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DESCRIPCION
Procedimiento para diagnosticar cancer y kit de diagndstico a través de la medicion de actividad de células NK
Antecedentes
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar el cancer y un kit de diagndstico a través de la
medicion de la actividad de las células NK.

2. Discusion de la técnica relacionada

Se sabe que los linfocitos citoliticos naturales (NK) participan en la inmunidad innata para eliminar los patégenos y las
células cancerosas, y secretan interferon-gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), proteina inflamatoria
de macréfagos-1p (MIP-1B) y otras moléculas para mediar la inmunidad adaptativa. Cuando las células NK se
encuentran con otras células, las células NK tienen un mecanismo en el cual, cuando MHC Clase 1 no esta presente
como en las células cancerosas, o una forma de Clase MHC es anormal como en las células infectadas con virus, sus
complejos mayor de histocompatibilidad (MHC) envian sefales a las células NK para atacar estas células anormales
a través de sus acciones moleculares. Sin embargo, dado que se ha informado que las células NK tienen defectos en
las funciones y capacidades de diferenciacion en varios tipos de canceres, la actividad de las células NK esta
estrechamente asociada con la supervivencia de las células cancerosas. Por lo tanto, se esta realizando una amplia
investigacion para aumentar el nimero o la actividad de las células NK para la inmunoterapia del cancer.

Mientras tanto, los procedimientos de diagndstico del cancer han incluido principalmente la busqueda de la presencia
de cancer a partir de imagenes graficas obtenidas mediante tomografia computarizada (TC), resonancia magnética
(MRI) o rayos X. Sin embargo, dado que estas pruebas generalmente se realizan solo cuando un paciente tiene una
fuerte necesidad de someterse a las pruebas debido a dolor o inconveniencia, y se realizan solo en ciertos tejidos, se
puede pasar por alto la presencia de cancer. Se ha desarrollado un procedimiento para determinar el riesgo de cancer
mediante un analisis de sangre, pero su uso como procedimiento para diagnosticar el cancer es limitado. Esto se debe
a que un paciente puede parecer positivo para el cancer cuando hay un factor etiolégico presente en el 6rgano
correspondiente en lugar de cancer, ya que el procedimiento se lleva a cabo utilizando marcadores tumorales
sanguineos, por ejemplo, para cancer de prostata, cancer de colon, cancer de ovario, cancer pancreatico o cancer de
higado. También ha habido intentos de diagnosticar cancer utilizando anticuerpos, pero dichos intentos se limitan a
ciertos tipos de cancer.

Lindgren et al., 2011, Experimental Cell Research, volumen 317, No. 6, pags. 849-858 describe que las células NK
purificadas/aisladas de sangre periférica de pacientes con cancer gastrico tienen una capacidad suprimida para
producir IFN-y después de estimulacion con lisado de H. pylori.

Parihar et al., 2002, Journal of Clinical Investigation, volumen 110, No. 7, pags. 983-992, describe que IL-12 mejora la
respuesta de las citoquinas de linfocitos citoliticos naturales a las células tumorales recubiertas de anticuerpos. Las
células NK se aislan de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC), en el que las PBMC se aislaron de
leucopacks frescos.

Mian et al., 2008, Journal of Leucocyte Biology, volumen 83, nim. 3, pags. 774-784 revela que el medio acondicionado
con humo de cigarrillo inhibe de forma dependiente de la dosis la produccién in vitro de IFN-y por poliinosinico: acido
policitidilico (polil : C) células PBMC y NK aisladas activadas de individuos no fumadores.

LEE et al., 2001, Journal of Immunology, volumen 167, No. 1, pags. 497-504 describe que las oncoproteinas E6 y E7
de HPV16 inhiben la produccién de IFN-y inducida por IL-18 en PBMC aisladas y células NK.

De acuerdo con lo anterior, sigue existiendo la necesidad de nuevos procedimientos para diagnosticar canceres de
varios tipos.

Resumen de la invencion

Por lo tanto, un objeto de la invenciéon es proporcionar un procedimiento que pueda usarse en el diagnostico y
evaluacion del cancer, asi como kits y reactivos Utiles en dicho procedimiento.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un procedimiento para medir la actividad de células NK de acuerdo con
las reivindicaciones adjuntas, el procedimiento que comprende la estimulacion de las células NK en una muestra de
sangre entera de este modo activa artificialmente las células NK para generar citoquinas que secretan células NK 'y
miden una cantidad de las citoquinas secretoras de células NK en la muestra de sangre entera.

La muestra de sangre es una muestra de sangre entera.

La estimulacion de las células NK se realiza incubando la muestra de sangre entera con al menos un estimulante de
citoquinas incluyendo interleuquina 2, interleuquina 15 y la interleuquina 18, o combinaciones de las mismas.
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Las citoquinas que secretan células NK comprenden interferén-gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
o) 0 ambos.

En otras realizaciones no limitantes del procedimiento, proteina inflamatoria de macrofagos-1p (MIP-1pB) se puede
utilizar como grupo de control para comparar la activacion de las células NK con la de una persona normal.

Ademas, el procedimiento en ciertas realizaciones se puede llevar a cabo utilizando por lo menos una citoquina
estimulante fusionado a un péptido de estabilizacion. Por ejemplo, aun sin querer ser limitante, el péptido estabilizador
puede ser un péptido de dominio de cola acida de terminal C de una familia de sinucleina. En tales realizaciones, el
péptido estabilizador puede comprender los residuos de aminoacidos 103-115 (SEQ ID NO: 22), los residuos de
aminoacidos 114-126 (SEQ ID NO: 23), los residuos de aminoacidos 119-140 (SEQ ID NO: 24) o residuos de
aminoacidos 130-140 (SEQ ID NO: 25) del dominio de cola acida de terminal C de a-sinucleina, residuos de
aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal C de B-sinucleina (SEQ ID NO: 27), los residuos de
aminoacidos 1-127 de y-sinucleina (SEQ ID NO: 28), o los residuos de aminoacidos 96-127 del dominio de cola acida
de terminal C de y-sinucleina (SEQ ID NO: 29).

En realizaciones adicionales, la etapa de estimulacion de las células NK en una muestra de sangre activa de ese modo
artificialmente las células NK para generar citoquinas que secretan las células NK se realiza en un medio que contiene
una proteina portadora, por ejemplo, una proteina de albumina de suero.

El procedimiento como se describe es particularmente util para la deteccién de la incidencia o la recaida del cancer.
En tales realizaciones, una disminucion en la cantidad de las citoquinas secretoras de células NK en un sujeto, en
comparacioén con los niveles en individuos normales, es un indicador de incidencia o recaida de cancer.

Como un aspecto adicional de la invencion, se proporciona un kit para medir la actividad de células NK de acuerdo
con las reivindicaciones adjuntas. El kit comprendera un agente para estimular las células NK en una muestra de
sangre, activando artificialmente las células NK para generar citoquinas secretoras de células NK. Ademas, el kit puede
ser Util para llevar a cabo el procedimiento descrito anteriormente, incluso para detectar la incidencia o recaida del
cancer.

En ofras realizaciones no limitantes del kit descrito, la citoquina que secretan las células NK puede ser interferén (IFN-
y) o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a.).

En una realizacién adicional, el agente para la estimulacion de las células NK en la muestra de sangre y activar
artificialmente de las células NK para generar las citoquinas que secretan las células NK pueden comprender al menos
una citoquina estimulante, LPS o poli I:C, el al menos un estimulante de citoquinas que incluyen uno o mas de
interleuquina 2, interleuquina 12, interleuquina 15 y la interleuquina 18.

El kit descrito también puede comprender, en ciertas realizaciones, uno o mas de los siguientes: anticuerpo anti-INF-
y, un anticuerpo anti-TNF-a y un anticuerpo anti-MIP-1p. Sin desear limitarlo de ninguna manera, el kit también puede
comprender ademas instrucciones para comparar la cantidad de las citoquinas secretoras de células NK en un sujeto
con los niveles en individuos normales, en el que una disminucioén en el nivel de las citoquinas secretoras de células
NK en el sujeto es un indicador de incidencia de cancer o recaida.

Como un aspecto adicional de la invencién, se proporciona una proteina de fusién para uso en la activacion de las
células NK de acuerdo con las reivindicaciones adjuntas, dicha proteina de fusién comprende una citoquina unida a
un péptido de dominio de cola acida de terminal C de una familia sinucleina, la citoquina es interleuquina 2,
interleuquina 12, interleuquina 15 o interleuquina 18.

En ciertas realizaciones no limitantes de la proteina de fusién descrita, el péptido dominio de cola acida de terminal C
de la familia sinucleina puede comprender residuos de aminoacidos 103 -115 (SEQ ID NO: 22), residuos de
aminoacidos 114-126 (SEQ ID NO: 23), residuos de aminoacidos 119-140 (SEQ ID NO: 24) o residuos de aminoacidos
130-140 (SEQ ID NO: 25 ) del dominio de cola acida de terminal de la a-sinucleina, los residuos de aminoacidos 85-
134 del dominio de cola acida de terminal C de la B-sinucleina (SEQ ID NO: 27), residuos de aminoacidos 1-127 de la
y-sinucleina (SEQ ID NO: 28), o residuos de aminoacidos 96-127 del dominio de cola acida de terminal de y-sinucleina
(SEQ ID NO: 29).

Se proporcionan también composiciones que comprenden la proteina de fusion descrita anteriormente.

También se proporcionan en este documento kits diagndstico del cancer que comprenden las proteinas de fusion
descritas anteriormente o las composiciones descritas anteriormente.

El kit de diagndstico de cancer, como se describio anteriormente, puede en ciertas realizaciones no limitantes también
incluir al menos un anticuerpo entre los siguientes: un anticuerpo anti-INF-y, un anticuerpo anti-TNF-a y un anticuerpo
anti-MIP 1.

También se proporciona en el presente documento un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 80% de identidad con una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO:
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6, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 10. Sin desear ser limitante, el polipéptido puede tener un porcentaje de identidad
mas alto, que incluye 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad con las secuencias de SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 8 y SEQ ID NO: 10.

También se describen oligonucledtidos que codifican los polipéptidos y proteinas de fusion descritos anteriormente.
Por ejemplo, se proporciona un oligonucleétido que comprende una secuencia de acido nucleico con al menos un 80%
de identidad con una secuencia de acido nucleico de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7
0 SEQ ID NO: 9, o el complemento de los mismos. Dichos oligonucleétidos pueden, sin limitacion, tener un porcentaje
de identidad mas alto, que incluyen 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con las secuencias de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
5, SEQ ID NO: 7, 0 SEQ ID NO: 9, o las secuencias complementarias de las mismas.

Los vectores que comprenden los oligonucledtidos descritos anteriormente también se divulgan, al igual que las células
huésped que comprenden dichos vectores u oligonucledtidos.

Breve descripcion de los dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran mas evidentes para los de
experiencia ordinaria en la técnica mediante la descripcion en detalle a modo de ejemplo de las realizaciones de la
misma con referencia a los dibujos, en los que:

La figura 1 es una vista esquematica que muestra los productos de fusidon de un péptido SP fusionado con el
terminal N o el terminal C de una citoquina, que incluye hiL2, hiL12, hIL15y hIL18.

La figura 2 es una fotografia que muestra los resultados de electroforesis de las proteinas de fusion SP purificadas.

La figura 3 muestra la actividad de las células NK activada artificialmente en una persona normal a través del
analisis de una cantidad de interferén-y generado, cuando las células NK son estimuladas por una citoquina simple
(FIG. 3A) o citoquinas combinadas (FIG. 3B -3D).

La figura 4 es un grafico que muestra las citoquinas secretadas a partir de células NK activadas artificialmente a
través de ELISA tipo sandwich.

La figura 5 muestra una comparacion de la actividad proteica (A) y la estabilidad (B) entre SP IL-2 e IL-2.

La figura 6 muestra la actividad de las células NK en personas normales y pacientes con cancer que se tratan con
SP IL-2 (10 ng/ml) (Condicién A) y SP IL-2 (5 ng/ml)+IL-12 (5 ng/ml) (Condicion B), por separado.

La figura 7 es un grafico que muestra la capacidad de las células NK para secretar interferon-y en células T, células
NK, sangre entera y PBMC de acuerdo con el estimulo de IL2.

La figura 8 es un grafico que muestra una variacion en la cantidad de interferén-y secretada por las células NK de
una persona normal, segun lo estimulado por LPS.

La figura 9 es un grafico que muestra una variacion en la capacidad de las células NK para secretar interferén-y
de acuerdo con las concentraciones de IL12 e IL15 tratadas y la diferencia en las composiciones de los medios.

La figura 10 es un grafico que muestra una variacion en la cantidad de interferon-y secretado de acuerdo con la
etapa de progreso del cancer.

La figura 11 muestra los resultados del analisis de interferon-y generado a partir de células NK de una persona
normal estimulada por citoquinas utilizando una placa ELISA.

La figura 12 muestra los resultados de citometria de flujo de sangre entera de personas normales estimuladas por
citoquinas.

Descripcion detallada

La presente invencion esta dirigida a un procedimiento, kit, y reactivos para el diagnéstico de la incidencia de cancer
utilizando la interrelacion de cancer y las células NK.

Para este propdsito, se proporciona un procedimiento para medir la actividad de células NK de acuerdo con las
reivindicaciones adjuntas, dicho procedimiento comprende la estimulacion de células NK en una muestra de sangre
entera activando artificialmente de este modo las células NK para generar citoquinas que secretan las células NK, y
medir una cantidad de las citoquinas secretoras de células NK en la muestra de sangre entera.

Los presentes inventores han encontrado que, en base a la observacién de que una actividad de las células NK se
reduce en pacientes con cancer, la incidencia de cancer se puede tamizar principalmente mediante la medicién de la
actividad de células NK. El procedimiento descrito en el presente documento es capaz de determinar si las células NK
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funcionan normalmente dando un estimulo artificial a las células NK y midiendo un nivel de activacion de las células
NK mediante la deteccidon de cambios en la cantidad de citoquinas secretoras de células NK presentes en una muestra
de sangre, que difiere de otros procedimientos que simplemente miden el numero de células NK o una cantidad de
citoquinas originalmente presentes en la muestra de sangre. Por ejemplo, en un procedimiento convencional para
medir un nivel de activacion de las células NK, se ha utilizado un ensayo de liberacién de %'Cr como procedimiento
para medir la citotoxicidad especifica del objetivo. Sin embargo, cuando la actividad de las células NK se mide de esta
manera, se debe utilizar un isétopo radiactivo, y la medicién y el analisis son dificiles, complicados y costosos. Por lo
tanto, el ensayo no es adecuado para su uso en procedimientos de deteccidon/prueba de cancer primario que
simplemente pueden diagnosticar la incidencia de cancer. Por otro lado, de acuerdo con la presente invencion, dado
que la actividad de las células NK puede medirse estimulando las células NK para que generen citoquinas secretoras
de células NK y cuantificando las citoquinas secretoras de células NK generadas, un sujeto en el que se reduce la
actividad de las células NK puede ser cribado ventajosamente como un sujeto que padece cancer o en riesgo de
padecer cancer.

De acuerdo con la presente invencion, la muestra de sangre es sangre total que se toma del sujeto. El uso de la sangre
entera es ventajoso debido a una metodologia mas simple y costes reducidos.

Mientras tanto, en la presente invencion, el término “sujeto” se refiere a un mamifero que se sospecha que padece
cancer o que tiene una recaida de cancer, o que desea determinar la incidencia o la recaida del cancer.

Las células NK presentes en la muestra de sangre generalmente estan presentes en un estado inactivado. De acuerdo
con la presente invencion, al menos una citoquina, lipopolisacarido (LPS) o acido poliinosinico:policitidilico (poli I:C)
puede usarse como un agente, también denominado aqui como agonista o activador, que sirve para estimular tales
células NK en la muestra de sangre y activa artificialmente las células NK para generar citoquinas secretoras de células
NK. Aqui, la citoquina utilizada para activar las células NK puede ser interleuquina 2, interleuquina 12, interleuquina
15 e interleuquina 18, o combinaciones de las mismas. La interleuquina 2, la interleuquina 12, la interleuquina 15, la
interleuquina 18, la LPS o la poli I:C son ampliamente conocidas en la técnica por ser estimuladas para generar las
citoquinas secretoras de células NK. Por lo tanto, de acuerdo con una realizacién ejemplar de la presente invencion,
la estimulacion de las células NK puede realizarse incubando la muestra de sangre con al menos una citoquina, que
incluye interleuquina 2, interleuquina 12, interleuquina 15 y/o interleuquina 18, o al incubar la muestra de sangre con
LPS o poli I:C.

En una realizacién no limitante, la estimulacion de las células NK puede llevar a cabo mediante la incubacion de la
muestra de sangre con interleuquina 2. La interleuquina 2 es una de las citoquinas secretadas por las células T, y es
conocida por estar asociada con la activacion de las células NK por células T en una respuesta inmunitaria adaptativa
in vivo. Ademas, la interleuquina 2 es una citoquina que generalmente se usa ampliamente para activar las células NK
in vitro. Por lo tanto, la estimulacion de las células NK se puede llevar a cabo mediante la incubacién de la muestra de
sangre con la interleuquina 2.

En otra realizacion no limitante, la estimulacién de las células NK se puede llevar a cabo mediante la incubacién de la
muestra de sangre con interleuquina 2 y la interleuquina 12. En el caso de pacientes con cancer en etapa temprana,
la actividad de las células T puede ser alta, aunque la actividad de las células NK sea baja. Por el contrario, en el caso
de pacientes con cancer en etapa tardia, la actividad de las células T y de las células NK puede ser baja. La
interleuquina 12 participa en la activacion de las células T y de las células NK. Por lo tanto, si se trata la interleuquina
12 con interleuquina 2, las citoquinas secretadas debido a la estimulacion de las células T se agregan a la citoquina
secretada por las células NK. Por lo tanto, es posible evaluar el nivel total de inmunidad, asi como la inmunidad
anticancerigena de las células NK, y usar este nivel como un marcador que representa el grado de proceso del cancer
o el prondstico del tratamiento del cancer. La interleuquina 15 y la interleuquina 18 son citoquinas secretadas por
células dendriticas activadas y macroéfagos, e inducen la activacion y el crecimiento de las células NK durante una
respuesta inmunitaria in vitro innata. En particular, cuando la interleuquina 12 se combina con la interleuquina 15 o la
interleuquina 18, se puede usar una cantidad relativamente pequefia de la interleuquina 12 para estimular la secrecién
de las citoquinas secretoras de células NK en las células NK. Por lo tanto, la estimulacién de las células NK se puede
llevar a cabo eficazmente mediante la incubacion de la muestra de sangre con la interleuquina 12 y la interleuquina
15, o con la interleuquina 12 y la interleuquina 18.

De acuerdo con la presente invencién, un valor numérico de las citoquinas secretoras de células NK se utilizan como
medida para evaluar la actividad de las células NK. En la presente invencion, “citoquinas secretoras de células NK” se
refiere a las citoquinas secretadas por las células NK, en particular las citoquinas de las células NK activadas por
estimulacion artificial. En una realizacion, las citoquinas secretoras de células NK son al menos una citoquina
seleccionada del grupo de interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y proteina inflamatoria de
macrofagos-1p (MIP-1pB). El interferon-y es secretado por las células NK, las células dendriticas, las células Tc, las
células Th1 y similares, y se sabe que es una citoquina que cumple una funcién importante en la inmunidad innata y
la inmunidad adaptativa para el control del cancer. Ademas, el factor alfa de necrosis tumoral (TNF-a) mata las células
cancerosas y ademas participa en la eliminacién de intrusos externos como las bacterias, induce la activacion de las
células Ty cumple una funcidon como factor complementario para la produccién de anticuerpos a partir de las células
B. Por lo tanto, por ejemplo, cuando el valor numérico del interferén-y o factor de necrosis tumoral alfa es menor que
el del interferén-y o factor de necrosis tumoral alfa de una persona normal, esto indica que la actividad de las células
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NK para el control de cancer es problematico. Por lo tanto, es posible determinar la actividad de las células NK
comparando una cantidad de interferon-y o factor de necrosis tumoral alfa secretada por las células NK activadas
artificialmente con una cantidad de interferén-y o factor de necrosis tumoral alfa de la persona normal.

Mientras tanto, la proteina inflamatoria de macréfagos-1p(MIP-13) se puede utilizar como grupo de control para
comparar la activacion de las células NK. Como se muestra en los siguientes ejemplos, el valor numérico de la proteina
inflamatoria de macréfagos-1B(MIP-1B) es similarmente alto tanto en personas normales como en pacientes con
cancer. Por lo tanto, la proteina inflamatoria de macréfagos 1B(MIP-1p) puede usarse para analizar la actividad de las
células NK en personas normales y pacientes con cancer, o puede usarse como un grupo de control para el analisis
utilizando un kit de diagnoéstico de cancer.

La cuantificacion de las citoquinas secretoras de células NK puede realizarse por cualquier procedimiento conocido
en la técnica, pero la presente invencion no esta limitada a los mismos. Por ejemplo, la cuantificacion del interferon-y
puede realizarse utilizando un ensayo inmunosorbente ligado a la enzima interferén-y (ELISA de interferon-y).

Mientras tanto, al menos una citoquina que incluye interleuquina 2, interleuquina 12, interleuquina 15 o interleuquina
18, que se utiliza como un agente que sirve para estimular las células NK en la muestra de sangre y artificialmente
activar las células NK para generar citoquinas que secretan células NK, pueden estar en forma de una proteina de
fusion con un péptido estabilizador.

La interleuquina 2, la interleuquina 12, la interleuquina 15 o la interleuquina 18 en forma de una proteina de fusién con
un péptido estabilizador puede proporcionar una actividad bioldgica similar y la estabilidad de almacenamiento alta,
en comparacion con interleuquina 2, interleuquina 12, interleuquina 15 o interleuquina 18 tipo silvestre. Por ejemplo,
cuando la citoquina se une a un péptido estabilizador de este tipo, la citoquina tiene una actividad innata mientras
mantiene la estabilidad a pesar de los cambios en el entorno, como secado por congelacion.

El péptido de estabilizacion puede estar unido al terminal N o terminal C de la interleuquina 2, interleuquina 12,
interleuquina 15 o interleuquina 18, y la preparacion de tal proteina de fusidon puede llevarse a cabo utilizando
procedimientos conocidos de preparacién de proteinas de fusion.

De acuerdo con una realizacion ejemplar, un péptido de dominio de cola acida de terminal C (secuencia de
aminoacidos de cola acida de alfa-sinucleina, ATS) de una familia sinucleina se puede usar como el péptido de
estabilizacién que se puede unir a la interleuquina 2, la interleuquina 12, interleuquina 15 o interleuquina 18, pero la
presente invencion no se limita a las mismas. La patente registrada coreana ndmero 10-0506766 divulga que un
péptido ATS dota a una proteina asociada de fusién con una resistencia contra el estrés ambiental.

De acuerdo con un ejemplo de realizacion, el péptido de estabilizacién que puede usarse en el presente documento
incluye un péptido estabilizante seleccionado entre residuos de aminoacidos 103-115, residuos de aminoacidos 114-
126, residuos de aminoacidos 119-140 y residuos de aminoacidos 130-140 del dominio de cola acida de terminal C
de la a-sinucleina, los residuos de aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal C de la B-sinucleina, los
residuos de aminoacidos 96-127 del dominio de cola acida de terminal C de la y-sinucleina y residuos de aminoacidos
96-127 del dominio de cola acida de terminal C de la sinoretina. En la presente invencion, se puede realizar una
secuencia de aminoacidos de un péptido ATS, un péptido ATS y un procedimiento para preparar una proteina de
fusién que incluye la misma utilizando un procedimiento divulgado en la Patente Registrada Coreana No. 10-0506766.
Con referencia a los siguientes ejemplos, se muestra que la interleuquina 2, la interleuquina 12, la interleuquina 15 o
la interleuquina 18 fusionadas con el péptido ATS son altamente estables y expresan una actividad similar a una
version de tipo silvestre cuando la citoquina es activada por los linfocitos T.

En una realizacion, la etapa de estimulacion de las células NK en una muestra de sangre activa artificialmente de ese
modo las células NK para generar citoquinas que secretan las células NK se puede realizar en un medio que contiene
una proteina portadora. La proteina de transporte cumple una funcién para estabilizar las citoquinas como la
interleuquina 2, la interleuquina 12, la interleuquina 15 o la interleuquina 18, que se utilizan como agente para estimular
las células NK en la muestra de sangre y activar artificialmente las células NK para generar citoquinas secretoras de
células NK, y por lo tanto inducir a las células NK a producir mas citoquinas secretoras de células NK. La proteina de
transporte puede, en ciertas realizaciones, ser albumina de suero bovino o albumina de suero humano, pero no esta
limitada a la misma.

Mientras tanto, el procedimiento de medicion de la actividad de células NK se pueden usar para detectar la incidencia
o la recaida del cancer.

La actividad de las células NK se puede medir mediante la comparacion de una cantidad de citoquinas que secretan
las células NK secretada por las células NK activadas artificialmente con una cantidad de citoquinas que secretan las
células NK de la persona normal. En este caso, cuando la cantidad de citoquinas secretoras de células NK es menor
que la de las citoquinas secretoras de células NK de la persona normal, se considera que la actividad de las células
NK se reduce. Por lo tanto, es posible evaluar el riesgo de cancer o una recaida del cancer. Cuando la actividad de
las células NK se reduce en comparacioén con la persona normal, un sujeto puede clasificarse principalmente como un
paciente sospechoso de sufrir cancer o un paciente que tiene una recaida del cancer. Ademas, la incidencia o recaida
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del cancer puede diagnosticarse mediante un procedimiento de diagnostico adicional, como CT, MRI o tomografia por
emision de positrones (PET) para el diagnostico de cancer que generalmente se realiza, y mediante una prueba de
tejido final. Aunque el procedimiento de acuerdo con la presente invencion no es un procedimiento para diagnosticar
definitivamente el cancer, el procedimiento tiene un buen mérito en que la incidencia o recaida del cancer se puede
examinar principalmente utilizando sangre.

Ademas, la presente invencion proporciona un kit para la medicion de la actividad de células NK, que incluye un
agente, tal como un agonista o activador que sirve para estimular las células NK en una muestra de sangre y activar
artificialmente a las células NK para generar citoquinas secretoras de células NK. Tal kit para medir la actividad de las
células NK puede usarse para realizar facilmente el procedimiento mencionado anteriormente para medir la actividad
de las células NK.

En el kit para la medicion de la actividad de células NK, el agente que sirve para estimular las células NK y activar
artificialmente las células NK para generar citoquinas que secretan células NK puede ser al menos una citoquina, LPS
o poli I:C, y el citoquina puede seleccionarse de entre el grupo constituido por interleuquina 2, interleuquina 12,
interleuquina 15 y la interleuquina 18.

Ademas del agente que sirve para estimular las células NK'y artificialmente activar las células NK para generar las
citoquinas que secretan las células NK como el interferén-y, tal kit de diagndstico de cancer puede incluir componentes
adicionales para la medicion de la actividad de las células NK, por ejemplo, un anticuerpo para cuantificar las citoquinas
secretoras de células NK y un sustrato. En una realizacion, el kit de la presente invencion comprende ademas al menos
un anticuerpo seleccionado del grupo de un anticuerpo anti-INF-y, anticuerpo anti-TNF-a y anticuerpo anti-MIP-1p.

El anticuerpo en el kit de acuerdo con la presente invencion puede fijarse sobre un sustrato solido. El anticuerpo puede
repararse utilizando varios procedimientos como se describe en la literatura (Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow
& Lane; Cold Spring Harbor, 1988). El sustrato solido adecuado puede incluir una placa de cultivo celular, una placa
ELISA, un tubo y una pelicula polimérica. Ademas, el sustrato sdlido incluye una barra, un vidrio sintético, una perla
de agarosa, una copa, un paquete plano u otras peliculas o recubrimientos que estan soportados o unidos a los
soportes solidos.

Ademas, el kit de acuerdo con la presente invencién puede incluir un reactivo utilizado para el analisis inmunoldgico
con un anticuerpo que reconoce selectivamente las citoquinas secretoras de células NK tal como interferon-y. El
analisis inmunoldgico puede incluir todos los procedimientos que pueden medir la unién de un antigeno al anticuerpo
de acuerdo con la presente invencion. Tales procedimientos son conocidos en la técnica e incluyen, por ejemplo,
inmunocitoquimica e inmunohistoquimica, un radioinmunoensayo, ELISA, inmunotransferencia, un ensayo de Farr,
reaccion de precipitina, un procedimiento turbidimétrico, inmunodifusién, electrélisis a contracorriente, inmunodifusion
de un solo radical e inmunofluorescencia.

El reactivo utilizado para el analisis inmunoldégico incluye un portador adecuado, un marcador capaz de generar una
sefial detectable, un agente de disolucion, y un detergente. Ademas, cuando un material de marcado es una enzima,
el reactivo puede incluir un sustrato, que puede medir la actividad enzimatica, y un agente de detencion de la reaccion.
El portador adecuado puede incluir, pero no se limita a, un portador soluble, por ejemplo, uno de los tampones
fisioldgicamente disponibles conocidos en la técnica (por ejemplo, PBS) o un portador insoluble, por ejemplo un
polimero tal como particulas magnéticas obtenidas al recubrir un metal sobre poliestireno, polietileno, polipropileno,
poliéster, poliacrilonitrilo, una resina de fltor, dextrano reticulable, polisacarido y latex, y otros papeles, vidrios, metales,
agarosa y combinaciones de los mismos.

Como se puede usar la etiqueta que puede generar una sefial detectable, una enzima, un material fluorescente, un
material luminiscente y un material radioactivo. Como la enzima, se pueden usar peroxidasa, fosfatasa alcalina, -D-
galactosidasa, glucosa oxidasa, malato deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, invertasa y similares, y se
puede usar fluorescencia de isoticianato fluoresceina o ficobiliproteina como material fluorescente, se puede usar
isolucinol o lucigenina como material luminiscente, y se puede usar l131, C14 0 H3 como material radioactivo. Ademas
de los materiales ejemplares, sin embargo, cualquier material que pueda usarse para analisis inmunolégico se puede
utilizar en el presente documento.

Ademas, la presente invencion proporciona una proteina de fusion que incluye una citoquina unida a un péptido de
dominio de cola acida de terminal C de una familia sinucleina. Aqui, la citoquina puede ser interleuquina 2,
interleuquina 12, interleuquina 15 o interleuquina 18. Como se describié anteriormente, dicha proteina de fusién puede
usarse como el agente que sirve para estimular las células NK y activar artificialmente las células NK para generar
células NK. secretoras de citoquinas, y proporciona una mayor estabilidad a pesar de los cambios en entornos tales
como secado por congelamiento o almacenamiento a largo plazo, en comparacién con una interleuquina 2,
interleuquina 12, interleuquina 15 o interleuquina 18 tipo silvestre.

De acuerdo con una realizacion ejemplar, la proteina de fusidon puede ser una proteina de fusién en la que la
interleuquina 2 se une al péptido de dominio de cola acida de terminal C de la familia de la sinucleina.
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De acuerdo con ofra realizaciéon ejemplar, la proteina de fusién puede ser una proteina de fusién en la que la
interleuquina 12 esta unida al péptido dominio de cola acida de terminal C de la familia sinucleina.

De acuerdo con todavia otra realizacion ejemplar, la proteina de fusién puede ser una proteina de fusion en la que la
interleuquina 15 esta unido al péptido dominio de cola acida de terminal C de la familia sinucleina.

De acuerdo con otra realizacion ejemplar, la proteina de fusién puede ser una proteina de fusién en la que la
interleuquina 18 esta unido al péptido dominio de cola acida de terminal C de la familia sinucleina.

En la proteina de fusién, el péptido dominio de cola acida de terminal C de la familia sinucleina puede también ser
seleccionado de residuos de aminoacidos 103-115, residuos de aminoacidos 114-126, residuos de aminoacidos 119-
140 y residuos de aminoacidos 130-140 del dominio de cola acida de terminal C de la a-sinucleina, residuos de
aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal C de la B-sinucleina, residuos de aminoacidos 96-127 del
dominio de cola acida de terminal C de y-sinucleina y los residuos de aminoacidos 96-127 del dominio de cola acida
de terminal C de la sinoretina.

Ademas, la presente invencién proporciona el uso de la proteina de fusion para la activacion de las células NK. Como
se describié anteriormente, dicha proteina de fusion se puede usar para activar las células NK en la sangre para
promover la secrecién de citoquinas secretoras de células NK.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona una composiciéon para activar células NK. En el presente documento,
la composicion incluye al menos una proteina de fusion seleccionada del grupo que consiste en interleuquina 2 unida
a un péptido de dominio de cola acida de terminal C de una familia de sinucleina, interleuquina 12 unida al péptido de
dominio de cola acida de terminal C de la familia de sinucleina, la interleuquina 15 unida al péptido de dominio de cola
acida de terminal C de la familia de la sinucleina, y la interleuquina 18 unida al péptido de dominio de cola acida de
terminal C de la familia de la sinucleina.

De acuerdo con una realizacion ejemplar, el péptido dominio de cola acida de terminal C de la familia sinucleina puede
seleccionarse de residuos de aminoacidos 103-115, residuos de aminoacidos 114-126, residuos de aminoacidos 119-
140 y residuos de aminoacidos 130-40 del dominio de cola acida de terminal C de la a-sinucleina, residuos de
aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal C de la B-sinucleina, residuos de aminoacidos 96-127 del
dominio de cola acida de terminal C de y-sinucleina y los residuos de aminoacidos 96-127 del dominio de cola acida
de terminal C de la sinoretina.

Mientras tanto, la composicion para la activacion de las células NK puede incluir un tampén capaz de mantener y
almacenar la proteina de fusién, ademas de las citoquinas fusionadas con el péptido estabilizador.

Ademas, la presente invencién proporciona un kit diagndstico de cancer que incluye al menos una proteina de fusion
seleccionada del grupo que consiste en interleuquina 2 unida a un péptido de dominio de cola acida de terminal C de
una familia sinucleina, interleuquina 12 unido al terminal C péptido de dominio de cola acido de la familia de sinucleina,
la interleuquina 15 unida al péptido de dominio de cola acida de terminal C de la familia de la sinucleina e interleuquina
18 unida al péptido de dominio de cola acida de terminal C de la familia de la sinucleina. Como se describié
anteriormente, cuando una muestra de sangre tomada de un sujeto se incuba con la proteina de fusion, se activan las
células NK en la muestra de sangre. Por lo tanto, la actividad de las células NK en el sujeto puede medirse
cuantificando el interferon-y generado por la activacion de las células NK, diagnosticando asi principalmente el cancer
al clasificar a los sujetos que tienen una actividad de células NK mas baja que la de una persona normal como
pacientes en riesgo de padecer cancer o tener una recaida de cancer.

De acuerdo con una forma de realizacion ejemplar, el péptido dominio de cola acida de terminal C de la familia
sinucleina puede seleccionarse de residuos de aminoacidos 103-115, residuos de aminoacidos 114-126, residuos de
aminoacidos 119-140 y residuos de aminoacidos 130-40 del dominio de cola acida de terminal C de la a-sinucleina,
residuos de aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal C de la B-sinucleina, residuos de aminoacidos
96-127 del dominio de cola acida de terminal C de y-sinucleina y los residuos de aminoacidos 96-127 del dominio de
cola acida de terminal C de la sinoretina.

Ademas de la proteina de fusioén, un kit de diagnéstico tal cancer puede incluir componentes adicionales que se utilizan
para realizar el procedimiento de diagndstico de acuerdo con la presente invencion, por ejemplo, un anticuerpo para
la cuantificacion de las citoquinas que secretan las células NK, y un sustrato. Estos componentes se han descrito
anteriormente en relacién con el kit para medir la actividad de las células NK. Las instrucciones para usar estos
componentes en el procedimiento descrito anteriormente también se pueden incluir en el kit.

Sera evidente que estas y oftras caracteristicas, aspectos y ventajas de las realizaciones preferidas de la presente
invencion se describiran mas completamente en los siguientes ejemplos. También debe entenderse que estos
ejemplos se proporcionan solo con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la invencion. Un experto en
la materia entendera que se pueden hacer otros equivalentes y modificaciones sin apartarse del alcance de la
invencion como se reivindica. El alcance de la invencién esta determinado por las reivindicaciones adjuntas.
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Ejemplos

Ejemplo preparativo 1: Construccion del vector de expresion con péptido estabilizador - proteina de fusion de
IL

Para preparar IL-2, IL-12 IL-15 o IL-18 fusionadas con un péptido estabilizador, se construyd un vector de expresion.
Sel utilizé un péptido que contenia los residuos de aminoacidos 119-140 de la a-sinucleina (SEQ ID NO: 24; en lo
sucesivo, denominado “SP”) como péptido estabilizador. Los ADNc de IL2, IL12p35, IL12p40, IL15 e IL-18 se
obtuvieron aislando ARN total de linfocitos humanos utilizando un kit de extraccion de ARN total (Invitron
Biotechnology) y transcribiendo inversamente el ARN total utilizando transcriptasa inversa (Invitrogen). EI ADNc
resultante se utilizé6 como plantilla, y se amplificd con PCR utilizando los siguientes cebadores especificos para cada
gen de ADNc:

IL2-22-BamH1-F : ACAGGATCCCCTACTTCAAGTTCT (SEQ ID NO:11)

IL2-153-Xho-R : CACTCTCGAGTCAAGTCAGTGTTGAGAT (SEQ ID NO:12)
IL12-p40-23-BamH : GTGGATCCATATGGGAACTGAAGAAAGATG (SEQIDNO:13)
IL12-p40-328-CT-His : ATGGTGATGATGACTGCAGGGCACAGATGCCC (SEQ ID NO:14)
IL12-p35-23-BamH : GTGGATCCAGAAACCTCCCCGTGGC (SEQ ID NO:15)
IL12-p35-219-CT-His : ATGGTGATGATGGGAAGCATTCAGATAGC (SEQ ID NO:16)
IL15-49-Nde : GAGTCAAGCATATGAACTGGGTGAATGTAA (SEQ ID NO:17)
IL15-162-BamH-R : GTGGATCCAGAAGTGTTGATGAAC (SEQ ID NO:18)

IL18-37-BamH : GTGGATCCTACTTTGGCAAGCTTG (SEQ ID NO:19) subclonando secuencialmente genes que
codifican hIL2 amplificado por PCR y los residuos de aminoacidos 119-140 de la a-sinucleina en un vector de
expresion pRSETA. Se construyé un producto de fusion SPhIL12p40 subclonando secuencialmente genes que
codifican hlL12p40 amplificado por PCR vy los residuos de aminoacidos 119-140 de la a-sinucleina en un vector de
expresion pVL1393. Se construy6 un producto de fusion SP-hiL12p35 subclonando secuencialmente genes que
codifican hlL12p35 amplificado por PCR vy los residuos de aminoacidos 119-140 de la a-sinucleina en un vector de
expresion pVL1393. Se construyd un producto de fusion hiL15-SP mediante subclonacion secuencial de genes
que codifican hlL15 amplificado por PCR vy los residuos de aminoacidos 119-140 de la a-sinucleina en un vector
de expresion pRSETA. Se construyd un producto de fusion SP-hIL18 subclonando secuencialmente genes que
codifican hIL18 amplificado por PCR vy los residuos de aminoacidos 119-140 de la a-sinucleina en un vector de
expresion pRSETA. Las secuencias de todas las construcciones se confirmaron mediante secuenciacién de ADN.

El acido nucleico y secuencias de aminoacidos del producto de fusion SP-hIL2 se exponen en SEQ ID NOS: 1y 2,
respectivamente. Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos del producto de fusion SP-hIL12p40 se exponen
en SEQ ID NOS: 3y 4, respectivamente. Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos del producto de fusion
SP-hIL12p35 se exponen en SEQ ID NOS: 5y 6, respectivamente. Como se muestra en la FIG. 1, una secuencia 6X
His-tag esta contenida en cada vector con el propdsito de aislar y purificar el producto de fusiéon SP-hIL12p40 y el
producto de fusion SP-hIL12p35, que fueron expresados por virus. Las secuencias de acido nucleico y de aminoacidos
del producto de fusion hiL15-SP se exponen en SEQ ID NOS: 7 y 8, respectivamente. Ademas, las secuencias de
acido nucleico y de aminoacidos del producto de fusién SP-hIL18 se exponen en SEQ ID NOS: 9 y 10,
respectivamente.

Ejemplo de preparacion 2: Expresion y purificacion de proteina de fusion SP recombinante

El vector de expresion construido para expresar la proteina SP-hIL2 recombinante se transformé en Escherichia coli
BL21 (DE3) RIPL (Invitrogen), y se incubaron. Se centrifugd una solucién de cultivo a 10.000 rpm durante 10 minutos
para obtener un sedimento celular. El sedimento celular se resuspendié en solucién salina tamponada con fosfato
(PBS, pH 7,4), y luego se homogeneizé por sonicacion. La proteina de fusiéon SP expresada en forma insoluble en E.
coli se sometié a un procedimiento de replegamiento y luego se purificéd utilizando una resina de intercambio iénico.

Los dos vectores de expresion construidos para expresar la proteina SP-hIL12 recombinante se transfectaron en
estirpes celulares de insecto, células Sf21, para producir soluciones de cultivo virales, respectivamente. Las dos
soluciones de cultivo viral resultantes se transfectaron en una linea celular sf21 de insecto al mismo tiempo para
producir una proteina IL12p70 heterodimérica en la que la IL12p40 se unid a la IL12p35, que luego se purifico.

El vector de expresion construido para expresar la proteina hiIL15-SP recombinante se transformé en E. coli BL21
(DE3) RIPL (Invitrogen), y después se incubd. Se centrifugé una solucién de cultivo a 10.000 rpm durante 10 minutos
para obtener un sedimento celular. El sedimento celular se resuspendié en PBS (pH 7,4) y luego se homogeneizé por
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sonicacién. La proteina de fusién SP expresada en forma soluble en E. coli se purificé utilizando una resina de
intercambio iénico.

El vector de expresion construido para expresar la proteina SP-hIL18 recombinante se transformé en E. coli BL21
(DE3) RIPL (Invitrogen), y después se incubd. Se centrifugé una solucién de cultivo a 10.000 rpm durante 10 minutos
para obtener un sedimento celular. El sedimento celular se resuspendié en PBS (pH 7,4) y luego se homogeneizé por
sonicacién. La proteina de fusién SP expresada en forma soluble en E. coli se purificd utilizando una resina de
intercambio iénico.

La proteina de fusion purificada SP (3UG) se sometid a electroforesis utilizando 15% SDS-PAGE para confirmar una
proteina purificada final (figura 2; (a) proteina SP-hIL2 (ATGen, Cat # ATGK04), (b) Proteina IL15- SP (ATGen, Cat #
ATGKaO06), y (c) proteina SPIL18 (ATGen, Cat # ATGKO07)).

Ejemplo experimental 1: Tipos de citoquinas confirmadoras capaces de activar células NK en sangre entera

Se colocaron 1 ml de sangre entera de una persona normal y 1 ml de un medio RPMI1640 en una placa de cultivo
celular de 24 pozos, mezclada con 10 ng/ml de cada una de las interleuquinas humanas recombinantes IL-2, IL-12,
IL-15 e IL-18, y luego se cultivaron durante 24 horas. Después del cultivo de 24 horas, se tomd un sobrenadante y se
midio una cantidad de interferén-y en el sobrenadante utilizando un procedimiento ELISA tipo emparedado (Figura
3A). Como resultado, las citoquinas secretadas por las células NK en la muestra de sangre de la persona normal no
se detectaron debido a su cantidad de trazas, pero cuando la muestra de sangre se traté con al menos uno de IL-2,
IL-12, IL-15 y IL-18, se aumentd el nivel de citoquinas secretadas por las células NK en la muestra de sangre. Cuando
la muestra de sangre se traté con un estimulador de células NK solo, se observd que un nivel de interferén-y en la
muestra de sangre aumenté especialmente en los grupos tratados con IL-2 e IL-12 (Figura 3A).

Ademas, se pusieron 1 ml de sangre entera de una persona normal y 1 ml de un medio RPMI1640 en una placa de
cultivo celular de 24 pozos, se traté con varias combinaciones de interleuquinas humanas recombinantes como se
muestra en la figura. 3B (cada 10 ng/ml), y cultivadas durante 24 horas. Después del cultivo de 24 horas, se tomd un
sobrenadante y se midié un nivel de interferén-y de la misma manera que se describié anteriormente. Cuando se traté
la sangre entera con varias combinaciones de estimuladores de células NK, se observd que un nivel de interferon-y
aumentaba especialmente en presencia de IL-2+IL-12 (Figura 3B).

Ademas, con el fin de medir un nivel de interferén-y después del tratamiento con una combinacion de IL-12 e IL-15, la
sangre entera se traté con una concentracion del estimulador de células NK tal como se muestra en la figura. 3C, y
cultivado durante 24 horas. Después del cultivo de 24 horas, se tomd un sobrenadante y se midié un nivel de interferon-
y de la misma manera que se describié anteriormente.

Con el fin de medir un nivel de interferon-y después de que el tratamiento de una combinacion de IL-12 e IL-18, la
sangre entera fue también tratada con una concentracion del estimulador de células NK tal como se muestra en la
figura 3D, y luego cultivado durante 24 horas. Después del cultivo de 24 horas, se tomé un sobrenadante y se midid
un nivel de interferén-y de la misma manera que se describié anteriormente.

Ejemplo Experimental 2: Confirmacion de tipos de citoquinas secretadas de células NK activadas
artificialmente con IL-2

Se tomaron muestras de sangre entera de 61 personas normales y 50 pacientes con cancer. Se colocaron 1 ml de
sangre entera 'y 1 ml de un medio RPMI1640 en una placa de cultivo celular de 24 pozos, se trataron con 10 ng/ml de
una interleuquina humana recombinante SP IL-2 y luego se cultivaron durante 24 horas. Después del cultivo de 24
horas, se tom6 un sobrenadante, y luego se midieron los niveles de interferon-y, TNF-a y MIP-1f utilizando un
procedimiento ELISA tipo emparedado. Como resultado, se confirmé que el interferon-y y TNF-a. fueron secretados de
la sangre entera de la persona normal en una cantidad menor que la del paciente con cancer, pero el MIP-1p fue
secretado de las muestras de sangre entera de la persona normal y el paciente con cancer, como se muestra en la
FIG. 4.

En el caso de reactivos de diagnostico in vitro utilizados en un ensayo de enfermedad, se utilizaron una variedad de
técnicas de validacion. En general, se usaron en este documento un intervalo normal y un ensayo de corte. El rango
normal es un rango de referencia que se utiliza para medir un valor promedio y una desviacion estandar de cada grupo
de muestras, y el ensayo de corte es un procedimiento para medir la sensibilidad y especificidad clinica mediante el
calculo de un valor estimado de un reactivo de diagndstico in vitro. La sensibilidad clinica significa una probabilidad de
que se demuestre que muestra resultados positivos de una prueba de diagndstico cuando un paciente sufre de una
enfermedad, y la especificidad clinica significa una probabilidad de que se demuestre que muestra resultados
negativos de la prueba de diagndstico cuando un paciente no padece una enfermedad.

Se supone que, cuando un valor de corte es mas de 10% y menos del 10%, el valor de corte se ajusta a valores
positivos y negativos, respectivamente. Luego, la sensibilidad clinica y la especificidad clinica se midieron utilizando
un ensayo de corte. Los resultados se enumeran en la Tabla 1.
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Tabla 1
IFN-y TNF-a MIP-1B
Sensibilidad clinica (%) 98,4 90,9 100
Especificidad clinica (%) 98.0 69.0 50

En los grupos de pacientes de cancer y las personas normales, IFN-y se midié para tener una sensibilidad del 98,4%
y una especificidad del 98%. Aunque se midi6 que el TNF-a tenia una sensibilidad del 90,9% y una especificidad del
69%, que eran mas bajas que las de IFN-y, los kits de diagnostico de cancer desarrollados hasta la fecha tienen una
especificidad de como maximo del 20 al 30%. Por lo tanto, se espera que el TNF-a que tiene una especificidad de
aproximadamente el 70% o mas también pueda usarse como marcador para kits de diagndstico de cancer para medir
la actividad de las células NK.

Ejemplo Experimental 3: Comparacion de estabilidades de SP IL-2 e IL-2

Con el fin de comparar las estabilidades de SP IL-2 e IL-2, se tomaron muestras de sangre entera de dos personas.
Se colocaron 1 ml de cada muestra de sangre entera obtenida y 1 ml de un medio RPMI1640 en una placa de cultivo
celular de 24 pozos, y luego se agregaron SP IL-2 e IL-2, se mezclaron completamente y luego se cultivaron durante
24 horas. Después del cultivo de 24 horas, se tomdé un sobrenadante y se midié un nivel de interferén-y utilizando un
procedimiento ELISA tipo emparedado. A partir de los resultados de los ensayos de actividad de IL-2 y SP IL-2, se
observé que no habia diferencia en las actividades de las dos proteinas (Figura 5A). Sin embargo, cuando la sangre
entera se traté con SP IL-2 en lugar de IL-2 en condiciones de cultivo de sangre entera, respectivamente, se pudo
confirmar que las células NK fueron activadas por SP IL-2, aumentando asi el nivel del interferon-y (figura 5B). Esto
indica que no hay diferencia en las actividades de las dos proteinas, pero la estabilidad de IL-2 aumenta debido a la
aplicacion de SP.

Ejemplo Experimental 4: Comparacion de la actividad de células NK de personas normales y pacientes con
cancer de acuerdo con las condiciones para la simulacion de las células NK

1 ml de cada una de las muestras de sangre entera tomadas de 20 personas normales y 48 pacientes de cancer
terminal (etapa 3 a 4) y 1 ml de un medio RPMI1640 se colocaron en una placa de cultivo de 24 pozos, cada muestra
se dividioé en dos subgrupos y los subgrupos se trataron con SP IL-2 (10 ng/ml) (Condicién A) y SP IL-2 (5 ng/ml) + IL-
12 (5 ng/ml) (condicién B), respectivamente, y luego se cultivaron durante 24 horas. Después del cultivo, se tomé un
sobrenadante y se midié un nivel de interferon-y utilizando un procedimiento ELISA tipo emparedado.

Como resultado, se observd que aproximadamente el 90% de las personas normales tenian un alto nivel de interferon-
y pero la mayoria de los pacientes con cancer tiene un bajo nivel de interferon-y en el caso de la condicion A, como
se muestra en la figura. 6. En el caso de la Condicién B, también se observé que las personas normales tenian un
nivel alto de interferén y, pero la mayoria de los pacientes con cancer tenian un nivel bajo de interferén y. Sin embargo,
el alto nivel de interferédn-y fue mayor en los pacientes con cancer en el caso de la condicion B, en comparacion con
el caso de la condicion A. Cuando la muestra de sangre entera se trata solo con SP IL-2, solo las células NK se activan
especificamente (ver el siguiente ejemplo experimental 5 y la figura 7), pero es probable que las células NK se activen
junto con las células T cuando la muestra de sangre entera se trata con una combinacion de SP IL-2 e IL-12, y por lo
tanto un nivel de interferdn-y es probable que se incremente por la activacion de las células T. Por lo tanto, se considera
que es posible observar un alto nivel de interferén-y en algunos de los pacientes con cancer en los que permanece la
actividad de las células T. Cuando los pacientes con cancer tenian un nivel bajo de interferén y, incluso cuando se
trataban con la Condicién B, se podia deducir que la inmunidad anticancerigena de las células NK y las inmunidades
sistémicas generales disminuian en los pacientes con cancer. Se considera que se usa como un marcador importante
para determinar la progresion o el prondstico del cancer.

Ejemplo experimental 5: Comparacion de la actividad de las células NK de personas normales y pacientes con
cancer por IL2 segun el tipo de muestras de sangre

Con el fin de determinar la diferencia en la capacidad de secrecion de interferén-y por IL2 de acuerdo con el tipo de
muestras de sangre de personas normales, se realizd el siguiente experimento. (a) La capacidad de secrecion de
interferon-y de las células NK en 1 ng/ml de IL2 de las células T, (b) la capacidad de secrecion de interferén-y de las
células NK en 1 ng/ml de IL2 de las células NK, (c) se midio la capacidad de secrecion de interferén-y de las células
NK en 1 ng/ml de IL2 de la sangre entera, y (d) se midié la capacidad de secrecion de interferon-y de las células NK
de acuerdo con la concentracion de IL2 de las PBMC. Los resultados se muestran en la figura 7. El interferén-y se
midié de la misma manera que se describié anteriormente. Como resultado, dado que la cantidad de interferon-
secretada por la activacion de la IL2 en las células T fue cambiada, pero no muy diferente de la del interferén-y de un
grupo no tratado, las células T no fueron adecuadas para su uso como una muestra de sangre En la sangre entera,
las PBMC vy las células NK, existe una diferencia significativa en la cantidad de interferon-y, en comparacioén con la de
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la interferon-y del grupo no tratado. Por lo tanto, la sangre entera, las PBMC y las células NK se evaluaron como
muestras de sangre adecuadas para aplicar al procedimiento y kit de acuerdo con la presente invencion.

Ejemplo Experimental 6: Comparacion de Actividad de Células NK de personas normales por LPS

Como otro ejemplo del agente que sirve para estimular las células NK en una muestra de sangre y artificialmente
activar las células NK para generar interferon-y, LPS se utilizd para medir una cantidad de interferén-y de sangre
humana entera. Como se muestra en la FIG. 8, se reveld que la secrecion de interferon-y fue inducida por 50 ng/ml de
LPS, lo que indica que las células NK pueden activarse artificialmente para generar el interferon-y incluso cuando las
células NK se estimulan con un agonista inespecifico como LPS

Ejemplo Experimental 7: Estimulacion de células NK por hiL12 y hiL15 fusionado con péptidos estabilizantes

Como un tubo para la incubacion de las células NK, un tubo (BD) que contiene un anticoagulante, heparina de sodio,
se adquirid y se utiliza para prevenir la coagulacion de la sangre. Se tomaron 5 ml de sangre entera y se colocaron en
el tubo que contiene el anticoagulante (heparina de sodio). Se mezcld 1 ml de la sangre entera obtenida con medio
RPIM1640 y se afadieron activadores de células NK, SPhIL2/hIL12. La mezcla resultante se incubd a 37 °C durante
16 a 24 horas. La estimulaciéon de las células NK en la sangre entera por el SP hIL2 fusionado con el péptido
estabilizador y hIL12 se determind midiendo una cantidad de interferon-y en sangre incubada de acuerdo con el
procedimiento descrito en el Ejemplo Experimental anterior.

Mientras tanto, se midi6 la cantidad del interferon-y secretada de acuerdo con las condiciones de cultivo de sangre
entera. Tal como se muestra en la figura 9, se reveld que la capacidad de secrecion de interferéon-y de las células NK
se incrementd cuando las células NK se incubaron en PBS suplementado con una proteina de transporte como la
albumina de suero bovino, en comparacion con cuando las células NK se incubaron en PBS.

Ejemplo experimental 8: Diferencia de la secrecion de interferon-y de acuerdo con la etapa de progreso del
cancer

Para determinar una cantidad de interferén-y secretada de acuerdo con la etapa de progreso del cancer, sangre entera
del paciente 1 con cancer (un paciente completamente recuperado del cancer de mama), paciente 2 con cancer (un
paciente sospechoso de sufrir cancer cerebral) y una persona normal fue incubada durante 24 horas en medio
RPMI1640 suplementado con 100 ng/ml de IL12 y 1000 ng/ml de IL15, y cantidades del interferon-y secretado se
midieron como se describio anteriormente. Ademas, la sangre entera se sometid a citometria de flujo.

Como resultado, las capacidades de secrecion de interferén-y se confirmaron con el fin de que la persona normal, el
paciente 1 con cancer y el paciente 2 con cancer, como se muestra en la figura. 10. Por lo tanto, se confirmé que las
cantidades de interferon-y secretadas de acuerdo con la etapa de progresion del cancer eran diferentes. A partir de
estos hechos, se vio que el procedimiento de acuerdo con la presente invencion se puede usar para medir una cantidad
de interferon-y secretada por las células NK en la muestra de sangre, prediciendo asi la incidencia y la etapa de
progreso del cancer, o prediciendo la recaida del cancer.

Ejemplo Experimental 9: Cuantificacion de interferon-y generada por la estimulacion de células NK

Como un tubo para la incubacion de las células NK, un tubo (BD) que contiene un anticoagulante, heparina de sodio,
se adquirid y se utiliza para prevenir la coagulacion de la sangre. Se tomaron 5 ml de sangre entera de ocho personas
normales y se colocaron en el tubo que contenia el anticoagulante (heparina de sodio). Se mezcloé 1 ml de la sangre
entera obtenida con medio RPIM1640, y se afiadieron al mismo SP-hIL12/hIL15-SP unido al péptido estabilizador. La
mezcla resultante se incubd a 37 °C durante 16 a 24 horas.

La sangre entera a partir de ocho personas normales se incubaron a 37 °C se centrifugé a 1500 a 2000 g para obtener
el suero como sobrenadante. Luego, se tomaron de 150 a 200 ul del suero y se sometieron a ELISA con interferén-y.
El 0,05% de anticuerpo primario Tween (anticuerpo monoclonal anti-interferon-y humano, ATGen Cat # ATGKO02) se
diluyé con un tampon de recubrimiento (carbonato de sodio 0,1, pH 9,5) en una proporcion de 1: 1000. El anticuerpo
primario diluido se dividié en una placa ELISA de microtitulacion de 96 pozos (Nunc Maxisorp; NUNC, Naperville, IL)
a una dosis de 100 ul/pozo, y se mantuvo a 4 °C durante 16 a 18 horas. Posteriormente, se eliminé una solucion en la
placa, y la placa se lavdé con una solucion de lavado (PBS que contenia Tween 20 al 0,05%) a una dosis de 400
ul/pozo. En este caso, el lavado se realizo tres veces. Luego, el PBS que contenia suero bovino fetal al 10% (FBS) se
dividié a una dosis de 300 ul/pozo y se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se elimind
una solucion en la placa, y la placa se lavé con PBST (una solucion de PBS que contenia Tween 20 al 0,05%) a una
dosis de 400 ul/pozo. En este caso, el lavado se realizo6 tres veces. La placa ELISA de microtitulacion de 96 pozos
recubierta con el anticuerpo primario se sell6 y se almacené a 4 °C para su uso.

Una solucién estandar de interferén-y (PBS que contiene 200 ng de humano recombinante de interferon-y (ATGen,
Cat # IFG4001) y 0,05% Proclin 300) se diluyé y se divide en una dosis de 100 ul/pozo en la placa de microtitulacién
de ELISA de 96 pozos recubierta con el anticuerpo primario, y el suero del paciente preparado en la etapa experimental
se dividié a una dosis de 100 ul/pozo, y luego se mantuvo a temperatura ambiente durante 2 horas.
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Tabla 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Blanco Blanco UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
B Blanco Blanco UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
C S1 S1 UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
D S2 S2 UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
E S3 S3 UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
F S4 S4 UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
G S5 S5 UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK
H S6 S6 UK UK UK UK UK UK UK UK UK UK

Blanco: Solo tampon, S1-S6: estandar diluido serialmente, y UK (desconocido): suero de paciente

Después de 2 horas, se elimind una solucién en la placa de ELISA de 96 pozos de microtitulacion, y la placa se lavo
con una solucién de lavado a una dosis de 400 ul/pozo. En este caso, el lavado se realizd tres veces. Luego, un
anticuerpo secundario (anticuerpo monoclonal anti interferon biotinilado humano (ATGen Cat # ATGKO03)) se diluyd
con una solucién diluida en una proporcion de 1: 500, se dividié a una dosis de 100 ul/pozo y luego se mantuvo a
temperatura ambiente durante 1 hora. Posteriormente, se elimind la solucién en la placa, y la placa se lavo tres veces
con una solucién de lavado a una dosis de 400 ul/pozo. Una solucion de estreptavidina conjugada con HRP (Thermo
Scientific, Cat # 21130) se diluyd con una solucién diluida en una proporcion de 1: 3000, se dividié a una dosis de 100
ul/pozo y luego se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego, la solucién diluida de estreptavidina
HRP conjugada diluida se dividié en la placa ELISA, y se incubd durante 1 hora. Después de la incubacion de una
hora, se retiré una solucion en la placa ELISA de microtitulacion de 96 pozos, y la placa se lavo tres veces con una
solucion de lavado a una dosis de 400 ul/pozo.

Se disolvié 1 mg de tetrametilbenzidina (TMB) en 1 ml de dimetilsulféxido (DMSO), y la mezcla resultante se diluyo
con 9 ml de 0,05 M tampoén de citrato fosfato para preparar una solucion sustrato. Luego, la solucion de sustrato se
dividié en la placa a una dosis de 100 ul/pozo, y se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Una solucion de reaccion de parada (una solucion de acido sulfarico 2 N diluida) se dividié en una dosis de 100 ul/pozo
para detener la reaccion, y la solucion de reaccion resultante se midio a 450 nm utilizando un lector de ELISA.

Las capacidades de secrecion de interferon-y de las células NK medidas utilizando la sangre entera de ocho personas
normales se muestran en la FIG. 11. Estos resultados indican que, cuando la citoquina estimula la sangre entera, las
células inmunes presentes en la sangre se activan efectivamente para inducir la secrecion de interferén-y.

Ademas, después de toda la sangre de las ocho personas normales fue estimulada por la citoquina, la sangre entera
se sometio a citometria de flujo. Los resultados se muestran en la figura 12. A partir de estos resultados, se revelé que
las células NK expresaban citotoxicidad a medida que las células NK se activaban por la estimulacién de la sangre
entera. CD56 es un marcador de las células NK, y CD107a es un marcador que indica que las células NK secretan
granulos citotéxicos. Como los resultados de la secrecion del interferon-y de la FIG. 11 se correlacionan
significativamente con los resultados de citotoxicidad de las células NK de la figura 12, se vio que la capacidad de
secrecion de interferon-y de las células NK por la estimulacion de la sangre entera expresa indirectamente la
citotoxicidad de las células NK.

De acuerdo con la presente invencion, la incidencia o recaida del cancer puede diagnosticarse monitorizando los
cambios en un sistema inmunitario in vivo y midiendo la actividad de las células NK en la sangre, por ejemplo, en un
sujeto con o sospechoso de tener cancer. Por lo tanto, la presente invencion puede ser Util para predecir la incidencia
o recaida del cancer utilizando una muestra de sangre de un sujeto.

Si bien se han descrito realizaciones ejemplares en este documento, debe entenderse que el alcance de la proteccion
esta definido por las reivindicaciones dentro de las cuales pueden ser posibles otras variaciones.

Lista de secuencias
<110> ATGen Co. Ltd.

<120> Procedimiento para diagnosticar cancer y kit de diagndstico que utiliza medicién de actividad de células NK
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial
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<223> Secuencia de codificacion de fusion SP-hIL2

<400> 1

atggaccctg acaatgaggc ttatgaaatg ccttctgagg aagggtatca agactacgaa 60
cctgaagccg gatcccctac ttcaagttct acaaagaaaa cacagctaca actggagcat 120
ttactgctgg atttacagat gattttgaat ggaattaata attacaagaa tcccaaactc 180
accaggatgc tcacatttaa gttttacatg cccaagaagg ccacagaact gaaacatctt 240
cagtgtctag aagaagaact caaacctctg gaggaagtgc taaatttagc tcaaagcaaa 300
aactttcact taagacccag ggacttaatc agcaatatca acgtaatagt tctggaacta 360
aagggatctg aaacaacatt catgtgtgaa tatgctgatg agacagcaac cattgtagaa 420
tttctgaaca gatggattac cttttgtcaa agcatcatct caacactgac ttga 474
<210>2
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<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido de fusién SP-hIL2
<400> 2

Met Asp Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu Met Pro Ser Glu Glu Gly Tyr
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Gln Asp Tyr Glu Pro Glu Ala Gly Ser Pro Thr Ser Ser Ser Thr Lys
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Lys Thr Gln Leu Gln Leu Glu His Leu Leu Leu Asp Leu Gln Met Ile
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Leu

Thr

65

Gln

Ala

Ile

Cys

Trp
145

Asn

50

Phe

Cys

Gln

Asn

Glu

130

Ile

<210> 3

Gly Ile Asn

Lys Phe Tyr

Leu Glu Glu
85

Ser Lys Asn
100

Val Ile Val
115

Tyr Ala Asp

Thr Phe Cys
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Asn

Met

70

Glu

Phe

Leu

Glu

Gln
150

<213> Secuencia Artificial

<220>

Tyr
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Pro

Leu

His

Glu

Thr

135

Ser
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Lys Asn Pro Lys Leu Thr Arg

60

Lys Lys Ala Thr Glu Leu Lys

75

Lys Pro Leu Glu Glu Val Leu
90

Leu Arg Pro Arg Asp Leu Ile

105

110

Leu Lys Gly Ser Glu Thr Thr

120

125

Ala Thr Ile Val Glu Phe Leu
140

Ile Ile Ser Thr Leu Thr

155

<223> Secuencia de codificacion de fusiéon SP-hIL12p40

<400> 3

atggaccctg acaatgaggc ttatgaaatg
cctgaagecg gatccatatg ggaactgaag
tatccggatg cccctggaga aatggtggtce
atcacctgga ccttggacca gagcagtgag
caagtcaaag agtttggaga tgctggccag

agccattcge tcctgcectget tcacaaaaag

aaggaccaga aagaacccaa aaataagacc

ggacgtttca cctgctggtg gctgacgaca

agcagcagag gctcttctga cccccaaggg

gagagagtca gaggggacaa caaggagtat

gcctgeccag ctgctgagga gagtctgcecce

ctcaagtatg aaaactacac cagcagcttc

cccaagaact tgcagctgaa gccattaaag
taccctgaca cctggagtac tccacattcc
cagggcaaga gcaagagaga aaagaaagat
gtcatctgcc gcaaaaatgc cagcattagce

tcttggageg aatgggcatce tgtgccectge

<210> 4

<211> 337

<212> PRT

ccttctgagg
aaagatgttt
ctcacctgtg
gtcttaggcect
tacacctgtc
gaagatggaa
tttctaagat
atcagtactg
gtgacgtgcg
gagtactcag
attgaggtca
ttcatcaggg
aattctcgge
tacttctccc
agagtcttca
gtgcgggeee

agtcatcatc

aagggtatca
atgtcgtaga
acacccctga
ctggcaaaac
acaaaggagg
tttggtccac
gcgaggccaa
atttgacatt
gagctgctac
tggagtgcca
tggtggatge
acatcatcaa
aggtggaggt
tgacattctg
cggacaagac
aggaccgcta

accatcacca

agactacgaa
attggattgg
agaagatggt
cctgaccatc
cgaggttcta
tgatatttta
gaattattct
cagtgtcaaa
actctctgca
ggaggacagt
cgttcacaag
acctgaccca
cagctgggag
cgttcaggtc
ctcagccacg
ctatagctca

ctga

15

Met

His

Asn

95

Ser

Phe

Asn

Leu

Leu
80

Leu

Asn

Met

Arg

60

180
240

300

420
480
540
600
660

720

840
900
960
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Polipéptido de fusion SP-hIL12p40

<400> 4

Met Asp Pro

1

Gln

Val

Val

Leu

65

Gln

Gly

Gly

Lys

Cys

145

Ser

Asp

Tyr

Val

Asp

Val

Glu

Ile

Thr

130

Trp

Ser

Tyr

Val

35

Leu

Gln

Lys

Val

Trp

115

Phe

Trp

Arg

Asp

Glu

20

val

Thr

Ser

Glu

Leu

100

Ser

Leu

Leu

Gly

Asn

Pro

Glu

Cys

Ser

Phe

Ser

Thr

Arg

Thr

Ser
165

Glu

Glu

Leu

Asp

Glu

70

Gly

His

Asp

Cys

Thr

150

Ser

Ala

Ala

Asp

Thr

Val

Asp

Ser

Ile

Glu

135

Ile

Asp

Tyr

Gly

Trp

40

Pro

Leu

Ala

Leu

Leu

120

Ala

Ser

Pro

Glu

Ser

25

Tyr

Glu

Gly

Gly

Leu

105

Lys

Lys

Thr

Gln
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Met

10

Ile

Pro

Glu

Ser

Gln

Leu

Asp

Asn

Asp

Gly
170

Pro

Trp

Asp

Asp

Gly

75

Tyr

Leu

Gln

Tyr

Leu

155

Val

Ser

Glu

Ala

Gly

60

Lys

Thr

His

Lys

Ser

140

Thr

Thr

Glu

Leu

Pro

45

Ile

Thr

Cys

Lys

Glu

125

Gly

Phe

Cys

16

Glu

Lys

30

Gly

Thr

Leu

His

Lys

110

Pro

Arg

Ser

Gly

Gly

15

Lys

Glu

Trp

Thr

Lys

95

Glu

Lys

Phe

Val

Ala
175

Tyr

Asp

Met

Thr

Ile

80

Gly

Asp

Asn

Thr

Lys

160

Ala
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Thr Leu Ser Ala Glu Arg Val

180

Ser Val Glu Cys Gln Glu Asp
195

Leu Pro Ile Glu Val Met Val

210

215

Asn Tyr Thr Ser Ser Phe Phe

225

230

Pro Lys Asn Leu Gln Leu Lys
245

Val Ser Trp Glu Tyr Pro Asp

260

Ser Leu Thr Phe Cys Val Gln
275

Lys Asp Arg Val Phe Thr Asp

290

295

Lys Asn Ala Ser Ile Ser Val

305

310

Ser Trp Ser Glu Trp Ala Ser
325

His
<210>5
<211> 687

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

Arg

Ser

200

Asp

Ile

Pro

Thr

Val

280

Lys

Arg

Val

Gly

185

Ala

Ala

Arg

Leu

Trp

265

Gln

Thr

Ala

Pro

ES 2797 549 T3

Asp Asn Lys

Cys Pro Ala

Val His Lys
220

Asp Ile Ile
235

Lys Asn Ser
250

Ser Thr Pro

Gly Lys Ser

Ser Ala Thr
300

Glu Tyr
190

Ala Glu
205

Leu Lys

Lys Pro

Arg Gln

His Ser
270

Lys Arg
285

Val Ile

Gln Asp Arg Tyr Tyr

315

Cys Ser His
330

His His

<223> Secuencia de codificacion de fusién de SP-hIL12p35

<400> 5

atggaccctg
cctgaageceg
cttcaccact
actctagaat

aaaaccagca

aactcaagag
tttatgatgg
ttcaagacca
aacatgctgg
ccacaaaaat
cttcttcatg

gcttceccatce

acaatgaggc
gatccagaaa
cccaaaacct
tttacccttg
cagtggaggc
aaacttcatt
ccctgtgect
tgaatgcaaa
cagttattga
cctccettga
ctttcagaat

atcaccatca

ttatgaaatg
cctceecgtg
gctgagggec
cacttctgaa
ctgtttacca
tatcacaaac
tagtagtatt
gcttctgatg
tgagctgatg
agaaccggat
tcgggeagtyg

ccactga

ccttctgagg aagggtatca

gccactccag acccaggaat

gtcagcaaca tgctccagaa

gagattgatc atgaagatat

ttggaattaa ccaagaatga

ggtagttgcc tggcctccag

tatgaagact tgaagatgta

gaccctaaga ggcaaatctt

caggccctga atttcaacag

ttttataaaa ctaaaatcaa

actattgata gagtgatgag

agactacgaa
gttcccatge
ggccagacaa
cacaaaagat
aagctgtctt
aaagacctct
ccaggtggag
tctagatcaa
tgagactgtg
gctctgcata

ctatctgaat

17

Glu

Glu

Tyr

Asp

Val

255

Tyr

Glu

Cys

Ser

His
335

Tyr

Ser

Glu

Pro
240

Glu

Phe

Lys

Arg

Ser
320

His

60

120

240
300
360
420
480
540
600
660

687
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<210>6

<211> 228

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2797 549 T3

<223> Polipéptido de fusién de SP-hIL12p35

<400> 6

Met Asp Pro

1

Gln

Pro

Arg

Tyr

65

Lys

Glu

Cys

Ser

Asn

145

Asn

Ser

Lys

Ala

His
225

Asp

Asp

Ala

50

Pro

Thr

Ser

Leu

Ile

130

Ala

Met

Glu

Thr

val

210

His

<210>7

Tyr

Pro

35

Val

Cys

Ser

Cys

Ala

115

Tyr

Lys

Leu

Thr

Lys

195

Thr

His

<211> 420

Asp

Glu

20

Gly

Ser

Thr

Thr

Leu

100

Ser

Glu

Leu

Ala

Val

180

Ile

Ile

His

Asn

Pro

Met

Asn

Ser

Val

85

Asn

Arg

Asp

Leu

Val

165

Pro

Lys

Asp

Glu

Glu

Phe

Met

Glu

70

Glu

Ser

Lys

Leu

Met

150

Ile

Gln

Leu

Arg

Ala

Ala

Pro

Leu

55

Glu

Ala

Arg

Thr

Lys

135

Asp

Asp

Lys

Cys

Val
215

Tyr

Gly

Cys

40

Gln

Ile

Cys

Glu

Ser

120

Met

Pro

Glu

Ser

Ile

200

Met

Glu

Ser

25

Leu

Lys

Asp

Leu

Thr

105

Phe

Tyr

Lys

Leu

Ser

185

Leu

Ser

Met

10

Arg

His

Ala

His

Pro

90

Ser

Met

Gln

Arg

Met

170

Leu

Leu

Tyr

Pro

Asn

His

Arg

Glu

75

Leu

Phe

Met

Val

Gln

155

Gln

Glu

His

Leu

Ser

Leu

Ser

Gln

60

Asp

Glu

Ile

Ala

Glu

140

Ile

Ala

Glu

Ala

Asn
220

Glu

Pro

Gln

45

Thr

Ile

Leu

Thr

Leu

125

Phe

Phe

Leu

Pro

Phe

205

Ala

18

Glu

Val

Asn

Leu

Thr

Thr

Asn

110

Cys

Lys

Leu

Asn

Asp

190

Arg

Ser

Gly

15

Ala

Leu

Glu

Lys

Lys

95

Gly

Leu

Thr

Asp

Phe

175

Phe

Ile

His

Tyr

Thr

Leu

Phe

Asp

80

Asn

Ser

Ser

Met

Gln

160

Asn

Tyr

Arg

His
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15

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2797 549 T3

<223> Secuencia de codificacion de fusion de hIL15-SP

<400>7

atgaactggg
catattgatg
atgaagtgct
catgatacag
gtaacagaat
ttgcagagtt

aatgaggctt
<210>8
<211>139

tgaatgtaat
ctactttata
ttctettgga
tagaaaatct
ctggatgcaa
ttgtacatat

atgaaatgcc

<212> PRT

aagtgatttg
tacggaaagt
gttacaagtt
gatcatccta
agaatgtgag
tgtccaaatg

ttctgaggaa

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aaaaaaattg
gatgttcacc
atttcacttg
gcaaacaaca
gaactggagg
ttcatcaaca

gggtatcaag

<223> Polipéptido de fusiéon de hiL15-SP

<400> 8

Met Asn Trp Val

1

Asn Val Ile

Ile Gln Ser Met His Ile Asp

20

His Pro Ser Cys Lys Val Thr
35

Gln Val Ile Ser Leu Glu Ser

50

55

Glu Asn Leu Ile Ile Leu Ala

65

70

Val Thr Glu Ser Gly Cys Lys

Ile Lys Glu Phe Leu Gln Ser

100

Asn Thr Ser Gly Ser Asp Pro
115

Glu Glu Gly Tyr Gln Asp Tyr

130
<210>9
<211> 549

<212> ADN

135

Ser Asp Leu Lys Lys

aagatcttat
ccagttgcaa
agtccggaga
gtttgtctte
aaaaaaatat
cttctggatc

actacgaacc

10

Ala Thr Leu Tyr Thr

25

tcaatctatg
agtaacagca
tgcaagtatt
taatgggaat
taaagaattt
cgatcctgac

tgaagcctaa

Ile Glu

Glu Ser
30

Ala Met Lys Cys Phe Leu Leu

40

Gly Asp Ala Ser Ile

Asn Asn Ser Leu Ser

60

75

45

His Asp

Ser Asn

Glu Cys Glu Glu Leu Glu Glu
90

Phe Val His Ile Val

105

Asp Asn Glu Ala Tyr

120

Glu Pro Glu Ala

Gln Met
110

Glu Met
125

19

Asp
15

Asp

Glu

Thr

Gly

Lys

95

Phe

Pro

60

180

240

360

420

Leu

Val

Leu

Val

Asn

80

Asn

Ile

Ser
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<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Secuencia de codificacion de fusion de SP-hIL18

<400> 9

atggaccctg acaatgaggce ttatgaaatg ccttctgagg aagggtatca agactacgaa 60
cctgaagccg gatcctactt tggcaagctt gaatctaaat tatcagtcat aagaaatttg 120
aatgaccaag ttctcttcat tgaccaagga aatcggcctc tatttgaaga tatgactgat 180
tctgactgta gagataatgc accccggacc atatttatta taagtatgta taaagatagc 240
cagcctagag gtatggctgt aactatctct gtgaagtgtg agaaaatttc aactctctcc 300
tgtgagaaca aaattatttc ctttaaggaa atgaatcctc ctgataacat caaggataca 360
aaaagtgaca tcatattctt tcagagaagt gtcccaggac atgataataa gatgcaattt 420
gaatcttcat catacgaagg atactttcta gcttgtgaaa aagagagaga cctttttaaa 480
ctcattttga aaaaagagga tgaattgggg gatagatcta taatgttcac tgttcaaaac 540
gaagactag 549
<210>10

<211>182

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Polipéptido de fusiéon de SP-hIL18
<400> 10

20
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Met Asp Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu Met Pro Ser Glu

Gln Asp Tyr Glu Pro Glu Ala Gly Ser Tyr Phe Gly Lys
20 25

Lys Leu Ser Val Ile Arg Asn Leu Asn Asp Gln Val Leu
35 40 45

Gln Gly Asn Arg Pro Leu Phe Glu Asp Met Thr Asp Ser
50 55 60

Asp Asn Ala Pro Arg Thr Ile Phe Ile Ile Ser Met Tyr
65 70 75

Gln Pro Arg Gly Met Ala Val Thr Ile Ser Val Lys Cys
85 90

Ser Thr Leu Ser Cys Glu Asn Lys Ile Ile Ser Phe Lys
100 105

Pro Pro Asp Asn Ile Lys Asp Thr Lys Ser Asp Ile Ile
115 120 125

Arg Ser Val Pro Gly His Asp Asn Lys Met Gln Phe Glu
130 135 140

Tyr Glu Gly Tyr Phe Leu Ala Cys Glu Lys Glu Arg Asp
145 150 155

Leu Ile Leu Lys Lys Glu Asp Glu Leu Gly Asp Arg Ser
165 170

Thr Val Gln Asn Glu Asp
180

<210> 11

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador directo de I1L2-22-BsmH1
<400> 11

acaggatccc ctacttcaag ttct 24

<210> 12

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador inverso de IL2-153-Xho
<400> 12

21

Glu

Leu

30

Phe

Asp

Lys

Glu

Glu

110

Phe

Ser

Leu

Ile

Gly

15

Glu

Ile

Cys

Asp

Lys

95

Met

Phe

Ser

Phe

Met
175

Tyr

Ser

Asp

Arg

Ser

80

Ile

Asn

Gln

Ser

Lys

160

Phe



10

15

20

25

30

35

ES 2797 549 T3

cactctcgag tcaagtcagt gttgagat 28

<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador directo 1L12-p40-23-BamH1
<400> 13

gtggatccat atgggaactg aagaaagatg 30
<210> 14

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador inverso IL12-p40-328-CT-His
<400> 14

atggtgatga tgactgcagg gcacagatgc cc 32
<210> 15

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador directo IL12-p35-23-BamH1
<400> 15

gtggatccag aaacctccee gtgge 25

<210> 16

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador inverso IL12-p35-219-CT-His
<400> 16

atggtgatga tgggaagcat tcagatagc 29

<210> 17

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

22
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<220>
<223> Cebador directo IL15-49-Nde
<400> 17
gagtcaagca tatgaactgg gtgaatgtaa 30
5 <210> 18
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
10 <223> Cebador inverso IL15-162-BamH1
<400> 18
gtggatccag aagtgttgat gaac 24
<210> 19
<211> 24
15 <212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> Cebador directo I1L18-37-BamH1
<400> 19
20 gtggatccta ctttggcaag cttg 24
<210> 20
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
25 <220>
<223> Cebador inverso IL18-193-EcoR1
<400> 20
agactggaat tcctagtctt cgttttg 27
<210> 21
30 <211> 140
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>

<223> humano

Met Asp Val Phe Met Lys Gly Leu Ser Lys Ala Lys Glu Gly Val Val
35 1 5 10 15

23
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Ala Ala Ala Glu Lys Thr Lys Gln Gly Val Ala Glu Ala Ala Gly Lys
20 25 30

Thr Lys Glu Gly Val Leu Tyr Val Gly Ser Lys Thr Lys Glu Gly Val
35 40 45

Val His Gly Vval Ala Thr Val Ala Glu Lys Thr Lys Glu Gln Val Thr
50 55 60

Asn Val Gly Gly Ala Vval Val Thr Gly Val Thr Ala Val Ala Gln Lys
65 70 75 80

Thr Val Glu Gly Ala Gly Ser Ile Ala Ala Ala Thr Gly Phe Val Lys
85 90 95

Lys Asp Gln Leu Gly Lys Asn Glu Glu Gly Ala Pro Gln Glu Gly Ile
100 105 110

Leu Glu Asp Met Pro Val Asp Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu Met Pro
115 120 125

Ser Glu Glu Gly Tyr Gln Asp Tyr Glu Pro Glu Ala
130 135 140

<210> 22

<211> 13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Residuos de dominio de cola acida de terminal C 103-115/alfa sinucleina humana
<400> 22

Asn Glu Glu Gly Ala Pro Gln Glu Gly Ile Leu Glu Asp
1 5 10

<210> 23

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Residuos de dominio de cola acida de terminal C 114-126/alfa sinucleina humana

<400> 23

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

Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu
20

<210> 24
<211> 22
<212> PRT

24
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<213> Homo sapiens
<220>
<223> Residuos de dominio de cola acida de terminal C 119-140/alfa sinucleina humana

<400> 24

Asp Pro Asp Asn Glu Ala Tyr Glu Met Pro Ser Glu Glu Gly Tyr Gln
1 5 10 15

Asp Tyr Glu Pro Glu Ala
20

<210> 25

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Residuos de dominio de cola &cida de terminal C 130-140/alfa sinucleina humana

<400> 25

Glu Glu Gly Tyr Gln Asp Tyr Glu Pro Glu Ala
1 5 10

<210> 26

<211> 134

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> beta sinucleina humana

<400> 26

Met Asp Val Phe Met Lys Gly Leu Ser Met Ala Lys Glu Gly Val Vval
1 5 10 15

Ala Ala Ala Glu Lys Thr Lys Gln Gly Val Thr Glu Ala Ala Glu Lys
20 25 30

Thr Lys Glu Gly Val Leu Tyr Val Gly Ser Lys Thr Arg Glu Gly Val
35 40 45

25
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Val Gln Gly Val Ala Ser Val Ala Glu Lys
50 55

His Leu Gly Gly Ala Val Phe Ser Gly Ala
65 70

Thr Gly Leu Val Lys Arg Glu Glu Phe Pro
85 90

Glu Val Ala Gln Glu Ala Ala Glu Glu Pro
100 105

Glu Pro Glu Gly Glu Ser Tyr Glu Asp Pro
115 120

Glu Tyr Glu Pro Glu Ala
130

<210> 27

<211> 50

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Residuos de dominio de cola acida de terminal C 85-134/alfa sinucleina humana

<400> 27

Thr

Gly

75

Thr

Leu

Pro

Lys

60

Asn

Asp

Ile

Gln

Glu

Ile

Leu

Glu

Glu
125

Gln

Ala

Lys

Pro

110

Glu

Ala Ser

Ala Ala
80

Pro Glu
95

Leu Met

Tyr Gln

Lys Arg Glu Glu Phe Pro Thr Asp Leu Lys Pro Glu Glu Val Ala Gln

1 5 10

15

Glu Ala Ala Glu Glu Pro Leu Ile Glu Pro Leu Met Glu Pro Glu Gly

20 25

30

Glu Ser Tyr Glu Asp Pro Pro Gln Glu Glu Tyr Gln Glu Tyr Glu Pro

35 40

Glu Ala
50

<210> 28

<211> 127

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> gamma sinucleina human (sinoretina)

<400> 28

45

26
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Met Asp Val Phe Lys Lys Gly Phe Ser Ile Ala Lys Glu Gly Val Val

Gly Ala Val Glu Lys Thr Lys Gln Gly Val Thr Glu Ala Ala Glu Lys
20 25 30

Thr Lys Glu Gly Val Met Tyr Val Gly Ala Lys Thr Lys Glu Asn Val
35 40 45

Val Gln Ser Val Thr Ser Val Ala Glu Lys Thr Lys Glu Gln Ala Asn

Ala Val Ser Glu Ala Val Val Ser Ser Val Asn Thr Val Ala Thr Lys
65 70 75 80

Thr Val Glu Glu Ala Glu Asn Ile Ala Val Thr Ser Gly Val Val Arg
85 90 95

Lys Glu Asp Leu Arg Pro Ser Ala Pro Gln Gln Glu Gly Glu Ala Ser
100 105 110

Lys Glu Lys Glu Glu Val Ala Glu Glu Ala Gln Ser Gly Gly Asp
115 120 125

<210> 29

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Residuos de dominio de cola &cida de terminal C 96-127/alfa sinucleina humana

<400> 29

Arg Lys Glu Asp Leu Arg Pro Ser Ala Pro Gln Gln Glu Gly Glu Ala
1 5 10 15

Ser Lys Glu Lys Glu Glu Val Ala Glu Glu Ala Gln Ser Gly Gly Asp
20 25 30

27
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento para medir la actividad de los linfocitos citoliticos naturales (NK), que comprende:

estimular las células NK en una muestra de sangre entera incubando la muestra de sangre entera con un agente que
comprende al menos una citoquina estimulante seleccionada del grupo que consiste en interleuquina 2, interleuquina
15 e interleuquina 18, activando asi artificialmente las células NK para generar y secretar citoquinas secretoras de
células NK; y

medir una cantidad de las citoquinas secretoras de células NK secretadas en la muestra de sangre entera y usar la
cantidad como medida para evaluar la actividad de las células NK;

en el que las citoquinas secretoras de células NK comprenden interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), o ambos.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la estimulacién de las células NK se realiza incubando
la muestra de sangre entera con interleuquina 2, o incubando la muestra de sangre entera con interleuquina 2 e
interleuquina 12, o incubando la muestra de sangre entera con interleuquina 12 e interleuquina 15, o incubando la
muestra de sangre entera con interleuquina 15.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que las citoquinas secretoras de células NK comprenden
ademas la proteina inflamatoria de macréfagos-1p (MIP-1B).

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la proteina inflamatoria de macrofagos-1p (MIP-13)
se usa como grupo de control para comparar la activacion de células NK con la de una persona normal.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la medicion de la cantidad de las citoquinas secretoras
de células NK se realiza mediante inmunoensayo tal como un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA).

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la al menos una citoquina estimulante esta en forma
de una proteina de fusién con un péptido estabilizador.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 6, en el que el péptido estabilizador es un péptido de dominio de
cola acida de terminal C de una familia de sinucleina.

8. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-7, en el que el péptido estabilizador comprende
los residuos de aminoacidos 103-115 (SEQ ID NO: 22), los residuos de aminoacidos 114-126 (SEQ ID NO: 23), los
residuos de aminoacidos 119-140 (SEQ ID NO: 24) o residuos de aminoacidos 130-140 (SEQ ID NO: 25) del dominio
de cola acida de terminal C de la a-sinucleina, residuos de aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal
C de B-sinucleina (SEQ ID NO: 27), residuos de aminoacidos 1-127 de y- sinucleina (SEQ ID NO: 28), o residuos de
aminoacidos 96-127 del dominio de cola acida de terminal C de y-sinucleina (SEQ ID NO: 29).

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la etapa de estimular las células NK en una muestra
de sangre entera activando artificialmente las células NK para generar y secretar citoquinas secretoras de células NK
se realiza en un medio que contiene una proteina de transporte.

10. Una proteina de fusién para su uso en la activacion de células NK en sangre entera para promover la secrecion
de citoquinas secretoras de células NK, dicha proteina de fusién comprende una citoquina unida a un péptido de
dominio de cola acida de terminal C de una familia de sinucleina, seleccionandose la citoquina del grupo que consiste
en interleuquina 2, interleuquina 12, interleuquina 15 e interleuquina 18.

11. La proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que el péptido de dominio de cola acida de terminal
C de la familia de la sinucleina se selecciona del grupo que consiste en residuos de aminoacidos 103-115 (SEQ ID
NO: 22), residuos de aminoacidos 114-126 (SEQ ID NO: 23), residuos de aminoacidos 119-140 (SEQ ID NO: 24) y
residuos de aminoacidos 130-140 (SEQ ID NO: 25 ) del dominio de cola acida de terminal C de la a-sinucleina, los
residuos de aminoacidos 85-134 del dominio de cola acida de terminal C de la B-sinucleina (SEQ ID NO: 27), los
residuos de aminoacidos 1-127 de la y-sinucleina (SEQ ID NO: 28) y los residuos de aminoacidos 96-127 del dominio
de cola acida de terminal C de la y-sinucleina (SEQ ID NO: 29)

12. Una composicién para activar células NK, que comprende al menos una proteina de fusion como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 10-11.

13. Un kit para medir la actividad de las células NK que comprende al menos una proteina de fusion como se define
en cualquiera de las reivindicaciones 10-11, que comprende ademas al menos un anticuerpo seleccionado del grupo
que consiste en un anticuerpo anti-IFN-gamma y un anticuerpo anti-TNF-alfa.

14. El kit de acuerdo con la reivindicacion 13, comprendiendo dicho kit ademas un anticuerpo anti-MIP-1p.

28
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15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la al menos una citoquina estimulante esta en forma
de una proteina de fusién con un péptido estabilizador, en el que la proteina de fusién comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad o al menos 90 % de identidad con, o al menos 95% de identidad
con, o que consiste en una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, 8 0 10.

16. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho procedimiento es para detectar la incidencia
o recaida de cancer, en el que una disminucion en la cantidad de las citoquinas secretoras de células NK en un sujeto,
en comparacion con los niveles en individuos normales, es un indicador de incidencia o recaida de cancer.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la medicidon de la actividad de las células NK
comprende comparar la cantidad medida de las citoquinas secretoras de células NK secretadas en la muestra de
sangre entera con la de una persona normal.

18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la actividad de las células NK se monitoriza para
detectar cambios.

19. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la estimulacion de las células NK se realiza incubando
la muestra de sangre entera con interleuquina 2 o con interleuquina 2 en forma de una proteina de fusién con un
péptido estabilizador.

20. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la estimulacion de las células NK se realiza
incubando la muestra de sangre entera con interleuquina 15, o con interleuquina 15 en forma de una proteina de fusion
con un péptido estabilizador.

21. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la citoquina secretora de células NK es interferén
gamma (IFN-y).
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 6
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Fig. 10
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Fig. 11
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