminar tumores en el sujeto. Como conoce bien un experto en la
materia, varios métodos estan disponibles facilmente para aislar estas células de un sujeto, por ejemplo, mediante el uso
de la expresion del marcador de superficie celular o mediante el uso de kits disponibles comercialmente (por ejemplo,
ISOCELL™ de Pierce, Rockford, IIL.).

Se contempla que la construccion quimérica pueda introducirse en las propias células NKT del sujeto como ADN desnudo
0 en un vector adecuado. Los métodos para transfectar establemente las células T por electroporacion mediante el uso
de ADN desnudo se conocen en la materia. Véase, por ejemplo,la Patente de Estados Unidos nim. 6,410,319. El ADN
desnudo generalmente se refiere al ADN que codifica un receptor quimérico de la presente invencion contenido en un
vector de expresion de plasmido en la orientacién adecuada para la expresion. Ventajosamente, el uso de ADN desnudo
reduce el tiempo que se requiere para producir células T que expresan el receptor quimérico de la presente invencion.

Alternativamente, un vector viral (por ejemplo, un vector retroviral, un vector adenoviral, un vector viral adenoasociado, o
un vector lentiviral) puede usarse para introducir la construccion quimérica en células NKT. Los vectores adecuados para
su uso de acuerdo con el método de la presente invencién no se replican en las células NKT del sujeto. Se conoce una
gran cantidad de vectores que se basan en virus, donde el nimero de copias del virus que se mantiene en la célula es lo
suficientemente bajo como para mantener la viabilidad de la célula. Los vectores ilustrativos incluyen los vectores pFB-
neo (STRATAGENE®) descritos en la presente descripcion, asi como los vectores que se basan en VIH, SV40, EBV,
HSV o BPV.

Una vez que se establece que la célula NKT transfectada o transducida es capaz de expresar el receptor quimérico como
una proteina de membrana superficial con la regulacién deseada y al nivel deseado, puede determinarse si el receptor
quimérico es funcional en la célula huésped para proporcionar la sefial de induccidon deseada. Posteriormente, las células
NKT transducidas se reintroducen o administran al sujeto para activar respuestas antitumorales en el sujeto. Para facilitar
la administracioén, las células NKT transducidas de acuerdo con la invencién pueden convertirse en una composicion
farmacéutica o en un implante apropiado para la administracion in vivo, con portadores o diluyentes apropiados, que
ademas pueden ser farmacéuticamente aceptables. Los medios para preparar una composicion o un implante de este
tipo se han descrito en la materia (véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 Ed., Mack, ed. (1980)).
Donde sea apropiado, las células T transducidas pueden formularse en una preparacion en forma semisolida o liquida,
como una capsula, una solucion, una inyeccion, un inhalante o aerosol, de la manera habitual para su respectiva via de
administracion. Los medios que se conocen en la materia pueden utilizarse para prevenir o minimizar la liberacién y
absorcion de la composiciéon hasta que alcance el tejido u 6rgano objetivo, o para asegurar la liberacién programada de
la composicién. Sin embargo, convenientemente, se emplea una forma farmacéuticamente aceptable que no afecta las
células que expresan el receptor quimérico. Por lo tanto, convenientemente, las células T transducidas pueden convertirse
en una composicién farmacéutica que contiene una solucién salina equilibrada, preferentemente solucién salina
equilibrada de Hanks, o solucién salina normal.

Una composicion farmacéutica de la presente invencion puede usarse sola o en combinacidon con otros agentes bien
establecidos Utiles para tratar el cancer. Ya sea que se administre sola 0 en combinacién con otros agentes, la composicién
farmacéutica de la presente invencion puede administrarse por medio de varias vias y a varios sitios en un cuerpo de
mamifero, particularmente humano, para lograr un efecto particular. Un experto en la materia reconocera que, aunque
puede usarse mas de una via para la administracién, una via particular puede proporcionar una reacciéon mas inmediata
y mas efectiva que otra via. Por ejemplo, la administracion intradérmica puede usarse ventajosamente sobre la inhalacion
para el tratamiento del melanoma. La administracién local o sistémica puede lograrse mediante la administracién que
comprende la aplicacion o instilacion de la formulacién en las cavidades corporales, la inhalacion o insuflacion de un
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aerosol, o mediante introduccion parenteral, que comprende la administracién intramuscular, intravenosa, intraportal,
intrahepatica, peritoneal, subcutanea o intradérmica.

Puede proporcionarse una composicion de la presente invencion en forma de dosificacion unitaria en donde cada unidad
de dosificacién, por ejemplo, una inyeccion, contiene una cantidad predeterminada de la composicién, sola o en
combinacién apropiada con otros agentes activos. El término forma de dosificacion unitaria como se usa en la presente
descripcién se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y
animales, cada unidad contiene una cantidad predeterminada de la composiciéon de la presente invencién, sola o en
combinacién con otros agentes activos, calculada en una cantidad suficiente para producir el efecto deseado, en
asociacion con un diluyente, portador o vehiculo farmacéuticamente aceptable, donde sea apropiado. Las descripciones
para las formas de dosificacion unitaria novedosas de la presente invencion dependen de la farmacodinamica particular
asociada con la composicién farmacéutica en el sujeto particular.

Convenientemente, una cantidad eficaz o un nimero suficiente de las células T transducidas aisladas esta presente en la
composicion y se introduce en el sujeto de tal manera que se establezcan respuestas antitumorales, especificas, a largo
plazo para reducir el tamafio de un tumor o eliminar el crecimiento o la reaparicion del tumor que de lo contrario se
produciria en ausencia de dicho tratamiento. Convenientemente, la cantidad de células T transducidas que se reintroducen
en el sujeto causa un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 98 % o0 100 % de disminucién en el
tamafio del tumor en comparacion con otras condiciones en donde las células T transducidas no estan presentes.

Por consiguiente, la cantidad de células NKT transducidas que se administra debe tener en cuenta la via de administracion
y debe ser tal que se introduzca un nimero suficiente de células NKT transducidas para lograr la respuesta terapéutica
deseada. Ademas, las cantidades de cada agente activo incluidas en las composiciones descritas en la presente
descripcién (por ejemplo, la cantidad por cada célula a contactar o la cantidad por cierto peso corporal) pueden variar en
diferentes aplicaciones. En general, la concentracién de células NKT transducidas convenientemente deberia ser
suficiente para proporcionar al sujeto que esta siendo tratado al menos de aproximadamente 1 x 10° a aproximadamente
1 x 10° células NKT transducidas, alin mas convenientemente, de aproximadamente 1 x 107 a aproximadamente 5 x 108
células T transducidas, aunque cualquier cantidad adecuada puede utilizarse, ya sea por arriba, por ejemplo, mayor que
5 x 108 células, o por debajo, por ejemplo, menos de 1 x 107 células. El programa de dosificacion puede basarse en
terapias bien establecidas que se basan en células (véase, por ejemplo, Topalian y Rosenberg (1987) Acta Haematol. 78
Supl. 1:75-6; Patente de los Estados Unidos num. 4,690,915) o puede emplearse una estrategia alternativa de infusion
continua.

Estos valores proporcionan una guia general del intervalo de células NKT transducidas para ser utilizadas por el
profesional tras optimizar el método de la presente invencion para la practica de la invencion. La mencion en la presente
descripcién de tales intervalos de ninguna manera excluye el uso de una cantidad mayor o menor de un componente,
como podria garantizarse en una aplicacion particular. Por ejemplo, la dosis y el programa reales pueden variar en
dependencia de si las composiciones se administran en combinacién con otras composiciones farmacéuticas, 0 en
dependencia de las diferencias interindividuales en la farmacocinética, la disposicion del farmaco y el metabolismo. Un
experto en la materia puede hacer faciimente cualquier ajuste necesario de acuerdo con las exigencias de la situacion
particular.

IV. Terapia de Combinacion

En ciertas modalidades de la invencidn, los métodos de la presente invencion para aspectos clinicos se combinan con
otros agentes efectivos en el tratamiento de enfermedades hiperproliferativas, tales como agentes anticancerigenos. Un
agente "anticancerigeno” es capaz de afectar negativamente el cancer en un sujeto, por ejemplo, tras matar las células
cancerosas, inducir la apoptosis en células cancerosas, reducir la tasa de crecimiento de las células cancerosas, reducir
la incidencia o nimero de metastasis, reducir el tamafno del tumor, inhibir el crecimiento tumoral, reducir el suministro de
sangre a un tumor o a las células cancerosas, promover una respuesta inmunitaria contra las células cancerosas o el
tumor, prevenir o inhibir la progresion del cancer, o aumentar la duracion de la vida de un sujeto con cancer. Mas
generalmente, estas otras composiciones se proporcionarian en una cantidad combinada eficaz para matar o inhibir la
proliferacién de la célula. Este proceso puede involucrar el contacto de las células cancerosas con la construccién de
expresion y el(los) agente(s) o factor(es) multiple(s) al mismo tiempo. Esto puede lograrse tras poner en contacto la célula
con una composicion o formulacion farmacoldgica Unica que incluye ambos agentes, o tras poner en contacto la célula
con dos composiciones o formulaciones distintas, al mismo tiempo, en donde una composicion incluye la construccién de
expresion y la otra incluye el(los) otro(s) agente(s).

La resistencia de las células tumorales a los agentes de quimioterapia y radioterapia representa un problema importante
en la oncologia clinica. Un objetivo de la investigacion actual sobre el cancer es encontrar formas de mejorar la eficacia
de la quimioterapia y la radioterapia mediante su combinacién con la terapia celular. En el contexto de la presente
invencion, se contempla que la terapia celular podria usarse de manera similar junto con una intervencién
quimioterapéutica, radioterapéutica, o inmunoterapéutica, por ejemplo.

La presente terapia inventiva puede preceder o seguir al otro tratamiento del agente por intervalos que varian de minutos
a semanas. En las modalidades donde el otro agente y la presente invencion se aplican al individuo separadamente,
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generalmente podria asegurarse que un periodo significativo de tiempo no expire entre el tiempo de cada administracion,
de manera que el agente y la terapia inventiva podrian aun ser capaces de ejercer ventajosamente un efecto combinado
sobre la célula. En dichos casos, se contempla que puede ponerse en contacto la célula con ambas modalidades dentro
de aproximadamente 12-24 horas entre si y, mas preferentemente, dentro de aproximadamente 6-12 horas entre si. En
algunas situaciones, puede desearse extender significativamente el periodo de tiempo para el tratamiento, sin embargo,
cuando varios dias (2, 3, 4, 5, 6 0 7) a varias semanas (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8) se extienden entre las administraciones
respectivas.

Pueden emplearse varias combinaciones, la presente invencion es "A" y el agente secundario, tal como radio o
quimioterapia, es "B":

A/B/A B/A/B B/B/A AIA/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/AIA
B/A/B/A BIA/IA/B AIA/A/B BIA/A/A AIBIA/A AIA/BIA

Se espera que los ciclos de tratamiento se repitan segin sea necesario. También se contempla que varias terapias
estandar, asi como la intervencion quirdrgica, pueden aplicarse en combinacién con la terapia celular de la invencion.

A. Quimioterapia

En algunas modalidades, la invencién se emplea con quimioterapia. Aunque la quimioterapia puede ser de cualquier tipo,
en modalidades especificas la quimioterapia es util para el neuroblastoma. En modalidades especificas, la quimioterapia
comprende Adriamycin PFS (clorhidrato de doxorrubicina); Adriamycin RDF (clorhidrato de doxorrubicina); Clafen
(ciclofosfamida); Ciclofosfamida; Cytoxan (ciclofosfamida); Clorhidrato de doxorrubicina; Neosar (ciclofosfamida);
Vincasar PFS (sulfato de vincristina); y/o sulfatos de vincristina.

Las terapias contra el cancer también incluyen una variedad de terapias combinadas con tratamientos quimicos y
radiolégicos. Las quimioterapias combinadas incluyen, por ejemplo, abraxane, altretamina, docetaxel, herceptina,
metotrexato, novantrone, zoladex, cisplatino (CDDP), carboplatino, procarbazina, mecloretamina, ciclofosfamida,
camptotecina, ifosfamida, melfalan, clorambucilo, busulfan, nitrosurea, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina,
bleomicina, plicomicina, mitomicina, etopdésido (VP16), tamoxifeno, raloxifeno, agentes de unidn al receptor de estrégenos,
taxol, gemcitabien, navelbine, inhibidores de la farnesil-proteina tansferasa, transplatino, 5-fluorouracilo, vincristina,
vinblastina y metotrexato, o cualquier analogo o variante derivada de lo anterior.

B. Radioterapia

Otros factores que causan dafio en el ADN y se han usado extensamente incluyen lo que cominmente se conoce como
rayos vy, rayos X y/o la administracion dirigida de radioisétopos a las células tumorales. Ademas, se contemplan otras
formas de factores que dafian el ADN, tales como microondas y radiacién UV. Es muy probable que todos estos factores
ocasionen un amplio intervalo de dafios en el ADN, en los precursores del ADN, en la replicacion y reparacion del ADN,
y en el ensamblaje y mantenimiento de los cromosomas. Los intervalos de dosificacion para rayos X varian desde dosis
diarias de 50 a 200 roentgens por periodos prolongados de tiempo (3 a 4 semanas), a dosis Unicas de 2000 a 6000
roentgens. Los intervalos de dosificacion para los radioisétopos varian ampliamente, y dependen de la vida media del
isétopo, la fuerza y el tipo de radiaciéon emitida, y la absorcion por las células neoplésicas.

Los términos "se puso en contacto” y "se expuso”, cuando se aplican a una célula, se usan en la presente descripcion
para describir el proceso mediante el cual una construccién terapéutica y un agente quimioterapéutico o radioterapéutico
se administran a una célula objetivo o se colocan en yuxtaposicion directa con la célula objetivo. Para alcanzar la muerte
de la célula o la estasis, ambos agentes se administran a una célula en una cantidad combinada eficaz para matar a la
célula o impedir que se divida.

C. Inmunoterapia

Los inmunoterapéuticos generalmente dependen del uso de células y moléculas efectoras inmunitarias para modificar y
destruir las células cancerosas. El efector inmunitario puede ser, por ejemplo, un anticuerpo especifico para algun
marcador en la superficie de una célula tumoral. El anticuerpo solo puede servir como un efector de la terapia o puede
reclutar otras células para ocasionar realmente la muerte de la célula. El anticuerpo puede conjugarse, ademas, con un
farmaco o toxina (quimioterapéutico, radionuclido, cadena A de ricina, toxina del célera, toxina pertussis, etcétera) y sirve
meramente como agente de reconocimiento especifico. Alternativamente, el efector puede ser un linfocito que porta una
molécula de superficie que interactla, directa o indirectamente, con una célula tumoral objetivo. Diversas células efectoras
incluyen las células T citotoxicas y células NK.

Asi, lainmunoterapia podria usarse como parte de una terapia combinada, junto con la presente terapia celular. El enfoque
general para la terapia combinada se discute a continuacion. Generalmente, la célula tumoral debe llevar algin marcador
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que sea susceptible al reconocimiento especifico, es decir, que no esté presente en la mayoria de las otras células. Existen
muchos marcadores tumorales y cualquiera de estos puede ser adecuado para el reconocimiento especifico en el contexto
de la presente invencién. Los marcadores tumorales comunes incluyen el antigeno carcinoembrionario, el antigeno
prostatico especifico, antigeno asociado a tumor urinario, antigeno fetal, tirosinasa (p97), gp68, TAG-72, HMFG, antigeno
Sialyl Lewis, MucA, MucB, PLAP, receptor de estrégenos, receptor de laminina, erb B y p155.

D. Genes

En aun otra modalidad, el tratamiento secundario es una terapia génica en la que se administra un polinucleétido
terapéutico antes, después, o al mismo tiempo que las modalidades clinicas de la presente invencion. Una variedad de
productos de expresion se abarca dentro de la invencion, que incluyen inductores de proliferacion celular, inhibidores de
proliferacién celular, o reguladores de muerte celular programada.

E. Cirugia

Aproximadamente el 60 % de las personas con cancer se someterdn a cirugia de algun tipo, lo que incluye cirugia
preventiva, de diagnéstico o de estadificacion, curativa y paliativa. La cirugia curativa es un tratamiento contra el cancer
que puede usarse junto con otras terapias, como el tratamiento de la presente invencion, la quimioterapia, la radioterapia,
la terapia hormonal, la terapia génica, la inmunoterapia y/o las terapias alternativas.

La cirugia curativa incluye la reseccién en la que todo o parte del tejido canceroso se extrae, extirpa y/o destruye
fisicamente. La reseccion tumoral se refiere a la eliminacion fisica de al menos parte de un tumor. Ademas de la reseccién
tumoral, el tratamiento mediante cirugia incluye cirugia con laser, criocirugia, electrocirugia y cirugia controlada
microscopicamente (cirugia de Mohs). Se contempla ademéas que la presente invencion puede usarse junto con la
extraccion de canceres superficiales, precanceres, o cantidades incidentales de tejido normal.

Después de la escision de parte de la totalidad de las células cancerosas, tejido, o tumor, puede formarse una cavidad en
el cuerpo. El tratamiento puede realizarse mediante perfusion, inyeccion directa o aplicacion local del &rea con una terapia
adicional contra el cancer. Dicho tratamiento puede repetirse, por ejemplo, cada 1, 2, 3,4,5,6 o 7 dias,ocada 1, 2, 3, 4
y5semanasocadal, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses. Estos tratamientos pueden ser también de dosis variables.

F. Otros agentes

Se contempla que pueden usarse otros agentes en combinacion con la presente invencion para mejorar la eficacia
terapéutica del tratamiento. Estos agentes adicionales incluyen agentes inmunomoduladores, agentes que afectan la
regulacion positiva de los receptores y las uniones GAP de la superficie celular, citostaticos y agentes de diferenciacion,
inhibidores de la adhesion celular, o agentes que aumentan la sensibilidad de las células hiperproliferativas a los
inductores apoptoticos. Los agentes inmunomoduladores incluyen el factor de necrosis tumoral; el interferon alfa, beta y
gamma; la IL-2 y otras citocinas; F42K y otros anélogos de citocinas; o MIP-1, MIP-1beta, MCP-1, RANTES y otras
quimiocinas. Se contempla ademas que la regulacion positiva de los receptores de la superficie celular o sus ligandos
tales como el ligando Fas/Fas, DR4 o DR5/TRAIL potenciaria las capacidades inductoras de la apoptosis de la presente
invencion mediante el establecimiento de un efecto autocrino o paracrino sobre las células hiperproliferativas. Los
aumentos en la sefalizacion intercelular mediante la elevacion del nimero de uniones GAP aumentarian los efectos
antihiperproliferativos en la poblacién de células hiperproliferativas vecinas. En otras modalidades, pueden usarse agentes
citostéaticos o de diferenciacién en combinacion con la presente invencion para mejorar la eficacia antihiperproliferativa de
los tratamientos. Se contemplan inhibidores de la adhesion celular para mejorar la eficacia de la presente invencion.
Ejemplos de inhibidores de adhesién celular son los inhibidores de la quinasa de adhesion focal (FAK, por sus siglas en
inglés) y la Lovastatina. Se contempla ademas que otros agentes que aumenten la sensibilidad de una célula
hiperproliferativa a la apoptosis, tal como el anticuerpo ¢225, podrian usarse en combinacion con la presente invencion
para mejorar la eficacia del tratamiento.

V. Kits

Cualquiera de las composiciones descritas en la presente descripcion puede estar comprendida en un kit. En un ejemplo
no limitante, una construccion de expresion, uno 0 mas reactivos para generar una construccion de expresion, las células
para la transfeccién de la construccion de expresién, y/o uno o mas instrumentos para obtener células autélogas para la
transfeccion de la construccién de expresion (tal instrumento puede ser una jeringa, pipeta, férceps y/o cualquier aparato
aprobado médicamente) que puede proporcionarse en el kit. El kit también comprende uno o mas agentes
quimioterapéuticos, que incluyen uno o mas agentes quimioterapéuticos para el neuroblastoma, por ejemplo.

Los kits pueden comprender una 0 mas composiciones alicuotadas adecuadamente de la presente invencion o reactivos
para generar composiciones de la descripcion. Los componentes de los kits pueden envasarse en medios acuosos o en
forma liofilizada. Los medios contenedores de los kits pueden incluir al menos un vial, un tubo de ensayo, un matraz, una
botella, una jeringa u otro medio contenedor, en el que un componente puede colocarse, y preferentemente, alicuotarse
adecuadamente. Cuando se presenta mas de un componente en el kit, el kit también generalmente contendra un segundo,
tercer u otro contenedor adicional en el que los componentes adicionales pueden colocarse separadamente. Sin embargo,

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2795023 T3

varias combinaciones de componentes pueden estar comprendidas en un vial. Los kits también incluiran tipicamente un
medio para contener la construccion del receptor quimérico y cualquier otro recipiente de reactivo en confinamiento
cerrado para la venta comercial. Dichos recipientes pueden incluir recipientes plasticos moldeados por inyeccién o soplado
en los que se retienen los viales deseados, por ejemplo.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar mas completamente las modalidades preferidas de la invencién. Sin
embargo, estos no deberan interpretarse de ningin modo como limitantes del alcance amplio de la invencion.

Ejemplo 1

Los macrofagos asociados al tumor asfixian a las células nkt: un mecanismo de escape inmunitario y un objetivo para la
terapia

Las células T asesinas naturales (NKT) invariantes de Va24 inhiben el crecimiento tumoral por medio del reconocimiento
especifico de macrofagos asociados a tumores (TAM). La progresién tumoral, por lo tanto, requiere que los TAM evadan
la actividad de las células NKT por medio de un mecanismo que aun no se conoce. En modalidades, esta presente un
subconjunto de células en lineas celulares de neuroblastoma (NB) y los tumores primarios expresan TNFa unido a la
membrana (mb). Estas células tumorales proinflamatorias inducen la produccién de la quimiocina CCL20 a partir de los
TAM por medio de la activacion de la via de sefializacion NF-kB, un efecto que se amplifica en la hipoxia. Los analisis de
citometria de flujo de tumores primarios humanos NB revelaron una acumulacion selectiva de CCL20 en los TAM. La
neutralizacion de la quimiocina inhibié in vitro la migracién de las NKT hacia los monocitos hipdxicos condicionados por
el tumor e in vivo la localizacién en injertos de NB en ratones humanizados NOD/SCID/IL2rgamma (nulo) (hu-NSG). La
hipoxia deteriora la viabilidad y la funcion de las células NKT, de modo que el trafico de las células NKT hacia los TAM
que producen la CCL20 sirve como una trampa hipoxica para las NKT infiltrantes de tumores. La IL-15 protegi6 a las NKT
de la hipoxia, y la expresion transgénica de IL-15 en las NKT transferidas adoptivamente mejoré draméticamente su
actividad antimetastasica en comparacion con las NKT parentales en el modelo hu-NSG. Por lo tanto, la produccion de
CCL20 inducida por tumores en los TAM hip6xicos y la consiguiente quimioatraccién e inhibiciéon de las NKT representa
un mecanismo novedoso de escape inmunitario que puede revertirse mediante inmunoterapia adoptiva con las NKT
transducidas con IL-15.

Ejemplo 2
El contacto con las células de nb y la hipoxia inducen sinergisticamente la ccl20 en monocitos humanos

Para explicar la co-localizaciéon que se observa de las NKT con los TAM en NB humano primario (Song y otros, 2009), se
considerd que los TAM tras la influencia de las células tumorales y/o el ambiente hipdxico quimioatraian activamente a
las NKT. Para caracterizar ademas esto, los inventores realizaron un experimento de migracion in vitro mediante el uso
de pocillos de doble cAmara separados por una membrana de poros de 5 pM. Las NKT humanas expandidas ex vivo se
adicionaron a las camaras superiores y se les permitid migrar durante 3 horas hacia los pocillos inferiores, que contenian
células CHLA-255 NB, monocitos humanos recién aislados (seleccidn negativa) de sangre periférica, o una mezcla 1:1 de
células NB y monocitos. Antes de adicionar las NKT, las placas con células NB y monocitos se incubaron en condiciones
normoxicas (20 % de Oz) o hipoxicas (1 % de O2) durante 48 horas. De acuerdo con observaciones previas, las células
NB fueron gquimioatrayentes para las NKT en condiciones normoxicas (Metelitsa y otros, 2004). Sorprendentemente, la
migracion de las células NKT a las células NB estuvo casi anulada en la hipoxia (Figura 1A). Por el contrario, la tasa de
migracién de las células NKT hacia el cocultivo de células NB con monocitos casi se duplicé en condiciones hipdxicas (P
< 0,001), mientras que los monocitos solos tenian poca actividad quimioatrayente en normoxia o hipoxia. Estos datos
sugieren gque una interaccion entre las células NB y los monocitos bajo hipoxia da como resultado la induccién (regulacion
positiva) de quimiocinas que quimioatraen a las NKT.

Para examinar el efecto general de la hipoxia en el perfil de expresién génica de la quimiocina de células NB y monocitos,
incubamos monocitos y células CHLA-255 NB en condiciones norméxicas o hipdxicas durante 36 horas seguido de
aislamiento de ARN y RT-PCR cuantitativa para los genes de quimiocinas 11 CC y CXC que se conoce que tienen
receptores correspondientes en las NKT humanas (Metelitsa y otros, 2004; Kim y otros, 2002; Kim y otros, 2002; Thomas
y otros, 2003; Song y otros, 2007). La figura 1B demuestra que la expresion de ARNm de CCL20, CCL5, CCL4y CCL3
se regulo positivamente, mientras que la de CCL2 se regulé negativamente en hipoxia en comparacion con normoxia (P
< 0,001). A diferencia de otras quimiocinas, CCL2 se expresa a niveles altos en células NB y experimentos adicionales
con células NB solas confirmaron que la hipoxia regula negativamente la expresion de CCL2 en células NB tanto a niveles
de ARN como de proteinas. Este hallazgo explica la pérdida observada de la quimioatraccion de las células NB para las
NKT en la hipoxia. Para examinar si la regulacion positiva de la expresion de ARNm de CCL20, CCL5, CCL4y CCL3 da
como resultado una mayor produccién de las proteinas correspondientes, se analizaron los sobrenadantes de las mismas
condiciones experimentales mediante ELISA y se descubrié que solo la produccién de CCL20 se habia regulado
positivamente en el cocultivo de monocitos con células NB en comparacion con los monocitos solos (las células NB no
producen CCL20 detectable). Ademas, el efecto del cocultivo sobre la regulacion positiva de CCL20 se amplificd hasta 70
veces en condiciones hipéxicas en comparacion con condiciones normoxicas (P < 0,001, Figura 1C). A pesar de la
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variabilidad observada en la magnitud de la producciéon de CCL20 por los monocitos de 13 individuos diferentes, la hipoxia
se incrementd invariablemente en todos los casos. El analisis cinético demostrdé que la regulaciéon positiva de CCL20
alcanzé el maximo después de 36 horas de cocultivo en normoxia, pero continué en aumento durante al menos 48 horas
en hipoxia (Figura 7A).

Para determinar inequivocamente la fuente celular de CCL20, cultivamos monocitos solos o con células NB en condiciones
normoxicas o hipéxicas y analizamos la acumulacién intracelular de CCL20 por FACS mediante el uso de una tincion de
superficie para CD14 para discriminar monocitos de células NB. La Figura ID demuestra que el contacto con las células
NB o la hipoxia sola podrian regular positivamente la produccion de CCL20 en los monocitos. El nivel mas alto de
expresion de CCL20 se logré cuando los monocitos se cultivaron conjuntamente con células NB en hipoxia, lo cual es
consistente con los resultados del ELISA en la Figura 1C. Las células NB no expresaron CCL20 detectable en ninguna
condicion evaluada. Para examinar el requisito del contacto célula-célula entre los monocitos y las células NB para la
induccion de CCL20 en los monaocitos, las células NB se cultivaron con monaocitos en los mismos pocillos o en los pocillos
de doble camara, separados por una membrana semipermeable de 400 nM. Los monocitos no pudieron producir CCL20
en ausencia de un contacto directo con las células NB (Figura 7C). Para determinar si la induccién de CCL20 en los
monocitos que se observaron en el sistema experimental in vitro descrito se produce en el sitio del tumor en pacientes
con NB, se realizd FACS en suspensiones celulares preparadas a partir de tumores de NB primarios recién resecados en
el momento del diagndstico. Todas las células monociticas derivadas de tumores expresaron CCL20 mientras que las
células tumorales y la mayoria de los leucocitos no monociticos infiltrantes de tumores positivos a CD45 (TIL) fueron
negativos (Figura 1E). Por lo tanto, los TAM en tumores primarios de NB producen CCL20, cuya expresion se induce
selectivamente en células monociticas tras el contacto directo con las células NB y aumenta por la hipoxia.

Ejemplo 3

Se requiere ccl20 para la migracion de las células NKT hacia cultivos de nb/monocitos hipdxicos e injertos de NB en
ratones HU-NSG

Se ha informado que CCL20 es una de las quimiocinas mas potentes para las NKT humanas (Kim y otros, 2002; Thomas
y otros, 2003). El andlisis confirma que la mayoria de las NKT primarias de sangre periférica expresan CCR®, el Unico
receptor para CCL20. Ademas, la expresion de CCR6 se conserva en las NKT expandidas ex vivo (Figura 8A). Para
determinar el requisito del eje CCL20/CCR6 para la migracion mejorada observada de las NKT hacia el cocultivo de
células NB con monocitos en la hipoxia (Figura 1A), el estudio de migracién in vitro se repiti6 en presencia de mAb
neutralizantes de quimiocinas. De acuerdo con informes previos, el mAb anti-CCL2 inhibi6 eficazmente la migracion de
las células NKT a NB o a cocultivos de NB + monocitos bajo normoxia (Metelitsa y otros, 2004), pero no bajo hipoxia. Solo
el mAb neutralizante anti-CCL20 inhibio fuertemente la migracién de las células NKT en la hipoxia (Figura 2A).

Para examinar la contribucion relativa de CCL2 y CCL20 al mecanismo de localizacion de la célula NKT en el sitio del
tumor in vivo, los inventores adaptaron un modelo de NB humano CHLA-255/luc descrito previamente en ratones
inmunodeficientes (Song y otros, 2009) y en lugar de ratones NOD/SCID, usaron hu-NSG (Figura 9A). Como se ha
observado por otros (Yahata y otros, 2002; Giassi y otros, 2008), los ratones hu-NSG tuvieron una reconstitucion estable
de células mielomonociticas humanas asi como de linfocitos B y T tres meses después del trasplante con células madre
hematopoyéticas positivas a CD34 de sangre de cordon umbilical humano (SCT, Figura 9B, Cp). Se inyectaron células
CHLA-255/luc NB debajo de la capsula renal tres meses y medio después de la SCT. Al igual que en los tejidos de NB
humanos (Song y otros, 2009), los TAM representaron un subconjunto principal de leucocitos infiltrantes de tumores
(Figura 9D, E) y se enriquecieron en un subconjunto con fenotipo M2 segun se determind por la regulacién negativa de la
expresion de HLA-DR en comparacion con los monocitos de sangre periférica positivos a CD14 en los mismos ratones
(Figura 9F). De manera importante, las células HLA-DR'ow positivas a CD14 similares fueron el subconjunto dominante
de TAM en tumores primarios de pacientes con NB (Figura 9G). Tres semanas después de la inyeccion de células NB y
evidencia clara de crecimiento tumoral por imagenes bioluminiscentes, se inyectaron NKT humanas expandidas ex vivo
a los ratones y se dividieron en grupos que recibieron mAb neutralizante anti CCL2 humano, anti CCL20 humano o mAb
de control de isotipo. Un grupo de control no recibié6 NKT. El dia 3 después de la transferencia de células NKT, se
sacrificaron los ratones y se examinaron para detectar la localizaciéon de células NKT en los tejidos tumorales. Las Figuras
2B, C demuestran que los animales, tratados con mAb antiCCL2 o anti-CCL20, tenian menor frecuencia de NKT infiltrantes
de tumores entre los leucocitos positivos a hCD45 infiltrantes de tumores en comparacion con el grupo control de IgG
(25,9 +12,6 % 0 44,9 + 6,3 % vs. 74,3 + 9,7 %, respectivamente, P <0,01, ANOVA unidireccional). Si bien confirman el
papel de la CCL2 derivada de NB que se establecié previamente, estos datos establecen el requisito de CCL20 para la
localizaciéon de células NKT en el sitio del tumor a pesar de que esta Ultima quimiocina no se produce por las células
tumorales, sino que se induce en los TAM. Por lo tanto, las NKT se localizan eficazmente en tumores NB en ratones hu-
NSG y migran hacia los TAM de una manera dependiente de CCL20.

Ejemplo 4

El MBTNFA en células NB induce la activacion de NF-KB en monocitos que da como resultado la regulacion positiva de
CCL20

El requisito observado para un contacto célula-célula entre células NB y monocitos para la induccion de CCL20 en
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monocitos y el requisito que se conoce de activacion de NF-kB para la expresion de CCL20 (Battaglia y otros, 2008)
impulsé una busqueda de moléculas de superficie celular candidatas en células NB con propiedades proinflamatorias. E.
Goillot y otros observaron la expresion de la proteina TNFa en dos lineas celulares de NB por inmunohistoquimica (Goillot
y otros, 1992). Los inventores han examinado 3 lineas celulares de NB amplificadas con MYCN (SK-N-BE2, IMR32, LA-
N1) y 3 no amplificadas con MYCN (CHLA-255, CHLA-15, LA-N-2) por FACS y encontraron que la mayoria de las células
en todas las lineas expresan TNFa intracelular (Figura 19) asi como en la superficie celular como una citocina unida a la
membrana (mb) (Figura 3A). No se detectdé TNFa soluble por ELISA en los sobrenadantes de todas las lineas celulares
gue se examinaron. De manera importante, la presencia de un subconjunto positivo a mbTNFa en los siete tumores
primarios NB que se examinaron con una frecuencia que oscila de 1,1 % a 38,2 % (12,2 + 14 %, Figura 3B). El nivel de
expresion de MYCN no se correlacioné con la frecuencia de células positivas a mbTNFa ni en lineas celulares ni en
tumores primarios. Los experimentos de bloqueo de funcién demostraron que una preincubacion de las células NB con
un mAb de blogueo anti-TNFa inhibio significativamente su capacidad para inducir la produccién de CCL20 en monocitos
en condiciones norméxicas e hipoxicas (P < 0,001, Figura 3C). Ni la frecuencia de células positivas a TNFa ni el nivel de
expresion de TNFa en las células NB se afectaron por la hipoxia. Para examinar el requisito de mbTNFa para la activacion
de la sefializacion de NF-kB en monocitos, los monocitos se cultivaron solos (en placas no adherentes) o en la monocapa
de células NB (los monocitos solo se adhieren libremente a la monocapa de células NB) en presencia de una control de
isotipo 0 mAb de bloqueo anti-TNFa en condiciones norméxicas o hipdxicas. La figura 3D demuestra que 1kBa, un inhibidor
de kB, se fosforila (un evento que se requiere aguas arriba en la activacion de NF-kB por estimulos extracelulares) en
monocitos tras el contacto con las células NB y la fosforilacion de IkBa se evit6 casi por completo en presencia de mAb
de bloqueo anti-TNFa. La condicién hipoxica mejor6 la fosforilacion de IkBa y esto también se inhibié fuertemente por el
mAb de blogueo anti-TNFa. Dado que las células NB contaminantes no podian excluirse como fuente de fosfo-lkBa en
las preparaciones de monocitos descritas anteriormente, repetimos este experimento y realizamos un analisis por FACS
intracelular de IkBa y p65 fosforilada. Después de la activacion de las células CD5610w (monocitos), hubo una disminucion
de la expresion de IkBa (degradacion tras la fosforilacion) dentro de los 30 minutos posteriores al contacto con las células
NB, y el efecto se anulé en presencia de mAb de bloqueo anti-TNFa (Figura 3E). De acuerdo con la disminucion de la
expresion de IkBa, hubo un aumento de la expresién de fosfo-p65 en monocitos y esto se inhibié por el mAb de bloqueo
antiTNFa en condiciones normoxicas (Figura 3F) e hipoxicas. El cocultivo de monocitos con células NB bajo hipoxia dio
como resultado niveles més altos y una expresion de p65 mas sostenida en comparacion con la normoxia (Figura 3G).
Por lo tanto, el NB contiene un subconjunto de células tumorales proinflamatorias que expresan mbTNFa que no se
conocia previamente, que al menos en parte se requiere para la induccion de la produccion de CCL20 en los TAM por
medio de la activacion de la sefializacion de NF-kB, que se estabiliza y mejora por hipoxia inducida por tumor.

Las células NKT se localizan preferentemente en areas hipdéxicas dentro de los tejidos tumorales. Para examinar la
distribucién relativa de las NKT en areas hipdxicas y normoxicas del tumor, usamos un modelo metastasico de NB en
ratones hu-NSG. En este modelo, se inyectaron células CHLA-255/luc por via intravenosa para producir crecimiento
metastasico en higado y hueso/médula ésea (Figura 6A), que también son los principales sitios metastasicos en pacientes
con NB (Seeger y otros, 1996). El dia 21, se inyectaron NKT marcadas con CFSE a los ratones portadores de tumor y se
examind su localizaciébn en metéstasis hepaticas 3 dias después. Las areas de hipoxia en los sitios primarios y
metastésicos se visualizaron mediante el uso de la inyeccion intravital de EF5 seguida de la tincion con un mAb anti-EF5
conjugado con fluorocromo (Gacciabene y otros, 2011). Los mismos tejidos se tifieron conjuntamente con mAb anti-CD11b
de modo que la distribucion tanto de las NKT como de las células mieloides en tejidos tumorales normoéxicos e hipoxicos
se analiz6 y se cuantificd6 mediante el uso de microscopia confocal de 4 colores. A diferencia de los tejidos hepéticos
normales en ratones hu-NSG libres de tumor, en los que no se detecto tincion para hipoxia, los tejidos metastasicos
contenian areas normoxicas e hipéxicas, y se encontraron mas del 90 % de las NKT y las células mielomonociticas en
este Ultimo. El andlisis cuantitativo demostrd que las frecuencias de células NKT y positivas a CD11b por 1000 células
fueron 14,8 £6,3y 20,8 +8,9vs. 1,3+ 1,6 y 1,1 + 1,2 en areas hipoxicas vs. normoxicas, respectivamente (P < 0,001).
Por lo tanto, las NKT se localizan junto con los TAM en los tejidos tumorales hipoxicos.

Ejemplo 5
Las células NKT se inhiben por contacto con las células NB y la hipoxia

Dado que la muerte mediada por células NKT o la inhibicién de los TAM es importante para su actividad antitumoral contra
los tumores CD1d negativos (Song y otros, 2009), se consideré como el ambiente del tumor hipéxico, que al menos en
parte es responsable del trafico de las células NKT hacia los TAM, afecta su viabilidad y funcion. Las NKT expandidas a
partir de PBMC de cuatro donantes mediante el uso de estimulacién antigénica con aGalCer se cultivaron en condiciones
normoxicas e hipoxicas durante 24 horas y se examing la viabilidad de las células NKT mediante exclusion con azul de
tripano a diferentes intervalos de tiempo. En ausencia de citocinas exdgenas, la viabilidad de las células NKT se mantuvo
durante 24 horas en normoxia, pero mas del 50 % de las células murieron en hipoxia durante el mismo periodo. La Figura
4A demuestra que la IL-2 y otras citocinas que comparten la cadena gamma comun (la IL-15, la IL-4, la IL-7), excepto la
IL-21, mejoraron significativamente la supervivencia de las células NKT en la hipoxia (P < 0.01). Si bien ambas citocinas
redujeron significativamente la tasa de apoptosis de las células NKT en normoxia, ni la IL-2 ni la IL-15 protegieron
significativamente a las NKT de la apoptosis en condiciones de hipoxia (P > 0,05) como se midi6 mediante la tincion de
Anexina-V/7-AAD (Figura 20), lo que sugiere que el efecto observado en el nimero absoluto de células viables se debié
principalmente a la proliferaciéon de células NKT soportada por citocinas, como se muestra para las NKT transducidas con
la IL-15 en la Figura 6B y es consistente con el cambio metabdlico de los linfocitos proliferantes a la glucolisis con
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dependencia reducida del oxigeno (Roos y Loos, 1973; Krauss y otros, 2001; Frauwirth y otros, 2002; Jones y Thompson,
2007).

Para examinar el efecto de la hipoxia sobre la actividad funcional de las NKT, los inventores activaron el TCR de células
NKT mediante la adicién de mAb 6B11 agonista y midieron la produccion de citocinas en los sobrenadantes celulares
mediante ELISA. La figura 4B demuestra que después de 24 horas de exposicién a la hipoxia, la produccion de IFNy por
las NKT cay6 a 31,9+ 6,1 % y 25,7 + 2,7 % de la cantidad producida en normoxia cuando las NKT se cultivaron solas o
con células NB, respectivamente (P < 0,001). Para examinar el potencial de las citocinas de la familia IL-2Ry para proteger
la funcién de las células NKT de la hipoxia, los inventores afiadieron concentraciones saturantes de estas citocinas a los
cultivos de células NKT. La IL-2 y la IL-15 pero no otras citocinas rescataron la respuesta del IFNy de las NKT a la
estimulacién de TCR en ausencia o presencia de células NB. Por lo tanto, la quimioatraccién mediada por CCL20 de las
NKT hacia los TAM hipdxicos conduce a la inhibicion de la actividad funcional de las células NKT y al escape tumoral del
control de las células NKT que podria revertirse mediante la IL-2 o la IL-15, en ciertas modalidades de la invencion.

Varios informes recientes demostraron que las NKT juegan un papel clave en la lesién por isquemia-reperfusion hepatica
y renal (Lappas y otros, 2006; Li y otros, 2007) y en la génesis de la crisis vasooclusiva en la enfermedad de las células
falciformes (Wallace y otros, 2009; Wallace y Linden, 2010; Field y otros, 2011). La isquemia y la inflamacién agudas en
estas condiciones se han asociado con la produccion espontanea de IFNy por las NKT tanto en ratones como en humanos.
Sin embargo, no se ha evaluado el efecto directo de la hipoxia sobre la expresion de IFNy en las NKT. Para examinar el
efecto de la hipoxia en la produccion espontanea de citocinas por las NKT humanas, cultivamos NKT quiescentes de
cuatro donantes en condiciones normoxicas o hipdxicas durante diferentes intervalos de tiempo (2, 4, 6, 12, 24 y 48 horas)
y medimos la produccion del IFNy y la IL-4 por ELISA. En ausencia de estimulacion antigénica, las citocinas
permanecieron indetectables en normoxia o hipoxia en cualquier intervalo de tiempo examinado, lo que sugiere que la
hipoxia no estimula directamente las NKT humanas.

Ejemplo 6
La IL-15 protege a las NKT y restaura su potencial antitumoral

La IL-15 desempefia un papel critico en el desarrollo y el mantenimiento homeostético de las células NKT (30; 31). Los
resultados de este estudio (Figura 4B) sugieren que la IL-15 también puede proteger a las NKT del efecto inhibitorio del
microambiente tumoral hipéxico. Por lo tanto, en modalidades de la invencién, la expresion transgénica de la IL-15 en las
NKT transferidas adoptivamente aumentaria su potencial antitumoral debido a la persistencia y funcionalidad mejorada in
vivo en el sitio del tumor. Las NKT se transdujeron con una construccion retroviral descrita anteriormente, que contenia
ADNCc de la IL-15 humana, el gen suicida de caspasa-9 inducible (iCasp-9), y la etiqueta CD34 (Hsu y otros, 2007) para
crear las NKT/IL-15. La Figura 5A muestra que las NKT humanas expandidas ex vivo podrian transducirse de manera
estable con el vector que contiene la IL-15. Produccion de IL-15 por las NKT transducidas por ELISA. Para examinar el
potencial protector de la IL-15 transgénica en la funcién de las células NKT en hipoxia y en presencia de células tumorales,
se usaron ajustes similares in vitro como se describe en la Figura 4B y se midi6 la proliferacion de células NKT inducida
por TCR mediante el uso del ensayo de dilucion CFSE. De acuerdo con las propiedades protectoras observadas de la
hriL-15 exdgena, las NKT/IL-15 tuvieron una tasa de proliferacion significativamente mayor tras la hipoxia sola y en
presencia de células NB en comparacion con las NKT parentales (Figura 5B, P < 0,01). El efecto antiapoptético de la IL-
15 transgénica fue significativo solo en condiciones normoxicas, al igual que el efecto antiapoptético de la IL-15 exdgena
(Figura 20). El recuento absoluto de células al final del cultivo de 5 dias demostré de manera concluyente que las NKT/IL-
15 se expandieron significativamente mejor que las NKT en todas las condiciones evaluadas (Figura 6C). Por lo tanto, las
NKT modificadas genéticamente para expresar IL-15 transgénica se protegen tras el reconocimiento antigénico en el
microambiente tumoral hipdxico.

Ejemplo 7

Las NKT transducidas con IL-15 tienen actividad antitumoral potente en un modelo de NB metastatico en ratones HU-
NSG

Para examinar si las NKT/IL-15 tienen una ventaja terapéutica, se utiliz6 un modelo de NB metastasico en ratones hu-
NSG. Tres meses y medio después del SCT y tras la confirmacion de la reconstitucion hematopoyética humana (Figura
9B, C), los ratones se inyectaron i/v con células NB humanas transducidas con luciferasa, CHLA-255/luc. Los grupos
terapéuticos también recibieron una inyeccion Unica de NKT o NKT/IL-15. Los ratones NSG que no recibieron células
madre positivas a CD34 humanas se usaron como grupo control para evaluar el efecto general de las células
hematopoyéticas humanas sobre el crecimiento tumoral. La Figura 6A demuestra que el crecimiento metastasico en
ratones hu-NSG mejoré drasticamente en comparaciéon con los ratones NSG, lo que proporciona un soporte adicional
para el papel destacado de las células derivadas de BM en el aumento del crecimiento del NB. La inmunoterapia con las
NKT tuvo un efecto inhibidor significativo pero de corta duracion sobre el crecimiento metastasico. Por el contrario, una
sola inyeccién de NKT/IL-15 anulé completamente el efecto promotor del tumor del ambiente hematopoyético humano
(Figura 6A, B). Para determinar si la actividad antitumoral mejorada de las NKT/IL-15 permanece restringida a CD1d, los
inventores repitieron el tratamiento de las metastasis de NB en ratones hu-NSG con las NKT/IL-15 después del
pretratamiento con mAb de bloqueo anti-CD1d o control de isotipo. La Figura 6C demuestra que la eficacia antitumoral de
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las NKT/IL-15 se inhibié por el mAb anti-CD1d (P < 0,05), lo que indica que el efecto de la IL-15 depende al menos en
parte de la funcién de las NKT restringidas a CD1d aunque, debido a la inhibicién incompleta, no puede excluirse una
contribucion de los efectos independientes de NKT de la IL-15, como la activacion de células NK. Estos datos indican que
la inmunoterapia con las NKT/IL-15 puede ser efectiva en pacientes con NB metastésico y otros tipos de cancer. Esta
forma novedosa de inmunoterapia dirigida al estroma de soporte tumoral puede combinarse con otras formas de
inmunoterapia o quimioterapia que se dirigen directamente a las células tumorales, en ciertas modalidades de la invencién.

Ejemplo 8
Importancia de ciertas modalidades

El objeto en la presente descripcion revela un mecanismo novedoso de escape tumoral del control inmunitario por las
NKT y proporciona una vision mecanistica del desarrollo de la inmunoterapia contra el cancer que se basa en células
NKT. Debido a que la actividad antitumoral de las células NKT contra los tumores negativos a CD1d depende de su
capacidad documentada para colocalizarse e interactuar con los TAM positivos a CD1d (Song y otros, 2009), el
esclarecimiento del mecanismo por el cual el trafico de las NKT hacia los TAM y la comprension del efecto de este proceso
sobre la funcion de las células NKT son Utiles para el disefio racional de la inmunoterapia que se basa en células NKT.
Ademas del requisito descrito previamente para CCL-2 derivado de células NB (Metelitsa y otros, 2004), la migracion de
células NKT al sitio del tumor depende de CCL20, que es producida por los TAM dentro de los tejidos tumorales. La
expresion de CCL20 se induce en células monociticas tras el contacto con células NB y al menos en parte depende del
mbTNFa, que se expresa en la superficie de las células NB. Ademas, la expresion de CCL20 inducida por células NB en
células monociticas se amplifica en gran medida por la hipoxia, que se conoce que atrae a los TAM (Mantovani y otros,
2008; Allavena y otros, 2008; Mantovani y otros, 2006). Esto indica que un gradiente de CCL-20 dirige el trafico de células
NKT hacia los tejidos tumorales hipoxicos. De hecho, mas del 90 % de las NKT infiltrantes de tumores se localizan junto
con macréfagos en areas hipoxicas de xenoinjertos de NB en ratones hu-NSG. La hipoxia a su vez inhibe la capacidad
de las células NKT de responder a una estimulacion antigénica que explica como los tumores en crecimiento pueden
neutralizar la funcion de las células NKT y rescatar a los TAM que soportan el tumor del ataque de las células NKT. De
manera importante, la IL15 protege a las NKT activadas por antigeno de la hipoxia y las NKT/IL-15 tienen una actividad
antitumoral potente y duradera en un modelo hu-NSG de NB metastasico.

Los TAM en tumores primarios de NB producen CCL20, cuya expresion se induce selectivamente en células monociticas
tras el contacto directo con las células NB y aumenta por hipoxia. De interés, existe un requisito diferencial para CCL2 y
CCL20 para la migracién de células NKT in vitro hacia un cocultivo de células NB con monocitos en condiciones
normoxicas e hipoxicas. Si bien se requiri6 CCL2 para la migracion de células NKT en normoxia, CL20 fue en gran parte
responsable de su migracion en la hipoxia. La regulacion negativa observada de la expresién de CCL2 en células NB en
hipoxia combinada con la induccién de CCL20 en monocitos hipoxicos sugiere un modo de migracion de células NKT en
dos etapas en los tejidos tumorales: Salida mediada por CCR2 o CCR4 de la circulacion hacia células NB productoras de
CCL2 en las areas oxigenadas alrededor de los vasos sanguineos y después trafico mediado por CCR6 hacia los TAM
productores de CCL20 en las areas hipoxicas. Los experimentos de bloqueo con mAb neutralizante anti-CCL20 in vivo
respaldan adicionalmente la importancia de CCL20 para la localizacién de las células NKT en el sitio del tumor. Por lo
tanto, en las modalidades de la invencion, las NKT se localizan junto con los TAM como parte de una respuesta innata
novedosa a la hipoxia inducida por tumores. Dicha respuesta podria permitir el reconocimiento especifico mediado por
células NKT de los TAM en las primeras etapas de progresion tumoral cuando los TAM desempefian un papel importante
en la vascularizacion tumoral y la supervivencia de las células tumorales (Mantovani y otros, 2008; Sica y otros, 2008;
Sica y Bronte, 2007; Pietras y otros, 2009). Ademas, este mecanismo es parte de un papel conservador evolutivo de las
NKT en la regulaciéon negativa de la inflamacidn crénica, en ciertas modalidades, y explica las capacidades paraddjicas
de estas células para controlar la autoinmunidad mientras promueven la inmunidad tumoral, en modalidades especificas.
Sin embargo, el tumor en crecimiento también puede usar el mismo fenémeno para el escape inmunitario tras atrapar las
NKT en los tejidos hipéxicos e impedir su funcién. Es probable que estos dos procesos con efectos opuestos sobre el
crecimiento tumoral ocurran al mismo tiempo, y el equilibrio entre ellos puede determinar el resultado de la enfermedad,
en modalidades particulares. Los inventores buscaron la sefial inflamatoria iniciadora que desencadena la induccion de
la expresién de CCL20 en monacitos tras ponerse en contacto con las células tumorales. Se ha identificado una expresion
abundante de mbTNFa en la superficie celular en todas las lineas celulares de NB que se evaluaron, independientemente
de su estado MYCN vy la existencia de un subgrupo de células NB positivas a mbTNFa en tumores primarios, que no se
conocia previamente. En la presente descripcion se demuestra por primera vez que las células NB tienen propiedades
proinflamatorias potentes, ya que, de forma dependiente de TNFa, activan la via de sefializacion de NF-kB en células
monociticas que no solo da como resultado la expresion de CCL20, sino también la activacion de un programa definido
de expresion génica, que se conoce que es un sello distintivo de la inflamacion crénica promotora de tumores (Pikarsky y
otros, 2004; Greten y otros, 2004). Por ejemplo, NF-kB activa la expresion del gen de IL-6 en las células monociticas, un
factor de crecimiento que se conoce para las células NB no amplificadas por MYCN, y el nivel de expresion del ARNm de
IL-6 se correlaciona negativamente con la supervivencia libre de enfermedad a largo plazo en los pacientes de riesgo de
NB alto (Song y otros, 2009). La funcién promotora de tumores del eje TNFa-NF-kB esta bien descrita en tumores
epiteliales tanto en modelos de cancer de ratbn como en pacientes con cancer (Grivennikov y otros, 2010; Greten y otros,
2004; Szlosarek y otros, 2006; Affara y Coussens, 2007). Estos son tumores comunes en adultos que frecuentemente
pueden vincularse etiologica o patogenéticamente a las condiciones inflamatorias cronicas preexistentes como la hepatitis
(Pikarsky y otros, 2004) o la colitis (Greten y otros, 2004). En contraste, el NB, asi como otros tumores pediatricos, surgen
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durante la embriogénesis o el desarrollo postnatal temprano en ausencia de una inflamacion crénica preexistente (Maris
y otros, 2007). La identificacion de un subconjunto de células NB en tumores primarios con niveles altos de mbTNFa
indica que estas células inician la inflamacién de soporte tumoral y son Utiles para modificarse con la terapia con
antagonistas de TNFa, como las que se evallan actualmente en ensayos clinicos en adultos con canceres epiteliales y
neoplasias hematolégicas (Szlosarek y Balkwill, 2003; Brown y otros, 2008; Friedberg y otros, 2008), por ejemplo.

La viabilidad y funcién de las células NKT se afectan por la hipoxia, pero podrian protegerse por la IL-2 o la IL-15. Los
estudios en ratones han demostrado que el desarrollo y el mantenimiento homeostatico de células NKT dependen en gran
medida de la IL-15 (Matsuda y otros, 2002). La IL-15 también estimula la proliferacion y mejora la supervivencia de las
NKT humanas (Baev y otros, 2004). Las NKT humanas negativas a CD4 (principalmente negativas doblemente a
CD8/CD4, DN) expresan niveles mucho mas altos de IL-2R ~ que el subconjunto positivo a CD4, de modo que la IL-15
expande preferentemente las NKT DN (Baev y otros, 2004). De manera importante, las NKT DN son mas citotéxicas que
las NKT positivas a CD4, y un informe reciente demostré que solo se requieren NKT DN para las respuestas antitumorales
in vivo (Crowe y otros, 2005). Esto sugiere que la expresion de la IL-15 en NKT para fines terapéuticos apoyaria la
expansion, persistencia y actividad antitumoral de NKT DN en pacientes con cancer. La transduccion de las NKT con
ADNCc de IL-15 los protege de los efectos inhibitorios de las células NB y la hipoxia. De manera importante, la NKT/IL-15
demostro una potente actividad terapéutica contra metastasis de NB en ratones hu-NSG. Ademas de actuar directamente
sobre las NKT y mejorar su actividad contra los TAM, se espera que la IL-15 producida localmente active otras células
efectoras inmunitarias antitumorales, como las células NK y T CD8 especificas del tumor (Walkdmann, 2006). Para
garantizar la seguridad del posible uso clinico de las NKT/IL-15, se incorpord un gen suicida, iCasp-9, que permite la
eliminacion de las células transgénicas tras su activacion farmacol6gica con un farmaco molecular pequefio no téxico,
AP20187 (Straathof y otros, 2005; Tey y otros, 2007; Quintarelli y otros, 2007). Las células T que expresan la molécula
iCasp-9 se eliminan eficazmente tras la activacion farmacoldgica del gen suicida in vitro e in vivo (Tey y otros, 2007,
Quintarelli y otros, 2007), no solo en un modelo de ratén sino también en pacientes con linfoma. Por lo tanto, se espera
que la terapia con NKT/IL-15 bajo el control de iCasp-9 sea segura y debe evaluarse en pacientes con NB
recurrente/resistente.

El mecanismo por el cual las NKT son atraidas hacia los TAM en los tejidos tumorales se identifica en la presente
descripcién. En modalidades de la invencién, este mecanismo refleja un papel mas amplio de las NKT en la regulacién de
la inflamacién y se aplica no solo en el contexto de la inflamacién asociada al tumor, sino también en enfermedades
infecciosas y autoinmunes crénicas, por ejemplo. La posibilidad de la localizacion tumoral y la actividad funcional de las
células NKT en el sitio del tumor por medio de la modulacién farmacolégica y/o la modificacion genética de las NKT, como
se demuestra en la presente descripcion, conduce al desarrollo de una inmunoterapia del cancer eficaz y ampliamente
aplicable.

Ejemplo 9
Materiales y métodos ilustrativos

Muestras humanas. Se obtuvieron siete muestras de NB primarios de biopsias procedentes de cirugias en el momento
del diagndstico en Texas Childrens Cancer Center, Baylor College of Medicine, de acuerdo con los protocolos H-26691 y
H-6650 aprobados por el IRB. Para el analisis por FACS, los tejidos se homogeneizaron y se digirieron con dispasa Il
(Roche), colagenasa (Sigma) y DNasa | en suspensiones de células individuales. Los tejidos restantes se embebieron en
OCT y se mantuvieron a -80 °C. La sangre del cordén umbilical se obtuvo de un banco de sangre del cordén umbilical en
MD Anderson Cancer Center bajo el protocolo H-20911 aprobado por IRB. Se obtuvo el consentimiento informado de
acuerdo con las politicas y procedimientos de la junta de revision institucional para la investigacion que trata sobre
muestras humanas.

Lineas celulares. Las lineas celulares de NB CHLA-15, CHLA-255, CHLA-255/luc, LA-N-1, LA-N-2, SK-N-BE(2) e IMR32
se establecieron y mantuvieron como se describié previamente (8; 25; 47). Se adquirieron células 293T de ATCC y se
mantuvieron en IMOM 10 % FBS (Hyclone) y GlutaMAX-1 2 mM (Gibco-BRL).

Produccion de pladsmidos y retrovirus. Dos vectores retrovirales SFG, SFG.iCasp-9.2A..6.C034.2A.IL-15 y
SFG.eGFP.FFluc, se construyeron como se describié previamente (32) y se usaron para transducir las NKT. Para producir
los sobrenadantes retrovirales, 293 células T se transfectaron junto con 3 plasmidos (que codifica Peg-Pam-e para gag-
pol, que codifica ORF para la envoltura viral ROF114 y la construccién retroviral) mediante el uso del reactivo de
transfeccion Genejuice (Merck KGaA) y se recogieron los sobrenadantes virales 48 y 72 horas después.

Aislamiento de ARN y PCR-RT en tiempo real. El ARN total de los sedimentos celulares se aislé6 mediante el uso de TRIzol
(Invitrogen). La calidad del ARN se evalud con electroforesis en gel antes de la transcripcion inversa en cONA mediante
el uso de la transcriptasa inversa M-MLV con cebado de oligo dT (Invitrogen). La gqRT-PCR se realiz6 con el ensayo de
supermezcla verde iQTM Sybr mediante el uso del sistema de deteccion de PCR en tiempo real multicolor iCycier iQTM
(Bio-Rad). Los cebadores se solicitaron de Sigma (Tabla 1).
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Tabla 1 Cebadores ilustrativos de PCR en tiempo real

Gen Secuencia del cebador directo (5'-3") Secuencia del cebador inverso (5'-3") Longitud
GGTCACACCTCTGAGTATG (sec. con nUm..GTGGAGGAGAAGAGAAACTC (sec. con
de ident.: 1) ndm. de ident.: 13)

LAPTMS 128 pb
TGGCTGCTCGTCTCAAAGTA (sec. conTGCAACCAGTTCTCTGCATC (sec. con num.
ndm. de ident.: 2) de ident.: 14)

CCL3 116 pb
CGTGTGAAGCCCACAATAAA (sec. conGCTGCTTTGATGTCAGTGCT (sec. con num.
nam. de ident.: 3) de ident.: 15)

CCL20 122 pb
CAGAGCTGGGCTCCTACTGT (sec. conGCATTGACCCGAAGCTAAAG (sec. con
nam. de ident.: 4) nam. de ident.: 16)

CXCL12A 117 pb
GCAGGTACAGCGTACGGTTC (sec. conCAGCAGAGGAACCTCCAGTC (sec. con
nam. de ident.: 5) nam. de ident.: 17)

CXCL10 124 pb
TGGAGCAGTCCTCAGATGTC (sec. conCTTCTCTGCAGCACATCCAC (sec.connum.
nam. de ident.: 6) de ident.: 18)

CCL17 129 pb
CATCATTGGTGCCACTCAGA (sec. conACACAGATCCTGCACACACC (sec. con
nam. de ident.: 7) nam. de ident.: 19)

CCL19 148 pb
ATGCAAAGACAGCGTCCTCT (sec. con|CAAACATGAGTGTGAAGGGC (sec. con
nam. de ident.: 8) nam. de ident.: 20)

CXCL11 103 pb
CAATCCCCGAGTAAGCATGT (sec. con|CTACACGAGGTTCCAGCTCC (sec. con
nam. de ident.: 9) nam. de ident.: 21)

CXCL16 119 pb
TGTACTCCCGAACCCATTTC (sec. conTACACCAGTGGCAAGTGCTC (sec. con
nam. de ident.: 10) nam. de ident.: 22)

CCL5 100 pb
GGATTCACTGGGATCAGCAC (sec. conCTTCCTCGCAACTTTGTGGT (sec. con num.
nam. de ident.: 11) de ident.: 23)

CCL4 114 pb
AGGTGACTGGGGCATTGAT (sec. conGCCTCCAGCATGAAAGTCTC (sec. con
ndm. de ident. 12) nam. de ident.: 24)

CCL2 109 pb

El cambio relativo en la expresién génica se calculé en base al método ACt mediante el uso del gen de mantenimiento
LAPTM5 (proteina 5 transmembrana asociada a lisosomas) como control.

Expansion, cultivo y transduccién de células NKT. Las lineas celulares de NKT se expandieron a partir de PBMC de
voluntarios sanos como se describié previamente con modificaciones (Metelitsa y otros, 2004). Brevemente, las PBMC se
aislaron de las capas leucocitarias por centrifugacién en gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque. Las NKT se purificaron
mediante microperlas anti-iINKT (Miltenyi Biotec). La fraccion PBMC negativa se irradié (4000 Rad) y se dividio en
alicuotas. Las NKT se estimularon con una alicuota de PBMC autélogas pulsadas con a-galactosilceramida (100 ng/ml,
Funakoshi Co.Ltd). Se afiadié rhiL-2 (200 U/ml, BOP, Instituto Nacional del Cancer Frederick) al segundo dia y después
cada dos dias. Las NKT se reestimularon cada dos semanas con las alicuotas restantes de PBMC. El fenotipo y la pureza
de las NKT se evaluaron mediante el uso de mAbs para CD3, Va24-Ja18 (6B11), y CD4. Las NKT proliferantes se
transdujeron con sobrenadantes retrovirales el dia 5 después de la reestimulacion en placas de 24 pocillos no tratadas
con cultivo, previamente recubiertas con un fragmento de fibronectina recombinante (FN CH-296; Retronectina, Takara
Shuzo). La tasa de transducciéon de las células NKT se midi6 mediante FACS con mAb anti-CD34-PE. Las NKT
transducidas continuaron su expansién en presencia de rhiL-2.

Las NKT en reposo (7-10 dias después de la reestimulacién) se cultivaron en condiciones normoxicas (20 % de O2) o
hipdxicas (1 % de Oz en una incubadora de tres gases Hearcell 240i, Thermo Scientific) durante 24 0 48 horas en ausencia
0 presencia de una de las siguientes citocinas: la rhiL-2 (NIH), la IL-15, la IL-4, la IL-7 (10 ng/ml cada uno, Peprotech) o
la IL-21 (eBiosciences) a 200 U/ml cada una. El nimero absoluto de células viables se cuantific6 mediante el uso del
método de exclusion de azul de tripano.

Aislamiento de monocitos, experimentos de cocultivo. Las PBMC se aislaron por centrifugacion en gradiente a partir de
capas leucocitarias adquiridas de Gulf Cost Regional Blood Center (Houston, TX). Los monocitos se aislaron por seleccion
negativa mediante el uso de Monocyte Isolation kit Il (Miltenyi Biotec) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En
los experimentos de cocultivo, se afiadieron monocitos directamente a las células de neuroblastoma o a los insertos
separados por una membrana de 0,4 um (Costar Corning) de las células de neuroblastoma. Donde se indicd, las células
de neuroblastoma se preincubaron con anticuerpo neutralizante TNFa (1825, R&D Systems) o control de isotipo 1gG1
(11711, R&D Systems) durante 1 hora antes del cocultivo con monocitos. Las células se cultivaron en condiciones
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hipéxicas (1 % de Oz o normoxicas (20 % de O2) y se recogieron los sobrenadantes en los puntos de tiempo indicados.

Ensayo de cuantificacion de citocinas Multiplex y ELISA. Las citocinas liberadas por las NKT se evaluaron mediante
cuentas CBAPlex (BD Biosciences) en el analizador FACSArray de acuerdo con el manual del fabricante y como se
describié anteriormente (Metelitsa y otros, 2004). La CCL20 en los sobrenadantes de cocultivo se determiné mediante el
uso de Human CCL20/MIP-3 alpha Quantikine ELISA Kit (R&D Systems).

Ensayo de migracion in vitro. La migracion de la célula NKT in vitro se evalué mediante el uso de insertos Transwell
permeables (5 um, Corning Costar). Cuando se indicd, los sobrenadantes de los monocitos y las células NB en las
camaras inferiores se preincubaron con control de isotipo (clon 11711) o anticuerpo neutralizante contra CCL20 (67310)
0 CCL2 (24822) (R&D Systems) durante 1 hora antes de adicionar las NKT en las camaras superiores. El analisis
cuantitativo de la migracion de las células NKT se realizé por FACS como se describié previamente (Song y otros, 2007).

Citometria de flujo (FACS). Para analizar la expresion de CCL20 en los monocitos, las células se incubaron primero con
GolgiStop (BO Biosciences) durante 4 horas y después se tifieron con los siguientes marcadores de superficie: CD56-
APC, CD14APC. Cy7, CD33-PE.Cy7 y CD45-PerCP (BO Biosciences). Las células se fijaron y se permeabilizaron con un
kit Perm/Fix (BO Biosciences) y se tifieron intracelularmente con CCL20-PE (BO Biosciences). Para determinar el nivel
de expresion de CCR6 en las NKT, las células se tifieron superficialmente con CD3-APC, 6B11-FITC, CD4-(PE.Cy7) y
CCR6-PE (BO Biosciences).

Para monitorear el desarrollo de la hematopoyesis humana en ratones hu-NSG, se utilizé el siguiente conjunto de mAb:
anti CD45 humano-FITC, anti CD45 de raton-PerCP, CD14-PE, CD33-PE.Cy7, CD3-APC (BO Biosciences) y
CD20APC.Cy7 (Biolegend). Para determinar la pureza de las células madre positivas a CD34 humanas, los inventores
usaron CD45-PerCP, CD3APC y CD34-PE (BO Biosciences). Para analizar los leucocitos humanos que se infiltran en
neuroblastomas primarios o xenoinjertos tumorales en ratones hu-NSG: CD45-PerCP, CD3-APC, 6B11-FITC, CD14-
APC.Cy7, HLADR-PE.Cy7, CD1d PE (BO Biosciences). Ademas, los neuroblastomas primarios se analizaron para la
expresion de marcadores de superficie mediante el uso de mAbs: CD45-PerCP, CD56-APC (BO Biosciences) y TNFa-
FITC (R&D Systems).

Para determinar la proliferacion de las células NKT, las células se marcaron primero con CFSE (Invitrogen) y después se
reestimularon con mAb agonista anti-TCR (6B11 u OKT3) seguido de un cultivo de 5 dias con/sin células NB en
condiciones hipdxicas o normoxicas. Después, las células se tifieron en la superficie con los mAb 6B11-PE y CD3-APC y
se analizaron por citometria de flujo para determinar la dilucion de CFSE en células positivas a CD3, positivas a 6B11.

Los niveles de expresion de IkBa y NF-kB p65 fosforilado se determinaron por FACS en monocitos de acuerdo con los
protocolos del fabricante (BD PhosFlow). Brevemente, se cultivaron 1-2 x 108 ml't monocitos con/sin la linea celular de
neuroblastoma CHLA-255 (~ 70-80 % de confluencia) en presencia de un TNFa neutralizante o control de isotipo
adecuado para puntos de tiempo especificados. Después de la incubacion, las células se fijaron inmediatamente tras
adicionar un volumen igual de tampon de fijacibn BD PhosFlow Cytofix precalentado a 37 °C; las placas se incubaron
durante 10 minutos adicionales a 37 °C y después se cultivaron las células. Para la permeabilizacion, BD Phosflow Perm
Buffer IV, preenfriado a -20 °C, se afiadi6 gota a gota al sedimento celular y se incub6 durante 15-20 minutos adicionales
a temperatura ambiente. Los tubos se almacenaron a -20 °C hasta que se tifieron con el mAb anti-NFkB p65
fosfoespecifico Alexa Fluor 488 (o premarcado con IkBa) y PE o el anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD56 marcado con
APC para identificar el NB y los monocitos en cocultivo.

El analisis se realizd en un citdmetro de flujo LSR-II de cuatro laser (BD Biosciences) mediante el uso del programa BD
FACDiva v. 6.0 y FlowJo 7.2.5 (Tree Star, Inc).

Experimentos in vivo. Se criaron ratones NOD/SCID/IL2rgamma(nulo) (NSG) en la instalacion de animales TCH. Los
ratones de cuatro semanas de edad se irradiaron con 225 cGy y se inyectaron con células madre positivas a CD34
derivadas de sangre del cordon umbilical humano como se describié previamente (Yahata y otros, 2002; Giassi y otros,
2008). La frecuencia de las células positivas a CD34 fue > 95 % y la contaminacién por las células positivas a CD3 fue
menor que 0,1 % en los trasplantes de células madre. Tres meses después de la SCT, se confirmd la reconstitucion de la
hematopoyesis humana en sangre periférica por FACS y los ratones se inyectaron i/v con células CHLA255/luc humanas,
ya sea debajo de la capsula renal (experimentos de localizacién) como se describié previamente (Kim y otros, 2002) o por
via intravenosa (experimentos terapéuticos). El crecimiento tumoral se evalud indirectamente mediante imagenes
bioluminiscentes semanalmente (Small Animal Imaging Core facility, TCH). Cuando se indico, los ratones se inyectaron
intraperitonealmente con 100 lig/ratén de mAb anti-CCL2 neutralizante (24822), anti-CCL20 (67310), o control de isotipo
(11711) (R&D Systems). Algunos animales recibieron inyecciones intravenosas de NKT humanas expandidas ex vivo (1-
5 X 107 células). Antes de la inyeccion en animales, las NKT se cultivaron con IL-2, 50 U/ml (Peprotech) durante 7-10 dias
sin estimulacién con TCR para lograr la fase de reposo cuando su patrén de trafico se parecia mas al de las NKT primarias,
como determinamos previamente ( Metelitsa y otros, 2008). Los ratones se sacrificaron después de 72 horas, y las
suspensiones celulares preparadas a partir de los tumores se analizaron mediante citometria de flujo multicolor como se
describe en la seccién "Citometria de flujo". Cuando se indica, la eficacia antitumoral de las células NKT se determiné
mediante imagenes bioluminiscentes. Los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con los protocolos
aprobados por IACUC.
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Analisis estadisticos. En los experimentos in vitro e in vivo, las comparaciones entre grupos se basaron en la prueba t de
Student de dos lados no pareados o ANOVA unidireccional con la prueba posterior de Tukey-Kramer de comparacion de
medias grupales. Los célculos estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism™ 5.0 (GraphPad Software).

Ejemplo 10

Reconocimiento especifico de neuroblastos y macrofagos de soporte de neurobastos con células NKT de doble
especificidad

Introduccion. La infiltracién de tumores primarios con células T asesinas naturales (NKT) invariantes de Va24 se asocia
con un buen resultado en el neuroblastoma y otros tipos de cancer. Los estudios mecanisticos revelaron que, en lugar de
atacar a las células tumorales directamente, las células NKT se dirigen a los macréfagos asociados a tumores (TAM)
positivos a CD1d. Sin embargo, el control inmunitario eficaz del tumor también puede requerir un ataque directo y
especifico contra las células tumorales.

Métodos. Las células NKT humanas propagadas ex vivo se modificaron genéticamente mediante el uso de un vector
retroviral que codifica un receptor de antigeno quimérico (CAR) que se dirige al gangliésido GD2 que es altamente
expresado por las células de neuroblastoma y representa un objetivo terapéutico clinicamente validado. La actividad
funcional del TCR nativo y CAR.GD2 en las células NKT modificadas por genes se evalu6 mediante el uso de TAM
positivos a CD1d y células de neuroblastoma positivas a GD2, respectivamente. A continuacién, codificamos
endodominios coestimuladores en cis con CAR.GD2 (CD28, CD134, CD137 y sus combinaciones) para permitir una
sefializacion 6ptima mediada por CAR para la citotoxicidad, la produccion de citocinas, la proliferacién, y la supervivencia
de las células NKT.

Resultados. La expresion de construcciones CAR.GD?2 hizo que las células NKT fueran altamente citotoxicas contra las
células de neuroblastoma positivas a GD2, mientras que su citotoxicidad restringida a CD1d nativa no se afectd. Solo las
células CAR.GD2 NKT que expresaron los endodominios coestimuladores de CD28, CD134 y/o CD137 experimentaron
una proliferacidn rapida tras una estimulacion especifica suficiente para permitir la expansién a escala clinica de las células
NKT modificadas genéticamente. Mientras que la transferencia adoptiva de las células NKT parentales solo suprimi6
transitoriamente el crecimiento del neuroblastoma metastasico en ratones NOD/SCID/IL-2y(nulo) humanizados, las
células NKT que expresan CAR.GD2 con endodominios CD28 o CD137 tenian una actividad antimetastasica potente y
duradera. Ademas, hubo una polarizacion sorprendente y no anticipada previamente similar a Th2 (IL-4 e IL-10) y similar
a Thl (IFNy y GM-CSF) de las células NKT que expresan CAR.GD2/CD28 y CAR.GD2/CD137, respectivamente.

Conclusion. Las células NKT modificadas genéticamente para expresar CAR.GD2 con endodominios coestimuladores
pueden expandirse a escala clinica, dirigirse tanto a los neuroblastos como a los TAM que soportan los neuroblastos, y
tienen una potente actividad antitumoral. Ademas de modificar la citotoxicidad de las células NKT hacia las células
tumorales, las construcciones CAR que contienen el endodominio coestimulador CD137 pueden programar a las células
NKT para producir grandes cantidades de IFNy y GM-CSF que a su vez activan multiples tipos de células efectoras
antitumorales. Estos resultados establecen que las células NKT pueden servir como una plataforma novedosa para la
terapia CAR antitumoral en neuroblastoma y otros tipos de cancer.

Ejemplo 11
Modalidades particulares de la invencion

La invencién proporciona una inmunoterapia eficaz contra el cancer mediante el uso de propiedades naturales y
modificadas genéticamente de las NKT para modificar tanto a las células estromales que soportan el tumor como a las
propias células tumorales.

La importancia de las NKT para la inmunidad antitumoral y la inmunoterapia se ha demostrado en multiples modelos de
cancer (Swann y otros, 2007; Dhodapkar, 2009; Song y otros, 2007). La infiltracion de células NKT de tumores primarios
se asocié con un buen resultado en nifios con NB (Metelitsa y otros, 2004), un hallazgo que desde entonces se ha
extendido por otros investigadores a tumores malignos en adultos (Tachibana y otros, 2005; Molling y otros, 2007).
Hallazgos recientes indican que, en lugar de atacar directamente a las células tumorales, las NKT se dirigen a los TAM
positivos a CD1d, que proporcionan un soporte estromal esencial para las células tumorales (Song y otros, 2009; De
Santo y otros, 2008). Sin embargo, ademas de atacar el estroma tumoral, el control inmunitario eficaz del tumor también
puede requerir un ataque directo y especifico contra las células tumorales. La infusion de EBV-CTL injertados con un CAR
que se dirige al antigeno GD2 expresado por los neuroblastos (CAR.GD2) proporciona respuestas tumorales objetivas en
pacientes con NB refractario/recidivante (Pule y otros, 2008; Louis y otros, 2011). En modalidades de la invencion, las
NKT modificadas genéticamente con CAR.GD2 tienen eficacia antitumoral en NB por medio del reconocimiento especifico
de los TAM que soportan los neuroblastos y de los propios neuroblastos.

El conocimiento acumulado de la biologia de las células NKT humanas sugiere que, al igual que con otras células T
(Maher y otros, 2002; Portero y otros, 2011), el potencial terapéutico de las NKT que expresan CAR podria incrementarse
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tras proporcionar sefiales coestimuladoras 6ptimas. Para caracterizar adicionalmente esto, los inventores generaron
construcciones de CAR.GD2 con endodominios coestimuladores ilustrativos: CD28, OX40 y/o CD137. Ademas, la IL-15
protege a las NKT de la hipoxia inducida por tumores y se demostré que la expresion transgénica de la IL-15 en las NKT
mejora drasticamente su actividad antimetastasica (Liu y otros, 2012). Con este conocimiento, los inventores generaron
nuevas construcciones CAR.GD2 que codifican tanto los endodominios coestimuladores como la IL-15 (vectores
bicistronicos). Para garantizar la seguridad y la aplicabilidad clinica de la modificacion génica, previamente también
generamos vectores tricistronicos en los que CAR e IL-15 se acoplaron con la expresioén de la caspasa-9 inducible (iCasp-
9), que se activa por un farmaco no toxico CID AP1903 (Quintarelli y otros, 2007; Hoyos y otros, 2010), lo que forma un
cambio suicida que se ha encontrado que es seguro y altamente eficaz en un ensayo clinico reciente de fase | (Diy otros,
2011).

Lo siguiente expone ciertas modalidades de la invencién.

Se produce la expresion de CAR.GD2 en las NKT y se evalla su citotoxicidad in vitro contra células NB y la actividad
antitumoral in vivo contra xenoinjertos de NB en ratones hu-NSG. Las células NKT aisladas de pacientes con NB se
expanden ex vivo y se transducen con la construccion retroviral CAR.GD2. Las NKT positivas a CAR.GD2 se evallGan in
vitro para su citotoxicidad contra lineas celulares de NB positivas a GD2 y por su citotoxicidad nativa contra células
positivas a CD1d. Los estudios in vivo de NKT positivas a CAR.GD2 transferidas de forma adoptiva evalian su
persistencia, localizacién tumoral y eficacia antitumoral mediante el uso de modelos de NB establecidos en ratones hu-
NSG.

Esté presente la expresion de CAR.GD2 con endodominios coestimuladores en las NKT y se caracteriza su persistencia
y actividad antitumoral in vivo. Las NKT se transducen con construcciones CAR.GD2 modificadas genéticamente con
porciones coestimuladoras que se conoce que proporcionan sefiales coestimuladoras importantes para las NKT: CD28,
4-1BB, CD28/CD137, o CD28/0X40. Los experimentos in vitro seleccionan aquellas construcciones que, en respuesta a
la estimulacion GD2, soportan la proliferacion celular de NKT y la respuesta de citocinas sesgadas por Thl superiores,
mientras mantienen intacta la especificidad de TCR nativa y la capacidad de matar los TAM de las NKT. Las NKT
modificadas con estas construcciones seleccionadas se evallan después para la expansion, persistencia y mayor eficacia
antitumoralin vivo en los modelos hu-NSG de NB.

Esté presente la expresion de CAR.GD2/IL-15 en las NKT y se caracteriza su persistencia y actividad antitumoral in vivo.
CAR.GD2/IL-15 se expresa en las NKT mediante el uso de un vector tricistrénico que codifica a CAR.GD2 con un
endodominio coestimulador, IL-15 e iCasp9. Las NKT de CAR.GD2/IL-15 se evaluaran por la capacidad de soportar in
vivo la expansién, la persistencia a largo plazo y la mayor eficacia antitumoral de las células NKT en los modelos hu-NSG
de NB. El tratamiento con AP1903 se usara para evaluar la eficacia del cambio suicida iCasp-9 para la eliminaciéon de
NKT modificadas genéticamente.

Esta presente la produccion de un vector retroviral de grado GMP y la validacion de su actividad mediante el uso de las
NKT de pacientes con NB. Una vez que se selecciona la construccion, se puede generar una linea celular productora
retroviral estable y esta presente la produccién de un stock del vector de grado clinico que se usa para transducir las NKT
derivadas de pacientes, cuyas propiedades funcionales y actividad antitumoral se validan en ensayos in vitro e en vivo.

Las modalidades especificas son las siguientes: 1) evaluacion del papel del eje CCL20/CCR6 en el mecanismo de
localizacién de células NKT en los tejidos tumorales hipéxicos; 2) expresion de mbIL-7-ODDD en NKT humanas para
mejorar la supervivencia en la hipoxia y para evaluar el potencial antitumoral de mbIL-7-NKT contra xenoinjertos de
neuroblastoma humano en ratones NOD/SCID; evaluacion del potencial terapéutico antitumoral de la inmunoterapia
combinada con las NKT o NKT mblL-7 y células T-CAR ant-GD2.

Como se demuestra al menos en las Figuras 10-13, un subconjunto de células que no se conocian previamente en lineas
celulares de NB y tumores primarios expresan TNFa unido a membrana (mb). Estas células tumorales proinflamatorias
indujeron la produccion de la quimiocina CCL20 a partir de los TAM por medio de la activacion de la via de sefializacion
NF-kB, un efecto que se amplifico en la hipoxia. Los andlisis de citometria de flujo de tumores primarios humanos NB
revelaron una acumulacion selectiva de CCL20 en los TAM. La neutralizacion de la quimiocina inhibid in vitro la migracién
de las NKT hacia monocitos hipoxicos condicionados por el tumor y la localizacion de las NKT en injertos de NB en
ratones. La hipoxia deteriora la viabilidad y funcion de las células NKT. Por lo tanto, el trafico de células NKT hacia los
TAM que producen CCL20 sirvié como una trampa hipdxica para las NKT infiltrantes de tumores.

Debido a que la expresién de mbIL-7-ODDD en las NKT no pudo rescatarlas del efecto inhibidor de la hipoxia, como una
aproximacion alternativa, los inventores evaluaron otras citocinas que comparten una cadena gamma comun. La IL-2 y la
IL-15 protegieron a las NKT activadas por antigeno de la hipoxia. Ademas, la expresion transgénica de la IL-15 en las
NKT transferidas adoptivamente aumenté drasticamente su actividad antimetastdsica en ratones. Por lo tanto, la
produccién de quimiocinas inducida por tumores en TAM hipéxicos y la consiguiente quimioatraccion e inhibicién de las
NKT representa un mecanismo de escape inmunitario que puede revertirse mediante inmunoterapia adoptiva con NKT
transducidas con la IL-15.

Nuevos modelos. Para estudiar el potencial terapéutico de las NKT, los inventores han desarrollado modelos novedosos
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de NB ortotdpico y metastasico en ratones hu-NSG que se reconstituyen con células madre hematopoyéticas positivas a
CD34 humanas. Estos modelos Unicos son de gran relevancia clinica porque permiten por primera vez estudiar la
localizacién tumoral de las NKT humanas u otras células efectoras inmunitarias y su interacciéon no solo con las células
NB humanas sino también con las células estromales humanas (por ejemplo, los TAM) de origen hematopoyético en los
tejidos tumorales.

La presente invencion proporciona un concepto novedoso de inmunoterapia en el que las células tumorales y las células
estromales de soporte tumoral se modifican simultaneamente para lograr la maxima eficacia terapéutica. En esta etapa,
los inventores usan las NKT o la IL-15 de NKT y células T CAR.GD2 para modificar los TAM y los neuroblastos,
respectivamente. Las células T CAR.GD2 ya se han evaluado clinicamente en pacientes con NB, pero la presente
invencion proporciona inmunoterapia combinada de células T CAR.GD2 con NKT o la IL-15 de NKT. En ciertos aspectos
de la invencion, las NKT estan habilitadas con reactividad doble para dirigir tanto a los neuroblastos como a los TAM.

Ejemplo 12
Estudios ilustrativos

En modalidades de la invencion, se presenta la localizacion de células NKT humanas en el sitio del tumor en el modelo
hu-NSG de NB. (véase Liu y otros, J. Clin. Invest (2012)).

En modalidades de la invencion, la IL-15 protege a las NKT de la inhibicion por los TAM y aumenta la actividad
antimetastasica.

La IL-15 protegid a las NKT humanas activadas por antigeno de la hipoxia, y la expresién transgénica de la IL-15 en NKT
transferidas adoptivamente mejor6 drasticamente su actividad antimetastasica en el modelo hu-NSG de NB, Figuras 6 y
7 (Liu y otros, 2012).

En modalidades de la invencion, las NKT se modifican para coexpresar CAR-GD2 funcional. Pueden incorporarse
porciones coestimuladoras derivadas de CD28, 4-1BB y OX40, por ejemplo, en cis dentro de las moléculas CAR y
proporcionar coestimulacion a las células T modificadas con CAR (Pule y otros, 2008; Maher y otros, 2002; Vera y otros,
2009). Los inventores construyeron una serie de CAR que incorporan CD28, OX40 o ambos CD28/0X40 y CD28/4-1BB
(Figura 11A), y descubrieron que estas moléculas pueden expresarse eficientemente en las NKT (Figura 11B). Ademas,
la expresién de CAR permanece estable durante al menos 3 semanas de expansién de las células NKT ex vivo (Figura
11B). La comparacién en paralelo de las células NKT CAR.GD2 y T de los mismos individuos demostrg citotoxicidad in
vitro igualmente potente contra células NB positivas a GD2 (Figura 11C). No se observé diferencia en la citotoxicidad
especifica de GD2 entre las NKT transducidas con ninguna de las 5 construcciones. De manera importante, las NKT
CAR.GD2 conservaron su especificidad TCR nativa y mataron a los objetivos positivos a CD1d tan eficazmente como las
NKT parentales (Figura 11D).

En modalidades de la invencion, la activacion farmacolégica del gen suicida iCasp-9 elimina eficazmente los linfocitos T
modificados genéticamente en pacientes con leucemia. (véase Di Stasi y otros, N. Engl. J. Med (2011))).

Estrategias ilustrativas

Expresar CAR.GD2 en las NKT y evaluar su citotoxicidad in vitro contra células NB y actividad antitumoral in vivo contra
xenoinjertos de NB en ratones hu-NSG.

Aunque los CTL especificos de EBV modificados con CAR tienen eficacia clinica en pacientes con varios tipos de cancer,
la dependencia de la infeccion por EBV limita este enfoque, especialmente para pacientes jovenes con EBV negativo.
Debido a que las NKT no dependen de la infeccion y tienen un perfil funcional similar con las células T de memoria
efectora, puede evaluarse si las NKT podrian servir como una plataforma alternativa para la inmunoterapia del cancer
redirigida por CAR. Un ensayo clinico reciente demostré que direccionar GD2 con EBV-CTL modificados con CAR puede
ser eficaz en nifios con NB (Pule y otros, 2008; Louis y otros, 2011); puede usarse la misma construccion CAR.GD2 para
transducir las NKT. Estas NKT positivas a CAR.GD2 se expanden y su potencial antitumoral contra NB se evalla mediante
el uso de sistemas experimentales establecidos in vitro e en vivo.

(a). Expresion de CAR.GD2 en NKT. Las NKT primarias se aislan de las PBMC de 5 individuos sanos y 5 pacientes con
NB en etapa 4 en el momento del diagndstico mediante el uso del mAb biotina-6B11 y perlas magnéticas anti-biotina
(Miltenyi) seguidas de la expansion in vitro con OKT3 e IL-2 como se describié previamente (Metelitsa y otros, 2004; Exley
y otros, 2008). Para expresar CAR.GD2 en las NKT, las células estimuladas con OKT3 se transducen con el vector
retroviral como se describe en la Figura 11B. También puede expresarse CAR.GD2 en células T del mismo PBMC como
se describié previamente (de Santo y otros, 2008). La expresion de CAR.GD2 se detecta mediante analisis FACS, y las
células positivas a CAR.GD2 se enriquecen mediante el uso del anticuerpo anti-idiotipo biotinilado 1A7 (PUle y otros,
2008) y perlas magnéticas anti-biotina (Miltenyi) seguidas de una expansion adicional con OKT3 e IL-2.

(b) Actividad funcional in vitro de las NKT CAR.GD2. Para evaluar el potencial citotoxico de las NKT CAR.GD2, pueden
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cultivarse lineas celulares de NB positivas a GD2 (CHLA-255, LA-N1), células NB negativas a GD2 (LA-N-6) como control
negativo y Células Jurkat J32 positivas a CD1d nevatvas 3 GD2 como control para la citotoxicidad de las células NKT
restringidas a CD1d. La citotoxicidad se realiza mediante el uso de un ensayo de 4 horas de Calceina-AM con un intervalo
de relaciones efector a objetivo. Las células T CAR.GD2 del mismo individuo pueden servir como control positivo. También
puede medirse la respuesta de citocinas de células NKT (IFNy e IL-4, ELISA) y la proliferacién (ensayo de dilucion CFSE)
después de la estimulacién de CAR y TCR Va24i nativo por células NB positivas a GD2 y J32 positivas a CD1d,
respectivamente. Con base en los resultados obtenidos con las NKT CAR.GD2 de 2 individuos sanos (Figura 2B-D),
puede esperarse que las células NKT CAR.GD2 de donantes sanos y pacientes con NB adquieran citotoxicidad contra
las células NB positivas a GD2 mientras retienen su especificidad de TCR nativa y actividad funcional.

(c) Persistencia y referencia tumoral de las NKT CAR.GD2 in vivo. Para examinar el efecto de la expresion de CAR.GD2
sobre la persistencia y la localizaciéon tumoral de las células NKT, pueden transducirse las NKT con eGFP-ffLuc seguido
de la transduccién con CAR.GD2 o control de vector. Los ratones hu-NSG se injertan con xenoinjertos de NB humanos
debajo de la capsula renal y (en 2 semanas) se inyectan i/v con NKT control o NKT CAR.GD2 107. La distribucién de las
células NKT vy la localizacion tumoral se monitorean a las 24, 48 y 72 horas mediante el uso de imagenes BL. Después
del sacrificio de los animales, puede cuantificarse la frecuencia de las NKT humanas transferidas en la sangre, el bazo,
el higado, la médula 6sea y los tejidos tumorales. Las NKT parentales y modificadas genéticamente pueden cuantificarse
tanto por gPCR como por FACS, por ejemplo. La Q-PCR puede realizarse en muestras de ADN de los tejidos indicados
mediante el uso de dos conjuntos de sonda/cebadores: El gen TCRa invariante Va24-Ja18 y el transgen CAR para todas
las NKT humanas y las NKT modificadas genéticamente, respectivamente. La frecuencia y el nUmero absoluto de NKT y
NKT CAR.GD2 también pueden cuantificarse por FACS mediante el uso de inmunofluorescencia de cuatro colores con
anticuerpos contra CD3 humano, VB11, Va24-Ja18 y CAR. Las NKT y NKT CAR.GD2 también pueden compararse para
la expresion de anexina-V y Ki-67 + para determinar la tasa de apoptosis y proliferacién, respectivamente. Dentro de los
tejidos tumorales, puede examinarse si la expresion de CAR afecta la distribucion de células NKT entre las areas
norméxica e hipoxica, asi como su colocalizacién con células TAM y NB, mediante el uso de métodos que se conocen de
microscopia confocal (Liu y otros, 2012). Los resultados de estos experimentos demuestran cémo la expresion de
CAR.GD2 afecta la persistencia, localizacion en el sitio del tumor de la célula NKT in vivo y revelan el mecanismo de la
funcion efectora de células NKT CAR.GD2 dentro de los tejidos tumorales, en ciertos aspectos de la invencion.

(d) Actividad antitumoral de NKT CAR.GD2 en el modelo ortotdépico de NB en hu-NSG. Los ratones hu-NSG se injertan
debajo de la cdpsula renal con células NB humanas positivas a ffLuc CHLA-255 y se dividen en tres grupos para el
tratamiento con NKT, NKT CAR.GD2 107 o PBS como control. La eficacia antitumoral se evalla mediante imagenes BL
semanalmente (durante 4 semanas) y tiempo de sacrificio. Las NKT CAR.GD2 logran una mayor actividad antitumoral, en
modalidades especificas de la invencion, mantenidas durante méas tiempo en comparacion con las NKT no modificadas.
Aunque las células NKT CAR.GD2 y T CAR.GD2 son igualmente citotdxicas in vitro (Figura 11C), se espera que las
primeras tengan una actividad terapéutica mas fuerte en ratones debido a la muerte o polarizacion M1 (por medio de la
secrecion de IFNy y GM-CSF) de los TAM. Las NKT se analizan en xenoinjertos tumorales y en tejidos normales como
se describid anteriormente. También puede examinarse si la eficacia terapéutica se asocia con el reconocimiento
especifico directo de las células tumorales por las células NKT, la reduccion de la frecuencia de TAM en los tejidos
tumorales, el aumento de la polarizacion M1 de los TAM restantes y/o la disminucion de los niveles de IL-6 humana
promotora de neuroblastos (Song y otros, 2009) dentro de los tumores y sistémicamente. El examen patolégico de los
tejidos normales también puede evaluar la toxicidad de la inmunoterapia con células NKT. Los resultados de estos
experimentos muestran el uso terapéutico de las NKT CAR.GD2 in vivo para aplicabilidad clinica.

(e) Actividad antitumoral de las NKT CAR.GD2 en el modelo de NB metastasico en ratones hu-NSG. Cuando se inyecta
por via intravenosa en ratones hu-NSG, las células CHLA-255/luc proporcionan un excelente modelo metastasico de NB
que reproduce de cerca el patron de metastasis en pacientes con NB (Figura 10B). La transferencia adoptiva de las NKT
humanas solo tiene un efecto transitorio en este modelo de NB metastasico (Liu y otros, 2012). Para evaluar si la expresion
de CAR.GD2 hace que las NKT sean protectoras contra las metastasis de NB, pueden inyectarse ratones con células
CHLA-255/luc i.v. y dividirlos en los siguientes grupos para recibir: 1) PBS (control); 2) NKT parentales; 3) NKT CAR.GD2;
4) células T CAR.GD2. Los experimentos iniciales se llevan a cabo el dia 7, que es al menos una semana antes de que
las metastasis de NB sean detectables por imagenes BL. Si las NKT positivas a CAR.GD2 son eficaces en este contexto,
puede repetirse el mismo tratamiento después de que las metastasis de NB sean detectables por imagenes BL. De manera
postmortem, las NKT y células T se analizan en metastasis tumorales en diferentes 6rganos y en tejidos normales como
se describié anteriormente. Puede observarse si existe acumulacion de NKT CAR.GD2 en comparacion con las NKT
controles en la médula 6sea porque es el sitio mas frecuente de metastasis y recaida de NB. Los resultados de estos
experimentos muestran el potencial terapéutico de NKT CAR.GD2 contra NB metastasico, en aspectos particulares de la
invencion.

Expresar CAR.GD2 con endodominios coestimuladores en NKT y evaluar su persistencia y actividad antitumoral in vivo.

La coestimulacion desempefia un papel critico en la activaciéon, expansion y supervivencia de las NKT. En base al
conocimiento actual de las principales vias coestimuladoras en las NKT, se generaron cuatro construcciones que
contenian endodominios coestimuladores y sus combinaciones: CD28, 4-1BB, CD28/4-1BB y CD28/0X40, y la
construccion control que carece de endodominios coestimuladores. Puede determinarse cual de estas construcciones
proporciona la coestimulacion mas eficaz para NKT CAR.GD?2.
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(a) Actividad de NKT CAR.GD2 in vitro con diferentes porciones coestimuladoras. Primero, puede evaluarse como la
expresion de porciones coestimuladoras afecta in vitro la citotoxicidad, la produccién de citocinas y la proliferacién de NKT
CAR-GD2 en respuesta a células NB positivas a GD2 asi como a células J32 positivas a CD1d como se describe en la
presente descripcién. En base a la experiencia acumulada con células T (Hoyos y otros, 2010) y los datos con las NKT,
puede esperarse que la actividad citotoxica de las NKT CAR.GD2 no se influencie por porciones coestimuladoras. Por el
contrario, la produccién de citocinas Th1/Th2 y la proliferacion probablemente estaran influenciadas por diferentes sefiales
coestimuladoras. La deteccion in vitro puede seleccionar aquellas construcciones CAR coestimuladoras que mejoran la
expansion de las células NKT y polarizan su perfil de citocinas hacia Thl.

(b) Referencia y persistencia tumoral in vivo de las NKT CAR.GD2 coestimuladoras. Las porciones coestimuladoras
ilustrativas que se seleccionan se evalGan por su capacidad de soportar in vivo la persistencia y localizacion tumoral de
las NKT modificadas con CAR.GD2. Por ejemplo, para determinar el efecto de la expresion de CD28 en CAR.GD2, pueden
transducirse las NKT con eGFP-fflLuc seguido de transduccion con CAR.GD2 o CAR.GD2/CD28. Los ratones hu-NSG se
injertan con xenoinjertos de NB humanos y se inyectan i/v.con NKT CAR.GD2 o CAR.GD2/CD28. La localizacion y
persistencia del tumor de células NKT se analiza mediante el uso de imagenes BL, FACS y microscopia confocal como
se describe en la presente descripcion. Puede esperarse que las NKT que expresan CAR.GD2/CD28 y/u otras
construcciones coestimuladoras positivas seleccionadas tengan una expansion, persistencia y acumulacion en el sitio del
tumor superior in vivo, en modalidades especificas de la invencion.

(c) Actividad antitumoral de las NKT CAR.GD2 coestimuladoras en el modelo ortotépico de NB en ratones hu-NSG. Como
se describe aqui, pueden usarse ratones hu-NSG con xenoinjertos NB establecidos (con células NB luminiscentes) y
tratarlos con CAR.GD2, CAR.GD2/CD28 no luminiscentes y/u otras construcciones coestimuladoras. La eficacia
antitumoral se evalla mediante imagenes BL una vez por semana durante 4 semanas. Las NKT modificadas para expresar
CAR.GD2 con porciones coestimuladoras tendran una actividad antitumoral superior que aquellas con CAR.GD2 + solo,
en aspectos particulares de la invencion.

(d) Actividad antitumoral de las NKT CAR.GD2 coestimuladoras en el modelo de NB metastasico en ratones hu-NSG. Los
mismos grupos experimentales que se describen anteriormente se evalian en el modelo de NB metastasico como se
describe anteriormente. Las NKT modificadas para expresar CAR.GD2 con porciones coestimuladoras tienen una
actividad antimetastasica superior que aquellas con CAR.GD2 solo, en modalidades especificas de la invencién.

Expresar CAR.GD2/IL-15 en NKT y evaluar su persistencia y actividad antitumoral in vivo.

Para maximizar el potencial terapéutico de las NKT contra NB, puede combinarse la expresion de la IL-15 y CAR.GD2
que permitira la persistencia a largo plazo de las células transferidas adoptivamente y proporcionara la capacidad de matar
tanto a los TAM que soportan el tumor como a los propios neuroblastos. La seguridad adicional de las células transducidas
se proporciona mediante el desarrollo de un vector, en el que el gen suicida iCasp-9 se clona junto con los genes CAR e
IL-15. Para lograr la expresion eficaz de los tres genes (IL-15, iCasp-9 y CAR.GD2) en las NKT, puede generarse una
sola construccion retroviral tricistronica (Figura 13), anédloga a una que se ha demostrado que expresa con éxito iCasp9,
CAR.CD19-CD28 e IL-15 en células T que permitieron la expresion eficaz y funcional de los tres genes (Hoyos y otros,
2010).

(a) Expresion y actividad funcional in vitro de IL-15 y CAR.GD2 en las NKT. Mediante el uso del mismo procedimiento
descrito anteriormente, pueden transducirse las NKT con una construccion retroviral tricistronica, que contiene secuencias
de ADNCc para IL-15, CAR-GD2/CD28 e iCasp-9 (Figura 13). Para controlar el efecto de la IL-15 0 CAR.GD2 solos, pueden
compararse las NKT transducidas con IL-15/CAR.GD2 con aquellas transducidas con IL-15 o0 CAR.GD2 solas. También
puede evaluarse la funcionalidad del gen suicida iCasp-9 mediante el uso del tratamiento in vitro de las células
transducidas con CID AP1903 como se describid previamente (Quintarelli y otros, 2007; Tey y otros, 2007).

(b) Referencia y persistencia de NKT CAR.GD2/IL-15 in vivo. Para examinar si la coexpresién de la IL-15 y CAR.GD2
mejora la referencia y persistencia del tumor de células NKT, pueden transducirse las NKT con eGFP-ffLuc seguido de la
transduccion con CAR.GD2/IL-15. Los ratones hu-NSG se injertan con xenoinjertos NB humanos y se inyectan i/v con
NKT CAR.GD2, positivas a IL-15, positivas a CAR.GD2/IL-15, o controles (107 células/ratén). La localizaciéon del tumor de
células NKT se monitorea a 1, 2, 3, 5y 7 dias mediante el uso de imagenes BL seguido de sacrificio y analisis por FACS
en la sangre, el bazo, el higado, la médula 6sea y los tejidos tumorales. La distribucion de las NKT infiltrantes dentro de
los tejidos tumorales se analiza mediante microscopia confocal, que incluye el andlisis cuantitativo de su frecuencia en
areas hipoxicas mediante el uso de la tincion EF5 (Liu y otros, 2012). Las NKT que expresan la IL-15 y CAR.GD2 tendran
in vivo una expansion y persistencia superiores, asi como una acumulacion y supervivencia mejoradas en el sitio del tumor
que incluye areas hipoxicas, en modalidades especificas de la invencion.

(c) Control de NKT transducidas con CAR.GD2/IL-15 por medio de la activacion farmacolégica de la caspasa-9. Dado que
la construccion retroviral incorpora el iCasp-9 (Figura 12), puede evaluarse si las NKT modificadas genéticamente pueden
eliminarse de manera eficaz mediante la activacion farmacol6gica del gen suicida tras la administracion de la molécula
pequefia CID AP1903 (Quintarelli y otros, 2007; Tey y otros, 2007). Después de lograr la expansién/persistencia sostenida
in vivo de las NKT CAR.GD2/IL-15 en ratones hu-NSG, a los ratones se les inyecta i/p con CID AP1903. Los ratones son
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fotografiados antes y 24 horas después de la inyeccion del farmaco. Si la sefial BL desaparece, pueden sacrificarse los
ratones y realizar gPCR para el transgén CAR mediante el uso del ADN de tejidos mdltiples para confirmar la eliminacion
de las NKT transgénicas. Si la eliminacién no es completa, puede valorarse la dosis de CID AP1903 para lograr el efecto
completo como se describe para las células T.

(d) Actividad antitumoral de las NKT CAR.GD2/IL-15 en modelos hu-NSG de NB. Como se describié anteriormente,
pueden usarse ratones hu-NSG con xenoinjertos NB ortotdpicos o metastasicos establecidos y tratarlos con NKT
CAR.GD2, IL-15 o CAR.GD2/IL-15 o o control. La eficacia antitumoral se evalla mediante imagenes BL una vez por
semana durante 4 semanas. Las NKT CAR.GD2/IL-15 son mas eficaces que las NKT CAR.GD2 o IL-15, en ciertas
modalidades.

Producir un vector retroviral de grado GMP y validar su actividad mediante el uso de NKT de pacientes con NB.

Los resultados de las evaluaciones preclinicas de NKT transducidas con varias construcciones CAR.GD2 o CAR.GD2/IL-
15 anteriores informan las construcciones que generan NKT terapéuticas que son seguras Yy tienen un alto potencial
antitumoral para pacientes con NB. En modalidades especificas, CAR.GD2/IL-15 tiene el potencial terapéutico mas alto
de las construcciones evaluadas. Pueden utilizarse construcciones alternativas (por ejemplo, CAR.GD2/CD28,
CAR.GD2/4-1.BB, o la 1™ generacién CAR.GD2). Se genera una linea celular productora retroviral estable y se produce
un stock del vector de grado clinico que se usara para transducir las NKT derivadas del paciente.

(a) Generar una linea celular productora de retrovirales de grado clinico y sobrenadante retroviral. Puede generarse la
linea celular productora retroviral estable, que produce particulas virales que codifican CAR.GD2/IL-15 o una de las
construcciones alternativas. La linea celular de empaquetado PG13 que produce particulas retrovirales del pseudotipo
Galv se generara como se describié previamente (Pule y otros, 2008; Savoldo y otros, 2011). Puede producirse una linea
de productor estable con un titulo viral > 108 v.p. por ml (se basa en la infectividad de las células HeLa). Aunque el titulo
puede disminuir cuando se fabrica el producto a granel, ain debe superar los 5 x 105 v.p. por ml, que proporcionara una
amplia cantidad de virus con actividad adecuada para transducir las células NKT, en ciertas modalidades.

(b) Preparar NKT modificadas genéticamente de pacientes con NB. Las NKT pueden aislarse de PBMC de pacientes con
NB fallecidos mediante el uso de mAb biotina-6B11 y perlas magnéticas anti-biotina (Miltenyi) seguidas de la expansion
in vitro en placas recubiertas con OKT3. Para validar la actividad de un vector de grado clinico, las NKT activadas con
OKT3 se transducen con el sobrenadante retroviral mediante el uso de placas de 24 pocillos recubiertas con fragmentos
de retronectina recombinante como se describié previamente (Pule y otros, 2008). Después de la transduccion, las NKT
se expanden con la IL-2 para alcanzar el nimero de células requerido para el protocolo clinico. La eficacia de la
transduccion se mide mediante la cuantificacion de la expresion del epitopo idiotipo CAR.

(c) Actividad funcional in vitro. Las NKT modificadas con el vector de grado clinico se evalian mediante el uso de
experimentos funcionales in vitro que son apropiados para la construccion seleccionada y se describen en otra parte de
la presente descripcion.

(d) La referencia y la persistencia in vivo se examinan como se describe en otra parte de la presente descripcion.

(e) El control de NKT modificadas genéticamente por medio de la activacién farmacolégica de la caspasa-9 se examina
como se describe en otra parte de la presente descripcion.

() La actividad antitumoral en los modelos NB se examina como se describe en otra parte de la presente descripcion.

Puede demostrarse que las NKT modificadas genéticamente de grado GMP pueden producirse a partir de PBMC
especificas del paciente en cantidades clinicamente suficientes y tienen actividad antitumoral mientras que conservan sus
funciones fisiologicas.

Ejemplo 13
Modalidades particulares de las nkt con receptores de antigenos quimericos

En las modalidades de la invencion, esta presente una célula NKT con uno o0 mas CAR, y la célula NKT también puede
expresar la IL-15, la IL-2, la IL-4 y/o la IL-7. VVéase la Figura 11A para construcciones de CAR ilustrativas.

La figura 14 muestra la generacion y expansion eficaz de NKT CAR.GD2. La figura 15 muestra que las NKT CAR.GD2
estan dotadas de doble especificidad contra los objetivos positivos a GD2 y positivos a CD1d. La figura 16 demuestra
endodominios coestimuladores en construcciones CAR.GD2 que afectan el perfil de citocinas de células NKT. La figura
17 muestra endodominios coestimuladores en construcciones CAR.GD2 que afectan las vias de sefializacion Thly Th2
en las NKT. La figura 18 muestra la eficacia terapéutica de NKT CAR.GD2 contra metastasis de NB en ratones hu-NSG.

Por lo tanto, las Figuras 14-18 demuestran lo siguiente: 1) Las GD2.CAR pueden expresarse de manera estable en NKT
humanas y se mantiene una expresion transgénica de alto nivel durante el periodo suficiente para una expansion a escala
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clinica ex vivo; 2) las NKT GD2-CAR exhiben doble especificidad con alto potencial citotoxico contra las células NB
positivas a GD2 y los macréfagos positivos a CD1d (M2), pero no matan las células negativas a GD2 y CD1d; 3) los
endodominios CD28 y 4-1BB sesgan la respuesta de las citocinas de las NKT CAR.GD2 al patron Th2 y Thi,
respectivamente; 4) La polarizacion Th2 inducida por CD28 se asocia con la activacion de AKT y STAT6. La polarizacion
Th1 inducida por 4-1BB se asocia con la activaciéon de las vias MAPK p65 NFKBK y p38; y 5) las NKT que expresan
GD2.CAR tienen una actividad terapéutica potente en un modelo metastasico de neuroblastoma en ratones hu-NSG, que
proporciona una racionalidad para el ensayo clinico de NKT doble especificas en nifios con neuroblastoma. En
modalidades de la invencién, una construccion de expresion en la NKT comprende 4-1BB o una combinacion de 4-1BB y
CD28 de modo que se induce la polarizacion Thl, de esa manera conduce a vias relevantes para el cancer; en
modalidades especificas, el CD28 permite una proliferacion mejorada de las células NKT.
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REIVINDICACIONES

Una célula T asesina natural modificada genéticamente que comprende una construccion de expresion que codifica
un receptor de antigeno quimérico (CAR) con un dominio de sefializacion intracelular adecuado.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en donde el CAR es
una fusion de un scFv fusionado con un dominio transmembrana CD3-zeta y un endodominio o endodominios
intracelulares.

La célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde los dominios
de sefializacion intracelular se seleccionan de:

el dominio de sefializacion intracelular de un complejo de receptor y antigeno de células T, tal como la cadena zeta
de CD3, los dominios de sefializacion coestimuladora Fcy RIll, CD28, DAP10 y CD2, solos o en serie con CD3
zeta.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el dominio
intracelular se selecciona de parte o la totalidad de uno o mas de los siguientes:
cadena TCR zeta, CD28, OX40/CD134, 1BB/CD137, FceRly, ICOS/CD278, ILRB/CD122, IL-2RG/CD132 y CDA40.

La célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en donde CAR
comprende endodominios coestimuladores derivados de CD28, OX40 y/o CD137.

La célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en
donde se emplean uno o miltiples dominios citoplasmaticos.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
en donde la célula NKT comprende ademas una construccién que codifica IL-2, IL-4, IL-7, IL-15 o una combinacién
de estas.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacién 7, en donde la célula
codifica IL-2.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en donde la célula
codifica IL-15.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
en donde la construccion de expresion comprende un gen suicida inducible.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicaciéon 10, en donde el gen
suicida se selecciona del gen suicida de la capase-9 y la timidina quinasa.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con la reivindicacion 1 que comprende ademas
una etiqueta CD34.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12,
en donde la célula NKT tiene las propiedades de las células NKT reactivas a CD1d invariantes de Va24.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13,
en donde las células NKT modificadas genéticamente son adecuadas con el fin de mejorar su crecimiento en
condiciones hipdxicas y/o facilitar su actividad antitumoral.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14,
en donde la célula NKT es adecuada para atacar células tumorales y también el tejido que soporta el crecimiento
de células tumorales.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente que comprende una construccion que codifica un receptor
de antigeno quimérico (CAR) como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, para su uso en el
tratamiento del cancer.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente como se define en la reivindicacién 16, en donde el cancer
se selecciona de neuroblastoma, cancer de mama, céancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de
endometrio, melanoma, cancer de vejiga, cancer de pulmoén, cancer de pancreas, cancer de colon, cancer de
prostata, tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfocitica
cronica, linfoma de células B, linfoma de Burkitt, mieloma mudltiple, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
leucemia mieloide, leucemia mielégena aguda (AML), leucemia mielégena crénica, cancer de tiroides, cancer
folicular de tiroides, sindrome de mielodisplasia (MDS), tumores de origen mesenquimatoso, fibrosarcoma,
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rabdomiosarcomas, melanoma, melanoma uveal, teratocarcinoma, neuroblastoma, glioma, glioblastoma, tumor
benigno de la piel, cancer renal, linfoma anaplasico de células grandes, carcinoma esofagico de células
escamosas, carcinoma hepatocelular, carcinoma folicular de células dendriticas, cancer intestinal, cancer muscular
invasivo, tumor de la vesicula seminal, carcinoma epidérmico, cancer de bazo, cancer de vejiga, cancer de cabeza
y cuello, cancer de estdbmago, cancer de higado, cancer de huesos, cancer de cerebro, cancer de la retina, cancer
biliar, cancer de intestino delgado, cancer de las glandulas salivales, cancer de Utero, cancer de testiculos, cancer
de tejido conectivo, hipertrofia prostatica, mielodisplasia, macroglobinemia de Waldenstrom, sindrome
mielodisplasico del cancer nasofaringeo, neuroendocrino, mesotelioma, angiosarcoma, sarcoma de Kaposi,
carcinoide, esofagogastrico, cancer de trompa de Falopio, cancer peritoneal, tumor seroso papilar tipo mulleriano,
ascitis maligna, tumor estromal gastrointestinal (GIST) y un sindrome de cancer hereditario seleccionado del
sindrome de Li-Fraumeni y el sindrome de Von Hippel-Lindau (VHL).

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 17, en donde las células NKT son para administracion sistémica.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con la reivindicacion 18, en donde
las células NKT son para administracion parenteral.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19, en donde las células NKT son autélogas.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 19, en donde las células NKT son alogénicas.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 21, en donde la dosis terapéutica esta en el intervalo de 106 a 10° células.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 16 a 22, en donde AP20187, AP1903 o una mezcla de estos se administra para activar un gen
suicida de caspasa-9 inducible en la célula.

Una célula T asesina natural modificada genéticamente para su uso de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 16 a 22, en donde las células NKT comprenden un gen suicida inducible que es timidina quinasa,
y en donde se administra ganciclovir para activar la timidina quinasa en la célula.
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