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DESCRIPCION

Composicién para cultivar linfocitos citoliticos naturales y método para preparar linfocitos citoliticos naturales usando
los mismos

Campo técnico

La presente invencion se refiere al uso de una composicién para cultivar linfocitos citoliticos naturales y a un método
para producir linfocitos citoliticos naturales usando la misma.

Antecedentes de la técnica

Se han desarrollado diversos tratamientos, tales como la operacién quirtrgica, radioterapia y quimioterapia, la
radioterapia y la quimioterapia, para tratar el cancer, pero como se han notificado varios efectos secundarios, y
recientemente se ha desarrollado una inmunoterapia que usa la funcién inmunitaria de un paciente. En particular, se
ha estudiado la inmunoterapia que usa linfocitos citoliticos naturales que pueden producirse y congelarse a gran
escala.

Especificamente, los linfocitos citoliticos naturales son un tipo de linfocito que se distribuye en la médula ésea, el bazo,
los ganglios linfaticos periféricos y la sangre periférica del cuerpo. Constituyen aproximadamente el 10 % de los
linfocitos de la sangre periférica y desempefian una funcién importante en la respuesta inmunitaria innata (Ann Rev
Immunol., 24: 257-286, 2006)). Ademas, los linfocitos citoliticos naturales son positivos para CD56 y CD16, pero
negativos para CD3. Los linfocitos citoliticos naturales destruyen células mediante la liberacién de granulos
citoplasmaticos que contienen perforina y granzima. Los linfocitos citoliticos naturales secretan diversas citocinas,
tales como IFN-y, TNF-a, GM-CSF e IL-10.

Ademas, los linfocitos citoliticos naturales expresan varios receptores en la superficie celular, y estos receptores estan
implicados en la adhesién celular, la activacion de la capacidad para destruir células o la inhibiciéon de la capacidad
para destruir células. Sin embargo, la mayoria de los linfocitos citoliticos naturales en el cuerpo de un sujeto normal
existen en un estado inactivo. Por lo tanto, existe la necesidad de linfocitos citoliticos naturales activados para eliminar
el cancer. Ademas, para los linfocitos citoliticos naturales presentes en el cuerpo de un paciente con céncer, los
linfocitos citoliticos naturales tienen defectos funcionales debido al mecanismo de evasién inmunitaria de las células
neoplésicas. Por lo tanto, es muy importante activar los linfocitos citoliticos naturales para usarlos como un agente
terapéutico. Ademés, es esencial desarrollar una técnica para proliferar masivamente y congelar linfocitos citoliticos
naturales en la sangre de un sujeto normal o un paciente porque el nimero de linfocitos citoliticos naturales presentes
en el cuerpo es limitado.

Por otro lado, IL-2, también llamada factor de crecimiento de linfocitos T (TCGF), es una glucoproteina globular que
desempefia una funcidén central en la produccién, supervivencia y homeostasis de los linfocitos. IL-2 tiene un tamafio
de proteina de 15,5 kDa a 16 kDa y consiste en 133 aminoécidos. IL-2 media en diversas respuestas inmunitarias
uniéndose al receptor de IL-2 que tiene tres subunidades distintas.

Ademés, CD80 se conoce como B7-1y es uno de los miembros de la familia B7 entre las proteinas unidas a membrana
implicadas en la regulaciéon inmunitaria uniéndose al ligando y transmitiendo asi respuestas coestimuladoras y
respuestas coinhibitorias. CD80 es una proteina transmembrana expresada en la superficie de los linfocitos T,
linfocitos B, células dendriticas y monocitos. Se sabe que CD80 se une a CD28, CTLA4 (CD152) y PD-L1.

Como tal, es ampliamente conocido que los linfocitos citoliticos naturales son importantes para el tratamiento
antineoplasico, pero los métodos especificos que pueden amplificar los linfocitos citoliticos naturales para usarlos de
manera eficaz aln son insuficientes.

Park et al. (Annals of Oncology, 30;S5, 2019) divulgan GI101, que comprende el dominio extracelular de CD80, que
se une a CTLA4 y PD-L1, junto con una variante de IL-2 de accién prolongada que se une preferentemente a IL2R.

Kong et al. (Biochemistry and Cell Biology, 85,6 685-695, 2007) divulgan la proteina de fusién IL2-B7.1(IgV+C), que
demostré mostrar una fuerte estimulacién de la proliferaciéon de linfocitos T.

Sauve et al. (Proceedings of the National Academy of Sciences 88;11 4636-4640, 1991) usan analogos de IL2 para
identificar residuos que interactlian con la cadena a del receptor de IL-2 humano.

El documento US5299109 divulga analogos de IL-2 de "baja toxicidad" y sus usos en estrategias de tratamiento de
inmunoterapia humana e inmunoterapia adoptiva.

El documento W0O2017079117 A1 divulga polipéptidos del dominio extracelular de CD80 y moléculas de fusién de
dominio extracelular de CD80 y su uso en el tratamiento del cancer.
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Descripcion detallada de la invencién
Problema técnico

Por consiguiente, los presentes inventores prepararon linfocitos citoliticos naturales usando un dimero de proteina de
fusién que comprende la proteina IL-2 y la proteina CD80, como resultado de la investigacién para preparar linfocitos
citoliticos naturales activados en una gran cantidad. Ademas, los presentes inventores han identificado que los
linfocitos citoliticos naturales asi preparados tienen una actividad aumentada y exhiben excelentes efectos
antineoplésicos y, por lo tanto, han completado la presente invencion.

Solucién al problema
La invencién es como se define en las reivindicaciones.

Para lograr el objeto anterior, de acuerdo con una realizacion de ejemplo, se proporciona el uso de una composicion
para cultivar linfocitos citoliticos naturales incluyendo, como principio activo, un dimero de proteina de fusién que
comprende una variante de IL-2 y un fragmento de CD80, como se define en las reivindicaciones.

De acuerdo con otra realizacién de ejemplo, se proporciona un método para cultivar linfocitos citoliticos naturales que
incluye: i) aislar células que no expresan CD3 de células mononucleares de sangre periférica (PBMC); ii) aislar células
que expresan CD56 de las células que no expresan CD3, aisladas en la etapa anterior; y iii) cultivar las células aisladas
en presencia de un dimero de proteina de fusién que comprende IL-2, o una variante de la misma, y CD80, o un
fragmento de la misma, como se define en las reivindicaciones.

También se describen en el presente documento linfocitos citoliticos naturales preparadas mediante el método para
cultivar linfocitos citoliticos naturales.

También se describe en el presente documento una composicién farmacéutica para su uso en un método para prevenir
o tratar el cancer que incluye los linfocitos citoliticos naturales como principio activo.

Efecto de la invencién

La composicién de la presente invencién para cultivar linfocitos citoliticos naturales que incluye, como principio activo,
una proteina de fusién que comprende una variante de IL-2 y un fragmento de CD80 promueve la proliferacién de
linfocitos citoliticos naturales, induce la expresion de CD16 y NKp46, y aumenta la expresién y secrecién de granzima
By perforina y, por lo tanto, puede usarse de manera til en la producciéon de linfocitos citoliticos naturales que tienen
una excelente funcién inmunitaria antineoplasica.

Breve descripcién de los dibujos

Las realizaciones de ejemplo se pueden entender con mas detalle a partir de la siguiente descripcién tomada junto
con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1A es un diagrama esquematico de un dimero de proteina de fusién usado en la presente invencién;

la figura 1B muestra una imagen de SDS-PAGE que confirma el dimero de proteina de fusién obtenido (GI-101);
la figura 1C muestra un contenido del dimero de proteina de fusién (GI-101) de acuerdo con la absorbancia;

la figura 1D muestra un resultado del anélisis por cromatografia de exclusiéon por tamafio (SEC) del dimero de
proteina de fusién obtenido (GI-101);

la figura 2A muestra imagenes de SDS-PAGE que confirman el dimero de proteina de fusién hCD80-Fc obtenido;
la figura 2B muestra los resultados del analisis por cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) del dimero de
proteina de fusién hCD80-Fc obtenido;

la figura 3A muestra una imagen de SDS-PAGE que confirma el dimero de proteina de fusién Fe-ll,2v2 obtenido;
la figura 3B muestra los resultados del analisis por cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) del dimero de
proteina de fusién Fe-Il,2v2 obtenido;

la figura 3C muestra imagenes de SDS-PAGE que confirman el dimero de proteina de fusién Fc-ll,2wt obtenido;
la figura 3D muestra los resultados del analisis por cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) del dimero de
proteina de fusion Fc-Il,2wt obtenido;

la figura 4A muestra una imagen de SDS-PAGE que confirma el hCD80-Fc-II,2wt obtenido;

la figura 4B muestra los resultados del analisis por cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) del dimero de
proteina de fusion hCD80-Fc-II,2wt obtenido;

las figuras 5A y 5B muestran el numero de linfocitos NK cuando se cultivan en una condicién AIM-V (RS al 5 %);
las figuras 6A y 6B muestran la viabilidad de los linfocitos NK cuando se cultivan en una condicién AIM-V (RS al
S %);

las figuras 7A y 7B muestran el numero de linfocitos NK cuando se cultivan en una condicion AIM-V (hABS al 5 %),
las figuras 8A y 8B muestran la viabilidad de los linfocitos NK cuando se cultivan en una condicién AIM-V (hABS al
S %);
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las figuras 9A y 9B muestran el numero de linfocitos NK cuando se cultivan en una condicién X-VIVO (hABS al
S %);

las figuras 10A y 10B muestran la viabilidad de los linfocitos NK cuando se cultivan en una condicién X-VIVO (hABS
al 5 %);

las figuras 11A y 11B muestran el nimero de linfocitos NK cuando se cultivan en una condicién NK MACS (hABS
al 5 %);

las figuras 12A y 12B muestran la viabilidad de los linfocitos NK cuando se cultivan en una condicion NK MACS
(hABS al 5 %);

la figura 13 muestra el resultado del analisis FACS que confirma la pureza de los linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (RS al 5 %),

la figura 14 muestra el resultado del analisis FACS que confirma la pureza de los linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (hABS al 5 %),

la figura 15 muestra el resultado del analisis FACS que confirma la pureza de los linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composicién que contiene un medio X-VIVO15 (hABS al 5 %),

la figura 16 muestra el resultado del analisis FACS que confirma la pureza de los linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio NK MACS (hABS al 5 %);

la figura 17 muestra el resultado del andlisis para los marcadores de activacion de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (RS al 5 %),

la figura 18 muestra el resultado del analisis para los marcadores de inhibiciéon de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (RS al 5 %),

la figura 19 muestra el resultado del andlisis para los marcadores de activacién de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (hABS al 5 %),

la figura 20 muestra el resultado del analisis para los marcadores de inhibiciéon de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (hABS al 5 %),

la figura 21 muestra el resultado del andlisis para los marcadores de activacion de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio X-VIVO (hABS al 5 %),

la figura 22 muestra el resultado del analisis para los marcadores de inhibiciéon de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio X-VIVO (hABS al 5 %),

la figura 23 muestra el resultado del andlisis para los marcadores de activacion de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio NK MACS (hABS al 5 %);

la figura 24 muestra el resultado del analisis para los marcadores de inhibiciéon de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio NK MACS (hABS al 5 %);

la figura 25 muestra el resultado del anélisis para los marcadores de citotoxicidad de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (RS al 5 %),

la figura 26 muestra el resultado del anélisis para los marcadores de citotoxicidad de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio AIM-V (hABS al 5 %),

la figura 27 muestra el resultado del anélisis para los marcadores de citotoxicidad de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composicién que contiene un medio X-VIVO15 (hABS al 5 %),

la figura 28 muestra el resultado del anélisis para los marcadores de citotoxicidad de linfocitos citoliticos naturales
cultivados en una composiciéon que contiene un medio NK MACS (hABS al 5 %);

la figura 29 muestra los resultados de analizar la capacidad de desgranulaciéon de linfocitos citoliticos naturales
cultivados durante 21 dias en una composicién que contiene GI-101 (50 nM), GI-101_wt (50 nM), CD80-Fc
(50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), o CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) en un medio AIM-V (hABS al 5 %);

la figura 30 muestra los resultados de analizar el efecto de destruccién de células neoplésicas de linfocitos
citoliticos naturales cultivados durante 21 dias frente a una composicién que contiene Gl-101 (50 nM), GI-101_wt
(50 nM), CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), o CD80-Fc (50 nM)+Fc-Il,2wt (50 nM) en un medio AIM-V (hABS al
S %);

la figura 31 muestra los resultados de analizar la capacidad de desgranulacién de linfocitos citoliticos naturales
cultivados durante 21 dias en una composicién que contiene GI-101 (50 nM), GI-101_wt (50 nM), CD80-Fc
(50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), o CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) en un medio X-VIVO15 (hABS al 5 %),

la figura 32 muestra los resultados de analizar el efecto de destruccién de células neoplésicas de linfocitos
citoliticos naturales cultivados durante 21 dias en una composicién que contiene GI-101 (50 nM), GI-101_wt
(50 nM), CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), o CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) en un medio X-VIVO15 (hABS
al 5 %);

la figura 33 muestra los resultados de analizar la capacidad de desgranulaciéon de linfocitos citoliticos naturales
cultivados durante 21 dias en una composicién que contiene GI-101 (50 nM), GI-101_wt (50 nM), CD80-Fc
(50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), o CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) en un medio NK MACS (hABS al 5 %); y

la figura 34 muestra los resultados de analizar el efecto de destruccién de células neoplésicas de linfocitos
citoliticos naturales cultivados durante 21 dias en una composicién que contiene GI-101 (50 nM), GI-101_wt
(50 nM), CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2v2 (50 nM), o CD80-Fc (50 nM)+Fc-IL2wt (50 nM) en un medio NK MACS (hABS
al 5 %).

Mejor modo para realizar la invencién

Composicién y medio para la proliferacion de linfocitos NK
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Un aspecto de la presente invencidn proporciona una composicién para cultivar un linfocito citolitico natural (NK) como
se define en las reivindicaciones incluyendo, como principio activo, un dimero de proteina de fusiéon que comprende
IL-2, o una variante de la misma, y CD80, o un fragmento de la misma, en donde la proteina de fusién es como se
define en las reivindicaciones. Ademés, se proporciona un medio de cultivo de linfocitos citoliticos naturales que incluye
el dimero de proteina de fusién como principio activo.

La composicién para cultivar el linfocito citolitico natural puede incluir ademés uno cualquiera seleccionado del grupo
que consiste en un medio, un suero, un complemento y una combinacién de los mismos.

El medio de cultivo de linfocitos NK puede ser un medio en el que el dimero de proteina de fusién que comprende la
proteina IL-2 y la proteina CD80 se afiade a un medio de cultivo celular. En este caso, el medio de cultivo celular
puede incluir uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en aminoacidos, azlcares, sales inorganicas y
vitaminas. Preferentemente, el medio de cultivo celular puede incluir todos los aminoacidos, azUcares, sales
inorganicas y vitaminas. Como una realizacién especifica, el medio de cultivo de linfocitos NK puede incluir al menos
uno de los componentes de la Tabla 1 a la Tabla 4 a continuacién.

Como se usa en el presente documento, la expresidén "medio de cultivo celular” significa un medio usado para cultivar
células, especificamente linfocitos NK, y mas especificamente células CD3-CD56+. Esto incluye los componentes
necesarios para el crecimiento y la supervivencia celular in vitro, o incluye componentes que ayudan al crecimiento y
la supervivencia celular. Especificamente, los componentes pueden ser vitaminas, aminoacidos esenciales 0 no
esenciales y oligoelementos. El medio puede ser un medio usado para el cultivo de células, preferentemente células
eucariotas y, mas preferentemente, linfocitos NK.

El medio de cultivo celular puede incluir un componente aminoacidico, un componente vitaminico, un componente de
sal inorgéanica, otro componente y agua purificada, en donde:

a) el componente aminoacidico es al menos un aminoécido seleccionado del grupo que consiste en glicina, L-
alanina, L-valina, L-leucina, L-isoleucina, L-treonina, L-serina, L-cisteina, L-metionina, acido L-aspértico, L-
asparagina, acido L-glutadmico, L-glutamina, L-lisina, L-arginina, L-histidina, L-fenilalanina, L-tirosina, L-triptéfano,
L-prolina, p-alanina, &cido y-aminobutirico, ornitina, citrulina, homoserina, triyodotironina, tiroxina y
dioxifenilalanina, o una combinacién de los mismos, y preferentemente al menos un aminoécido seleccionado del
grupo que consiste en glicina, L-alanina, L-arginina, L-cisteina, L-glutamina, L-histidina, L-lisina, L-metionina, L-
prolina, L-serina, L-treonina y L-valina, o una combinacién de los mismos;

b) el componente vitaminico es al menos una vitamina seleccionada del grupo que consiste en biotina, D-
pantotenato de calcio, &cido félico, niacinamida, clorhidrato de piridoxina, riboflavina, clorhidrato de tiamina,
vitamina B12, cloruro de colina, i-inositol y acido ascérbico, o una combinacién de los mismos, y preferentemente
al menos una vitamina seleccionada del grupo que consiste en i-inositol, clorhidrato de tiamina, niacinamida e
clorhidrato de piridoxina, o una combinacién de los mismos;

¢) el componente de sal inorgénica es al menos una sal inorgénica seleccionada del grupo que consiste en cloruro
de calcio (CaClz) (anhidro), sulfato de cobre pentahidrato (CuSO4-5H20), sulfato de hierro (lll) heptahidrato
(FeS0O4-7H20), cloruro de magnesio (anhidro), sulfato de magnesio (MgSO.) (anhidro), cloruro de potasio (KCI),
cloruro de sodio (NaCl), hidrogenofosfato de disodio (NapHPO,), dihidrogenofosfato de sodio monohidrato
(NaH2PO4-H20), sulfato de cinc heptahidrato (ZnSO4-7H20), nitrato de hierro (l1l) nonahidrato (Fe(NO3)3-9H-0) e
hidrogenocarbonato de sodio (NaHCOs3), 0 una combinacién de los mismos, y preferentemente al menos una sal
inorganica seleccionada del grupo que consiste en cloruro de sodio (NaCl), hidrogenocarbonato de sodio
(NaHCO:s), cloruro de potasio (KCI), cloruro de calcio (CaClz) (anhidro) y dihidrogenofosfato de sodio monohidrato
(NaH2PO4-H20), 0 una combinacién de los mismos;

d) el otro componente es al menos otro componente seleccionado del grupo que consiste en D-glucosa (dextrosa),
piruvato de sodio, hipoxantina Na, timidina, acido linoleico, acido lipoico, adenosina, citidina, guanosina, uridina,
2'-desoxiadenosina, 2'-desoxicitidina HCI y 2'-desoxiguanosina, o una combinacién de los mismos, y puede ser
preferentemente piruvato de sodio; y

e) el agua purificada se usa para disolver el aminoécido, la vitamina, la sal inorganica y el otro componente, y
puede obtenerse mediante uno 0 mas procesos de destilacion, o purificarse a través de un filtro.

Ademas, el medio de cultivo celular puede incluir ademas un factor de crecimiento o una citocina. El factor de
crecimiento puede ser IGF, bFGF, TGF, HGF, EGF, VEGF, PDGF o similares solos 0 al menos dos de los mismos,
pero sin limitarse a los mismos. La citocina puede ser IL-1, IL-4, IL-8, IFN-y, IL-10, IL-15, IL-17, IL-21 o similares solas
o al menos dos de las mismas, pero sin limitarse a las mismas.

Ademas, el medio de cultivo celular puede incluir ademas un anticuerpo para activar linfocitos citoliticos naturales. El
anticuerpo para activar linfocitos citoliticos naturales puede ser un anticuerpo anti CD3, un anticuerpo anti CD2, un
anticuerpo anti CD335 o similares solo o al menos dos de los mismos, pero sin limitarse a los mismos. Ademés, se
puede incluir una perla a la que se une el anticuerpo para activar linfocitos citoliticos naturales. Ademas, puede usarse
una proteina de fusién que incluya dos o mas tipos de anticuerpos, o fragmentos de regién variable de los mismos,
para activar los linfocitos citoliticos naturales.
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En particular, el medio de cultivo de NK puede incluir ademas una cualquiera seleccionada del grupo que consiste en
IL-15, IL-21 y una combinacién de las mismas.

La IL-15 y la IL-21 pueden ser un tipo de interleucina (IL) y se refieren a sustancias bioactivas proteinicas producidas
por células inmunocompetentes tales como linfocitos o monocitos y macréfagos. La IL-15 y la IL-21 pueden usarse
cuando se cultivan linfocitos citoliticos naturales usando células mononucleares como células fuente al promover la
proliferacién de linfocitos citoliticos naturales, pero existe un problema de baja tasa de proliferaciéon y pureza cuando
solo se usan estas solas o en combinacién (Biossel L. et a/., Biology of Blood and Marrow Transplantation, 14, 1031-
1038, 2008).

Especificamente, el medio puede ser un medio convencional para el cultivo de células animales, tal como DMEM
(medio de Eagle modificado por Dulbecco), EDM (medio de diferenciacién endotelial)) MEM (medio esencial minimo),
BME (medio basal de Eagle), RPMI 1640, F-10, F-12, a-MEM (medio esencial minimo a), G-MEM (medio esencial
minimo de Glasgow), medio de Dulbecco modificado por Iscove, medio AIM-V, medio X-VIVO™ 15, medio NK MACS.
En una realizacién de la presente invencion, se usaron medio AIM-V, X-VIVO™ 15 y medio NK MACS como medio.

Como se usa en la presente invencién, el término "suero" significa sobrenadante transparente separado de la sangre
después de que la sangre se ha coagulado completamente. Ademas, se requiere afiadir suero a un medio sintético
para cultivar células animales, y es comin usar suero bovino, de caballo o humano. Para el suero de origen bovino,
puede usarse suero fetal bovino (FBS), suero bovino de recién nacido, suero de ternera, suero bovino o similares,
dependiendo del momento de la extraccion de la sangre. Para el suero de origen humano, se usa suero humano de
un donante cuyo tipo de sangre es AB, y puede usarse suero AB humano que carece de anticuerpos contra antigenos
de tipo sanguineo A y B de modo que pueda minimizar la reactividad inmunitaria. Ademas, se puede usar RS de
células inmunitarias CTS, o similar, como una alternativa al "suero". En una realizacién de la presente invencion, se
usé suero AB humano o RS de células inmunitarias CTS.

GLUTAMAX (GIBCO®), una alternativa a la L-glutamina, puede usarse como complementos para mejorar la estabilidad
y la actividad celular durante el cultivo celular. Ademas, el complemento puede ser un complemento NK MACS (Miltenyi
Biotec, 130-113-102).

Dimero de proteina de fusién que comprende proteina IL-2 y proteina CD80

Como se usa en el presente documento, el término "IL-2" o "interleucina 2", a menos que se indique lo contrario, se
refiere a cualquier IL-2 de tipo natural obtenida de cualquier fuente vertebrada, incluyendo mamiferos, por ejemplo,
primates (tales como seres humanos) y roedores (tales como ratones y ratas). La IL-2 puede obtenerse de células
animales, y también incluye una obtenida de células recombinantes capaces de producir IL-2. Ademas, la IL-2 puede
ser IL-2 de tipo natural o una variante de la misma.

En la presente memoria descriptiva, la IL-2, o una variante de la misma, puede expresarse colectivamente mediante
la expresién "proteina IL-2" o "polipéptido IL-2". IL-2, una proteina IL-2, un polipéptido IL-2 y una variante de IL-2 se
unen especificamente a, por ejemplo, un receptor de IL-2. Esta unién especifica puede identificarse mediante métodos
conocidos por los expertos en la técnica.

IL-2 puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 0 SEQ ID NO: 36. En este caso, IL-2 también puede
estar en una forma madura. Especificamente, la IL-2 madura puede no comprender una secuencia sefial y puede
tener la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 10. En este caso, IL-2 puede usarse bajo un concepto que abarca
un fragmento de IL-2 de tipo natural en el que una porcién del extremo N o C de la IL-2 de tipo natural est4 truncada.

Ademas, el fragmento de IL-2 puede estar en una forma enlaque 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 aminoacidos contiguos estén truncados desde el extremo N de una proteina que
tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 0 SEQ ID NO: 36. Ademas, el fragmento de IL-2 puede estar en
unaformaenlaque 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 0 25 aminoacidos
contiguos estéan truncados desde el extremo C de una proteina que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
350 SEQID NO: 36.

Como se usa en el presente documento, la expresion "variante de IL-2" se refiere a una forma en la que se sustituye
una porcion de aminoacidos de la IL-2 de longitud completa o del fragmento de IL-2 descrito anteriormente. Es decir,
una variante de IL-2 puede tener una secuencia de aminoacidos diferente de la IL-2 de tipo natural, o un fragmento de
la misma. Sin embargo, una variante de IL-2 puede tener una actividad equivalente o similar a la de la IL-2 de tipo
natural. En este caso, "actividad de IL-2" puede referirse, por ejemplo, a la unién especifica a un receptor de IL-2, cuya
unién especifica se puede medir mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Especificamente, la variante de IL-2 que se va a usar en la invencién se obtiene mediante la sustitucién de al menos
los aminoéacidos 38 y 42 en la secuencia de aminoé&cidos de SEQ ID NO: 10.

Especificamente, la variante de IL-2 que se va a usar en la invencién se obtiene mediante la sustitucién de al menos
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los aminoacidos 38 y 42 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 por otro aminoécido. Ademas, cuando IL-
2 esta en una forma en la que una porcién del extremo N en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 esté
truncada, el aminoacido en una posicién que corresponde de manera complementaria a la de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10 puede sustituirse por otro aminoacido. Por ejemplo, cuando IL-2 tiene la secuencia
de aminoécidos de SEQ ID NO: 35, su variante de IL-2 puede obtenerse mediante la sustitucién de al menos uno de
los aminoacidos 58, 62, 65, 81 0 92 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35 por otro aminoacido. Estos
residuos de aminoacidos corresponden a los respectivos residuos de aminoécidos 38, 42, 45, 61 y 72 en la secuencia
de aminoéacidos de SEQ ID NO: 10. De acuerdo con una realizacion, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve
o diez aminoacidos pueden sustituirse siempre que dicha variante de IL-2 mantenga la actividad de IL-2. De acuerdo
con otra realizacion, pueden sustituirse de dos a cinco aminoécidos.

En una realizacién, una variante de IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen dos aminoacidos.
Especificamente, la variante de IL-2 se obtiene mediante la sustitucién de los aminoacidos 38 y 42 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

Ademas, una variante de |IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen tres aminoacidos. Especificamente,
la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la sustitucion de los aminoacidos 38, 42 y 45 en la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 10. Ademés, en una realizacion, la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la
sustitucion de los aminoécidos 38, 42 y 61 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Ademas, en una
realizacién, la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la sustitucion de los aminoacidos 38, 42 y 72 en la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

Ademas, una variante de IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen cuatro aminoécidos. Especificamente,
la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la sustitucién de los aminoacidos 38, 42, 45 y 61 en la secuencia de
aminoécidos de SEQ ID NO: 10. Ademas, en una realizacion, la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la
sustitucién de los aminoacidos 38, 42, 45y 72 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Ademas, en una
realizacién, la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la sustitucién de los aminoacidos 38, 42, 61y 72 en la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

Ademas, una variante de IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen cinco aminoéacidos. Especificamente,
la variante de IL-2 puede obtenerse mediante la sustitucién de cada uno de los aminoacidos 38, 42, 45,61y 72 enla
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10 por otro aminoacido.

En este caso, el "otro aminoécido"” introducido por la sustitucién puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que
consiste en alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido glutdmico, glutamina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina. Sin embargo, con respecto
a la sustitucion de aminoéacidos para la variante de IL-2, en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10, el
aminodacido 38 no puede estar sustituido por arginina, el aminoacido 42 no puede estar sustituido por fenilalanina, el
aminoécido 45 no puede estar sustituido por tirosina, el aminoacido 61 no puede estar sustituido por acido glutamico,
y el aminoacido 72 no puede estar sustituido por leucina.

Con respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 10, el aminoacido 38, arginina, puede sustituirse por un aminoécido distinto de arginina. Preferentemente, con
respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10, el aminoécido 38, arginina, puede sustituirse por alanina (R38A).

Con respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 10, el aminoécido 42, fenilalanina, puede sustituirse por un aminoacido distinto de fenilalanina. Preferentemente,
con respecto a la sustitucion de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID
NO: 10, el aminoécido 42, fenilalanina, puede sustituirse por alanina (F42A).

Con respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 10, el aminoacido 45, tirosina, puede sustituirse por un aminoéacido distinto de tirosina. Preferentemente, con
respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10, el aminoécido 45, tirosina, puede sustituirse por alanina (Y45A).

Con respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 10, el aminoacido 61, acido glutamico, puede sustituirse por un aminoacido distinto de é&cido glutamico.
Preferentemente, con respecto a la sustitucion de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10, el aminogcido 61, acido glutdmico, puede sustituirse por arginina (E61R).

Con respecto a la sustitucién de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID
NO: 10, el aminoacido 72, leucina, puede sustituirse por un aminoacido distinto de leucina. Preferentemente, con
respecto a la sustituciéon de aminoacidos para una variante de IL-2, en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:
10, el aminoécido 72, leucina, puede sustituirse por glicina (L72G).
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Especificamente, una variante de IL-2 puede obtenerse mediante al menos una sustitucién seleccionada del grupo
que consiste en R38A, F42A, Y45A, E61R y L72G, en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

Especificamente, una variante de IL-2 puede obtenerse mediante sustituciones de aminoéacidos en dos, tres, cuatro o
cinco posiciones entre las posiciones seleccionadas del grupo que consiste en R38A, F42A, Y45A, E61R y L72G.

Ademas, una variante de IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen dos aminoacidos. Especificamente,
una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A y FA42A.

Ademas, una variante de |IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen tres aminoacidos. Especificamente,
una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, FA2A y YA5A. Ademas, en una realizacion,
una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, F42A y E61R. Ademas, en una realizacion,
una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, F42A y L72G.

Ademas, una variante de IL-2 puede estar en una forma en la que se sustituyen cuatro aminoécidos. Especificamente,
una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, F42A, Y45A y E61R. Ademas, en una
realizacién, una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, F42A, YA5A y L72G. Ademas, en
una realizacién, una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, F42A, E61R y L72G.

Ademas, una variante de IL-2 puede obtenerse mediante las sustituciones, R38A, F42A, Y45A, E61R y L72G.

Preferentemente, una realizacién de la variante de IL-2 puede comprender una cualquiera de las siguientes
combinaciones de sustitucién (a) a (d) en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10:

) R38A/F42A

) R38A/F42A7Y45A
) R38A/F42A/EB1R
) R38AF4A2A/LT2G

o —

a
b
c
d

En este caso, cuando IL-2 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 35, una sustitucién de aminoacidos
puede estar presente en una posicidn que corresponde de manera complementaria a la de la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10. Ademés, incluso cuando IL-2 es un fragmento de la secuencia de aminoéacidos de
SEQ ID NO: 35, una sustitucién de aminoacidos puede estar presente en una posicion que corresponde de manera
complementaria a la de la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

Especificamente, una variante de IL-2 puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, 22, 23 0 24.

Ademas, una variante de IL-2 puede caracterizarse por tener baja toxicidad in vivo. En este caso, la baja toxicidad in
vivo puede ser un efecto secundario causado por la unién de IL-2 a la cadena alfa del receptor de IL-2 (IL-2Ra). Se
han desarrollado diversas variantes de IL-2 para mejorar el efecto secundario causado por la unién de IL-2 a IL-2Rq,
y dichas variantes de IL-2 pueden ser las divulgadas en la Patente de EE. UU. N.° 5.229.109 y la Patente Coreana
N.° 1667096. En particular, las variantes de IL-2 descritas en la presente solicitud tienen baja capacidad de unién a la
cadena alfa del receptor de IL-2 (IL-2Ra) y, por lo tanto, tienen menor toxicidad in vivo que la IL-2 de tipo natural.

Como se usa en el presente documento, el término "CD80", también denominado "B7-1", es una proteina de
membrana presente en células dendriticas, linfocitos B activados y monocitos. CD80 proporciona sefiales
coestimuladoras esenciales para la activacion y supervivencia de los linfocitos T. CD80 es conocida como un ligando
para las dos proteinas diferentes, CD28 y CTLA-4, presentes en la superficie de los linfocitos T. CD80 puede consistir
en 288 aminoacidos y puede tener especificamente la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 11. Ademas, como
se usa en el presente documento, la expresiéon "proteina CD80" se refiere a CD80 de longitud completa o a un
fragmento de CD80.

Como se usa en el presente documento, la expresién "fragmento de CD80" se refiere a una forma truncada de CD80.
Ademas, el fragmento de CD80 que se usaré en la invencién comprende un dominio extracelular de CD80. Una
realizacién del fragmento de CD80 puede obtenerse mediante la eliminacién de los aminoacidos 1 a 34 del extremo
N, que son una secuencia sefial de CD80. Especificamente, una realizacién del fragmento de CD80 puede ser una
proteina que consiste en los aminoacidos 35 a 288 en la SEQ ID NO: 11. Ademés, una realizacién del fragmento de
CD80 puede ser una proteina que consiste en los aminoécidos 35 a 242 en la SEQ ID NO: 11. Ademas, una realizacién
del fragmento de CD80 puede ser una proteina que consiste en los aminoacidos 35 a 232 en la SEQ ID NO: 11.
Ademas, una realizacion del fragmento de CD80 puede ser una proteina que consiste en los aminoacidos 35 a 139
en la SEQ ID NO: 11. Ademas, una realizacién del fragmento de CD80 puede ser una proteina que consiste en los
aminoacidos 142 a 242 en la SEQ ID NO: 11. En una realizacién, un fragmento de CD80 puede tener la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

Ademas, la variante de IL-2 y el fragmento de CD80 que se van a usar en la invencién se unen entre si a través de un
enlazador o un portador. En la presente descripcidn, el enlazador y el portador pueden usarse indistintamente.
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El enlazador une dos proteinas. Una realizacién del enlazador puede incluir de 1 a 50 aminoacidos, alblimina, o un
fragmento de la misma, un dominio Fc de una inmunoglobulina o similares. En este caso, el dominio Fc de una
inmunoglobulina se refiere a una proteina que comprende la regién constante de cadena pesada 2 (CH2) y la regidn
constante de cadena pesada 3 (CH3) de una inmunoglobulina, y no comprende las regiones variables de cadena
pesada y ligera y la regién constante de cadena ligera 1 (CH1) de una inmunoglobulina. La inmunoglobulina puede
ser 1gG, IgA, IgE, IgD o IgM, y puede ser preferentemente IgG4. En este caso, el dominio Fc de la inmunoglobulina
G4 de tipo natural puede tener la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 4.

Ademas, el dominio Fc de una inmunoglobulina puede ser una variante del dominio Fc, asi como un dominio Fc de
tipo natural. Ademas, como se usa en el presente documento, la expresién "variante del dominio Fc" puede referirse
a una forma que es diferente del dominio Fc de tipo natural en términos de patrén de glucosilacién, que tiene una
glucosilacién alta en comparacién con el dominio Fc de tipo natural, o que tiene una glucosilacién baja en comparacién
con el dominio Fc de tipo natural, o una forma desglucosilada. Ademas, se incluye en el mismo un dominio Fc
aglucosilado. El dominio Fc, o una variante del mismo, puede adaptarse para tener un ndmero ajustado de acidos
sidlicos, fucosilaciones o glucosilaciones, mediante condiciones de cultivo o manipulacién genética de un hospedador.

Ademas, la glucosilacion del dominio Fc de una inmunoglobulina puede modificarse mediante métodos
convencionales, tales como métodos quimicos, métodos enziméticos y métodos de ingenieria genética usando
microorganismos. Ademas, la variante del dominio Fc puede estar en una forma mixta de las respectivas regiones Fc
de inmunoglobulinas, IgG, 1gA, IgE, IgD e IgM. Ademas, la variante del dominio Fc puede estar en una forma en la que
algunos aminoéacidos del dominio Fc se sustituyen por otros aminoécidos. Una realizacién de la variante del dominio
Fc puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 12.

La proteina de fusién que se usara en la invencidn tiene la siguiente formula estructural (1) o (II):
N'-X-[enlazador (1)]»-dominio Fc-[enlazador (2)].-Y-C' (1
N'-Y-[enlazador (1)]»-dominio Fc-[enlazador (2)],-X-C' (11

En este caso, en las formulas estructurales (1) y (Il),

N' es el extremo N de la proteina de fusién,

C' es el extremo C de la proteina de fusién,

X es un fragmento de CD80

Y es una variante de IL-2,

los enlazadores (1) y (2) son enlazadores peptidicos, y
ny m son cada uno independientemente 0 o 1.

Preferentemente, la proteina de fusién que se va a usar en la invencién puede consistir en la férmula estructural (l).
La variante de IL-2 es como se describe en las reivindicaciones. Ademas, la proteina CD80 es como se describe en
las reivindicaciones. El fragmento de CD80 puede ser un fragmento obtenido por truncamiento de hasta
aproximadamente 34 residuos de aminoacidos contiguos del extremo N o C de CD80 de tipo natural. Como alternativa,
el fragmento de CD80 puede ser un dominio extracelular similar a inmunoglobulina que tiene la actividad de unirse a
los receptores de superficie de linfocitos T CTLA-4 y CD28.

Especificamente, la proteina de fusién puede tener la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 26, 28 o 30. De
acuerdo con otra realizacién, la proteina de fusién incluye un polipéptido que tiene una identidad de secuencia de un
85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o un 100 % con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9, 26, 28 o0 30. En este caso, la identidad es, por ejemplo, el porcentaje de
homologia, y puede determinarse a través de un software de comparacién de homologia, tal como el software BlastN
del National Center of Biotechnology Information (NCBI).

El enlazador peptidico (1) que se va a usar en la invencién esta incluido entre el fragmento de CD80 y el dominio Fc.
El enlazador peptidico (1) puede consistir en de 5 a 80 aminoacidos contiguos, de 20 a 60 aminoéacidos contiguos, de
25 a 50 aminoacidos contiguos o de 30 a 40 aminoacidos contiguos. En una realizacién, el enlazador peptidico (1)
puede consistir en 30 aminoacidos. Ademas, el enlazador peptidico (1) puede comprender al menos una cisteina.
Especificamente, el enlazador peptidico (1) puede comprender una, dos o tres cisteinas. Ademas, el enlazador
peptidico (1) puede obtenerse de la bisagra de una inmunoglobulina. En una realizacién, el enlazador peptidico (1)
puede ser un enlazador peptidico que consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 3.

El enlazador peptidico (2) puede consistir en de 1 a 50 aminoacidos contiguos, de 3 a 30 aminoé&cidos contiguos o de
5 a 15 aminoéacidos contiguos. En una realizacién, el enlazador peptidico (2) puede ser (G4S), (donde n es un nimero
entero de 1 a 10). En este caso, en (G4S),, n puede ser 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 010. En una realizacion, el enlazador
peptidico (2) puede ser un enlazador peptidico que consiste en la secuencia de aminoéacidos de SEQ ID NO: 5.
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También se describe en el presente documento un dimero obtenido mediante la unién de dos proteinas de fusién,
cada una de las cuales comprende una proteina IL-2 y una proteina CD80. La proteina de fusién que comprende IL-
2, 0 una variante de la misma, y CD80, o un fragmento de la misma, es como se ha descrito anteriormente.

En este caso, la unién entre las proteinas de fusién que constituyen el dimero se puede lograr mediante, pero sin
limitacion, un enlace disulfuro formado por cisteinas presentes en el enlazador. Las proteinas de fusién que constituyen
el dimero pueden ser las mismas o diferentes proteinas de fusion entre si. Preferentemente, el dimero puede ser un
homodimero. Una realizacién de la proteina de fusiéon que constituye el dimero puede ser una proteina que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

Método de cultivo de linfocitos NK 1

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un método para cultivar un linfocito citolitico natural, que incluye: i)
aislar una célula que no expresa CD3 de células mononucleares de sangre periférica (PBMC); ii) aislar una célula que
expresa CD56 de la célula que no expresa CD3 aislada en la etapa anterior; y iii) cultivar las células aisladas en
presencia de un dimero de proteina de fusién que comprende IL-2, o una variante de la misma, y CD80, o un fragmento
de la misma, como se define en las reivindicaciones.

Como se usa en la presente invencién, el término "PBMC" significa una célula mononuclear de sangre periférica. La
PBMC esta compuesta por linfocitos (linfocitos T, linfocitos B, linfocitos citoliticos naturales) y monocitos, y se puede
aislar de sangre completa mediante Ficoll y centrifugacién. Las PBMC pueden aislarse de sangre completa obtenida
de un individuo.

El dimero de proteina de fusién es como se describe en detalle para una composicion para cultivar linfocitos citoliticos
naturales. El dimero de proteina de fusiéon puede tratarse a una concentracién de 1 nM a 500 nM. Especificamente, el
dimero de proteina de fusién puede tratarse a una concentracién de 1 nM a 500 nM, de 5 nM a 300 nM o de 10 nM a
150 nM. En una realizacion de la presente invencién, el dimero de proteina de fusion se tratdé a una concentracion de
1,6 nM o 50 nM.

Puede realizarse un método para cultivar las células aisladas usando un método ampliamente conocido en la técnica.
Especificamente, la temperatura de cultivo en la etapa de cultivo de las células aisladas puede serde 27 °C a 40 °C
o de 30 °C a 37 °C. En una realizacién de la presente invencién, el cultivo se realizé a una temperatura de 37 °C.
Ademas, en la etapa de cultivo de las células aisladas, la condicién de concentracién de CO; durante el cultivo puede
serdel 1 % al 10 %, y preferentemente, puede cultivarse en una condicién de CO; al 5 %.

En la etapa de cultivo de las células aisladas, el periodo de cultivo puede ser de 5 dias a 25 dias, de 6 dias a 23 dias
o de 7 dias a 21 dias. En una realizacién de la presente invencién, el periodo de cultivo fue de 20 dias y aparecid una
diferencia significativa en la proliferacién a partir del 5.° dia.

Linfocitos NK obtenidos y uso de los mismos

También se describen en el presente documento linfocitos citoliticos naturales preparadas mediante el método para
cultivar linfocitos citoliticos naturales.

Los linfocitos citoliticos naturales pueden tener una expresién aumentada de CD16 y NKp46. Los linfocitos citoliticos
naturales pueden tener una expresién aumentada de granzima B y perforina. Los linfocitos citoliticos naturales
cultivados de acuerdo con el método de cultivo de linfocitos citoliticos naturales pueden congelarse y la funcién de las
células no se ve afectada ni siquiera cuando se descongelan de nuevo.

Debido a la alta expresién de receptores de activacién, tales como CD16 y NKp48, los linfocitos citoliticos naturales
exhiben una mayor capacidad de destruccién contra una linea de células neoplasicas y una mayor secrecién de
granzima B y perforina, y por lo tanto se puede esperar un excelente efecto antineoplésico. Por lo tanto, puede
prepararse un agente terapéutico eficaz para tratar el cancer, usando una gran cantidad de linfocitos citoliticos
naturales activados que son clinicamente aplicables. Ademas, los linfocitos citoliticos naturales pueden tener una alta
expresion de NKp30 o DNAM1.

También se describe en el presente documento una composicién farmacéutica para su uso en un método para prevenir
o tratar el cancer que incluye los linfocitos citoliticos naturales como principio activo.

Ademas, los linfocitos citoliticos naturales preparados mediante el método para cultivar linfocitos citoliticos naturales
pueden incluirse en una cantidad del 10 al 95 % en peso basandose en el peso total de la composicién farmacéutica.
Ademas, la composicién farmacéutica puede incluir ademés, ademéas del principio activo, al menos un principio activo
que exhibe funciones iguales o similares.

Una dosificacién de la composicidén farmacéutica puede ajustarse de acuerdo con diversos factores, incluyendo el tipo
de enfermedad, la gravedad de la enfermedad, los tipos y el contenido de los principios activos y otros ingredientes
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incluidos en la composicidn, los tipos de formulacién, y la edad, el peso, el estado de salud general, el género y la
dieta de un paciente, el tiempo de administracién, la via de administracién y la tasa de secrecién de una composicién,
la duracién del tratamiento y los farmacos usados simultdneamente.

Sin embargo, para un efecto deseable, una dosificacién de la composicion farmacéutica puede ser de 1 x
102 células/kg a 1,0 x 103 células/kg, y de 1 x 107 células/kg a 1,5 x 10" células/kg, basandose en los linfocitos
citoliticos naturales, que son un principio activo. En este caso, la dosis puede administrarse una vez al dia, o puede
dividirse en varias veces.

Ademas, la composicién farmacéutica puede administrarse a un individuo mediante diversos métodos conocidos en
la técnica. La via de administracién puede seleccionarse apropiadamente por un experto en la técnica teniendo en
cuenta el método de administracion, el volumen de fluido corporal, la viscosidad o similares.

El cancer puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cancer géstrico, cancer de higado, cancer
de pulmén, cancer colorrectal, cAncer de mama, cancer de préostata, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
cuello del Utero, cancer de tiroides, cancer de laringe, leucemia linfoblastica aguda, tumor cerebral, neuroblastoma,
retinoblastoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de glandulas salivales y linfoma.

Método de tratamiento que usa los linfocitos NK obtenidos

También se describe en el presente documento un método para tratar el cancer que incluye administrar el linfocito NK
a un individuo que tiene cancer. En este caso, los linfocitos NK y el cancer son como se han descrito anteriormente.
Otro aspecto mas de la presente invencién proporciona el uso del linfocito NK para tratar el cancer.

Método de cultivo de linfocitos NK 2

También se describe en el presente documento un método para cultivar un linfocito citolitico natural, que incluye: i)
aislar una célula que no expresa CD3 de PBMC,; vy ii) cultivar la célula aislada en presencia de un dimero de proteina
de fusién que comprende IL-2, o una variante de la misma, y CD80, o un fragmento de la misma.

También se describen en el presente documento linfocitos citoliticos naturales preparados mediante el método para
cultivar un linfocito citolitico natural. También se describe en el presente documento una composicién farmacéutica
para prevenir o tratar el cancer, que incluye el linfocito citolitico natural como principio activo. También se describe en
el presente documento un método para tratar el cancer que incluye administrar el linfocito NK a un individuo que tiene
cancer. En este caso, el linfocito NK y el cancer son como se han descrito anteriormente. También se describe en el
presente documento el uso del linfocito NK para tratar el cancer.

Debido a la alta expresién de receptores de activacién, tales como CD16 y NKp48, los linfocitos citoliticos naturales
exhiben una mayor capacidad de destruccién contra una linea de células neoplasicas y una mayor secrecién de
granzima B y perforina, y por lo tanto se puede esperar un excelente efecto antineoplésico. Por lo tanto, puede
prepararse un agente terapéutico eficaz para tratar el cancer, usando una gran cantidad de linfocitos citoliticos
naturales activados que son clinicamente aplicables. Ademas, los linfocitos citoliticos naturales pueden tener una alta
expresion de NKp30 o DNAM1.

El cancer puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cancer géstrico, cancer de higado, cancer
de pulmén, cancer colorrectal, cAncer de mama, cancer de préostata, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
cuello del Utero, cancer de tiroides, cancer de laringe, leucemia linfoblastica aguda, tumor cerebral, neuroblastoma,
retinoblastoma, cancer de cabeza y cuello, cdncer de glandulas salivales y linfoma.

Método de cultivo de linfocitos NK 3

También se describe en el presente documento un método para cultivar linfocitos citoliticos naturales, que incluye: i)
aislar una célula que expresa CD56 de PBMC; v ii) cultivar la célula aislada en presencia de un dimero de proteina de
fusién que comprende IL-2, o una variante de la misma, y CD80, o un fragmento de la misma.

También se describe en el presente documento un linfocito citolitico natural preparado mediante el método para cultivar
un linfocito citolitico natural. Debido a la alta expresién de receptores de activacion, tales como CD16 y NKp486, los
linfocitos citoliticos naturales exhiben una mayor capacidad de destruccién contra una linea de células neoplasicas y
una mayor secrecién de granzima B y perforina, y por lo tanto se puede esperar un excelente efecto antineoplasico.
Por lo tanto, puede prepararse un agente terapéutico eficaz para tratar el cdncer, usando una gran cantidad de
linfocitos citoliticos naturales activados que son clinicamente aplicables. Ademas, los linfocitos citoliticos naturales
pueden tener una alta expresién de NKp30 o DNAM1.

También se describe en el presente documento una composicién farmacéutica para prevenir o tratar el cancer, que

incluye el linfocito citolitico natural como principio activo. También se describe en el presente documento un método
para tratar el cancer que incluye administrar el linfocito NK a un individuo que tiene cancer. En este caso, los linfocitos
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NK y el cancer son como se han descrito anteriormente. También se describe en el presente documento el uso de
linfocitos NK para tratar el cancer.

El cancer puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cancer géstrico, cancer de higado, cancer
de pulmén, cancer colorrectal, cAncer de mama, cancer de préostata, cancer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
cuello del Utero, cancer de tiroides, cancer de laringe, leucemia linfoblastica aguda, tumor cerebral, neuroblastoma,
retinoblastoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de glandulas salivales y linfoma.

Método de cultivo de linfocitos NK 4

También se describe en el presente documento un método para promover la actividad de los linfocitos citoliticos
naturales en PBMC, que incluye cultivar PBMC en presencia de un dimero de proteina de fusién que comprende IL-
2, 0 una variante de la misma, y CD80, o un fragmento de la misma.

También se describen en el presente documento PBMC preparadas mediante el método para promover la actividad
de los linfocitos citoliticos naturales en las PBMC. Los linfocitos citoliticos naturales en PBMC tienen una alta expresién
de un receptor de activacién, tal como CD16 y NKp46, de modo que aumentan la capacidad de destruccién celular
contra lineas de células neopléasicas y la secrecién de granzima B y perforina y, por lo tanto, se pueden esperar
excelentes efectos antineoplasicos. Por lo tanto, se puede preparar un agente terapéutico eficaz para tratar el cancer
usando PBMC que incluyan una gran cantidad de linfocitos citoliticos naturales activados que sean clinicamente
aplicables. Ademas, los linfocitos citoliticos naturales en PBMC pueden tener una alta expresion de NKp30 o DNAM1.

También se describe en el presente documento una composicién farmacéutica para prevenir o tratar el cancer que
incluye las PBMC como principio activo. También se describe en el presente documento un método para tratar el
cancer que incluye la administracién de los linfocitos NK a un individuo que tiene céncer. En este caso, los linfocitos
NK y el cancer son como se han descrito anteriormente. También se describe en el presente documento el uso de
linfocitos NK para tratar el cancer.

El cancer puede ser uno cualquiera seleccionado del grupo que consiste en cancer géstrico, cancer de higado, cancer
de pulmén, cancer colorrectal, cAncer de mama, cancer de préstata, cdncer de ovario, cancer de pancreas, cancer de
cuello del Utero, cancer de tiroides, cancer de laringe, leucemia linfoblastica aguda, tumor cerebral, neuroblastoma,
retinoblastoma, cancer de cabeza y cuello, cancer de glandulas salivales y linfoma.

Modo de realizar la invencién

En lo sucesivo en el presente documento, la presente divulgacién se describird con mas detalle mediante los siguientes
ejemplos. Sin embargo, los siguientes ejemplos son solo para ilustrar la presente divulgacion, y el alcance de la
presente divulgacién no se limita a los mismos.

I. Preparacién de GI-101, linfocitos citoliticos naturales y composicién de cultivo de linfocitos citoliticos
naturales

Ejemplo preparatorio 1. Preparacién de una variante de hCD80-Fc-IL-2 (2M): GI-101

Para producir una proteina de fusién que incluyera un fragmento de CD80 humano, un dominio Fc y una variante de
IL-2, se sintetizé un polinucleétido que incluia una secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 8) que codificaba una
proteina de fusidn que comprendia un péptido sefial (SEQ ID NO: 1), un fragmento de CD80 (SEQ ID NO: 2), una
bisagra de |g conjugada con un enlazador (SEQ ID NO: 3), un dominio Fc (SEQ ID NO: 4), un enlazador (SEQ ID NO:
5) y una variante de IL-2 (2M) en la que se sustituyen dos aminoacidos (R38A, F42A) (SEQ ID NO: 6) en este orden
desde el extremo N mediante el servicio de sintesis génica Invitrogen GeneArt de ThermoFisher Scientific Inc., y se
cloné en un vector pcDNA3 4. Ademas, el vector se introdujo en células CHO (EXPI-CHO™) para expresar una
proteina de fusién de SEQ ID NO: 9. Después de introducir el vector, las células se cultivaron en un entorno de 37 °C,
a 125 rpm y con CO» al 8 % durante 7 dias y a continuacién se recogieron para purificar una proteina de fusién. El
dimero de proteina de fusién purificado se denominé "GI-101".

La purificacién se realizé usando cromatografia que incluia la resina de proteina A MabSelect SuRe. La proteina de
fusién se unié en la condicién de Tris 25 mM, NaCl 25 mM y a pH 7,4. A continuacién, se eluyé con NaCl 100 mM y
acido acético 100 mM a pH 3. Después de poner el 20 % de Tris-HCI 1 M a pH 9 en un tubo de recoleccién, se recogié
la proteina de fusion. La proteina de fusién recogida se dializé en un tampdn PBS durante 16 horas hasta el cambio.

A continuacién, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en el tiempo usando cromatografia de
exclusién por tamafio con la columna TSKgel G3000SWXI (TOSOH Bioscience) para obtener una alta concentracién
de proteina de fusién. En este momento, la proteina de fusién aislada y purificada se sometié a SDS-PAGE en
condiciones reductoras (R) o no reductoras (NR), y se tifié con azul de Coomassie para confirmar su pureza (figura
1B). Se confirmé que la proteina de fusién estaba incluida en una concentraciéon de 2,78 mg/ml, como se detecté
usando NanoDrop (figura 1C). Ademas, el resultado analizado usando cromatografia de exclusién por tamafio es como
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se muestra en la figura 1D.
Ejemplo preparatorio 2. Preparacién de un dimero de la variante de Fc-IL-2 (2M): Fc-IL-2v2

Para producir una proteina de fusién que comprendiera un dominio Fc y una variante de IL-2, se sintetiz6 un
polinucleétido que incluia una secuencia de nucleédtidos (SEQ ID NO: 45) que codificaba una proteina de fusién que
comprendia un péptido sefial (SEQ ID NO: 1), una bisagra de Ig conjugada con un enlazador (SEQ ID NO: 38), un
dominio Fc (SEQ ID NO: 4), un enlazador (SEQ ID NO: 5) y una variante de IL-2 (2M) en la que se sustituyen dos
aminoacidos (R38A, F42A) (SEQ ID NO: 6) en este orden desde el extremo N mediante el servicio de sintesis génica
Invitrogen GeneArt de ThermoFisher Scientific Inc., y se cloné en un vector pcDNA3_4. Ademas, el vector se introdujo
en células CHO (EXPI-CHO™) para expresar una proteina de fusion de SEQ ID NO: 44. Después de introducir el
vector, las células se cultivaron en un entorno de 37 °C, a 125 rpmy con CO, al 8 % durante 7 dias y a continuacién
se recogieron para purificar un dimero de proteina de fusién. El dimero de proteina de fusién purificado se denominé
"Fe-IL2v2".

La purificacion y recogida de la proteina de fusién se realizé de la misma manera que en el Ejemplo preparatorio 1. La
proteina de fusién aislada y purificada se sometié a SDS-PAGE en condiciones reductoras (R) o no reductoras (NR),
y se tii6 con azul de Coomassie para confirmar su pureza (figura 3A). Como resultado, se confirmé que la proteina de
fusidén forma un dimero. Ademds, el resultado analizado usando cromatografia de exclusién por tamafio es como se
muestra en la figura 3B.

Ejemplo preparatorio 3. Preparacién de un dimero de Fc-IL-2: Fc-IL-2wt

Para producir una proteina de fusién que comprendiera un dominio Fc y una IL-2 de tipo natural, se sintetizd un
polinucleétido que incluia una secuencia de nucleédtidos (SEQ ID NO: 43) que codificaba una proteina de fusién que
comprendia un péptido sefial (SEQ ID NO: 1), una bisagra de Ig (SEQ ID NO: 38), un dominio Fc (SEQ ID NO: 4), un
enlazador (SEQ ID NO: 5) y una IL-2 de tipo natural (SEQ ID NO: 10) en este orden desde el extremo N mediante el
servicio de sintesis génica Invitrogen GeneArt de ThermoFisher Scientific Inc., y se clond en un vector pcDNA3_4.
Ademas, el vector se introdujo en células CHO (EXPI-CHO™) para expresar una proteina de fusion de SEQ ID NO:
42. Después de introducir el vector, las células se cultivaron en un entorno de 37 °C, a 125 rpm y con COs al 8 %
durante 7 dias y a continuacién se recogieron para purificar un dimero de proteina de fusién. El dimero de proteina de
fusién purificado se denomind "Fc-IL2wt".

La purificacion y recogida de la proteina de fusién se realizé de la misma manera que en el Ejemplo preparatorio 1. La
proteina de fusién aislada y purificada se sometié a SDS-PAGE en condiciones reductoras (R) o no reductoras (NR),
y se tifié con azul de Coomassie para confirmar su pureza (figura 3C). Como resultado, se confirmé que la proteina
de fusién forma un dimero. Ademas, el resultado analizado usando cromatografia de exclusién por tamafio es como
se muestra en la figura 3D.

Ejemplo preparatorio 4. Preparacién de un dimero de tipo natural de hCD80-Fc-IL-2: hCD80-Fc-IL-2wt

Para producir una proteina de fusién que comprendiera un fragmento de CD80 humano, un dominio Fc y una proteina
de tipo natural IL-2, se sintetizé un polinucleétido que incluia una secuencia de nucleétidos (SEQ ID NO: 41) que
codificaba una proteina de fusién que comprendia un péptido sefial (SEQ ID NO: 1), un fragmento de CD80 (SEQ ID
NO: 2), una bisagra de Ig conjugada con un enlazador (SEQ ID NO: 3), un dominio Fc (SEQ ID NO: 4), un enlazador
(SEQ ID NO: 5) e IL-2 de tipo natural (SEQ ID NO: 10) en este orden desde el extremo N mediante el servicio de
sintesis génica Invitrogen GeneArt de ThermoFisher Scientific Inc., y se cloné en un vector pcDNA3_4. Ademas, el
vector se introdujo en células CHO (EXPI-CHO™) para expresar una proteina de fusién de SEQ ID NO: 46. Después
de introducir el vector, las células se cultivaron en un entorno de 37 °C, a 125 rpm y con CO5 al 8 % de concentracién
durante 7 dias y a continuacién se recogieron para purificar un dimero de proteina de fusién. El dimero de proteina de
fusién purificado se denomind "hCD80-Fc-Il,2wt".

La purificacién se realizé usando cromatografia que incluia la resina de proteina A MabSelect SuRe. La proteina de
fusién se unié en la condicién de Tris 25 mM, NaCl 25 mM y a pH 7,4. A continuacién, se eluyé con NaCl 100 mM y
acido acético 100 mM a pH 3. Después de poner el 20 % de Tris-HCI 1 M a pH 9 en un tubo de recoleccién, se recogié
la proteina de fusion. La proteina de fusién recogida se dializé en un tampdn PBS durante 16 horas hasta el cambio.

A continuacién, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en el tiempo usando cromatografia de
exclusién por tamafio con la columna TSKgel G3000SWXI (TOSOH Bioscience) para obtener una alta concentracién
de proteina de fusién. En este momento, la proteina de fusién aislada y purificada se sometié a SDS-PAGE en
condiciones reductoras (R) o no reductoras (NR), y se tifié con azul de Coomassie para confirmar su pureza (figura
4A). Como resultado, se confirmd que la proteina de fusién forma un dimero. Ademas, el resultado analizado usando
cromatografia de exclusién por tamafio es como se muestra en la figura 4B.

Ejemplo preparatorio 5. Preparacién de un dimero de hCD80-Fc: hCD80-Fc
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Para producir una proteina de fusién que comprendiera un fragmento de CD80 humano y un dominio Fc, se sintetiz
un polinucledtido (SEQ ID NO: 39) que incluia una secuencia de nucledtidos que codificaba una proteina de fusidn
que comprendia un péptido sefial (SEQ ID NO: 1), un fragmento de CD80 (SEQ ID NO: 2), una bisagra de Ig conjugada
con un enlazador (SEQ ID NO: 3) y un dominio Fc (SEQ ID NO: 4) en este orden desde el extremo N mediante el
servicio de sintesis génica Invitrogen GeneArt de ThermoFisher Scientific Inc., y se clond en un vector pcDNA3_4.
Ademas, el vector se introdujo en células CHO (EXPI-CHO™) para expresar una proteina de fusion de SEQ ID NO:
40. Después de introducir el vector, las células se cultivaron en un entorno de 37 °C, a 125 rpm y con COs al 8 %
durante 7 dias y a continuacién se recogieron para purificar un dimero de proteina de fusién. El dimero de proteina de
fusién purificado se denomind "hCD80-Fc".

La purificacién se realizé usando cromatografia que incluia la resina de proteina A MabSelect SuRe. La proteina de
fusién se unié en la condicién de Tris 25 mM, NaCl 25 mM y a pH 7,4. A continuacién, se eluyé con NaCl 100 mM y
acido acético 100 mM a pH 3. Después de poner el 20 % de Tris-HCI 1 M a pH 9 en un tubo de recoleccién, se recogié
la proteina de fusion. La proteina de fusién recogida se dializé en un tampdn PBS durante 16 horas hasta el cambio.

A continuacién, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 280 nm en el tiempo usando cromatografia de
exclusién por tamafio con la columna TSKgel G3000SWXI (TOSOH Bioscience) para obtener una alta concentracién
de proteina de fusién. En este momento, la proteina de fusién aislada y purificada se sometié a SDS-PAGE en
condiciones reductoras (R) o no reductoras (NR), y se tifié con azul de Coomassie para confirmar su pureza (figura
2A). Como resultado, se confirmé que la proteina de fusién forma un dimero. Ademas, el resultado analizado usando
cromatografia de exclusién por tamafio es como se muestra en la figura 2B.

Ejemplo de preparacién 1. Preparacién de un medio de cultivo de linfocitos citoliticos naturales
Las composiciones de medios de cultivo de linfocitos citoliticos naturales se prepararon afiadiendo respectivamente

sustancias correspondientes a las condiciones de adicién 1 a 4 de la Tabla 5 a cada medio de cultivo basal que tenia
la composicién de la Tabla 1 a la Tabla 4 a continuacién.

[Tabla 1]
Medio de cultivo basal 1
Componentes Fabricante | N.° de cat. Dosis Conc;:;rlamon
RS (reemplazo sérico) de células Thermo | A2596102 0,5 ml 5%
inmunitarias CTS
GLUTAMAX 100X ciBco | AT2800- 0,5 ml 1X
R&D 247- afiadir inmediatamente
rhil-15 systems ILB/CF antes de usar 66,7 Ul
R&D 8879- afiadir inmediatamente
rhil-21 systems IL/CF antes de usar 0,341 Ul
. Miltenyi 130-094-
Perlas anti CD2/CD335 Biotec 483
OKT3 Biolegend 317326 10 ng/ml
Medio AIM-V GIBCO 087[())}1(12' a 50 ml
[Tabla 2]
Medio de cultivo basal 2
Componentes Fabricante N.° de cat. Dosis Concentracién final
Suero AB humano Sigma H4522 2,5mi 5%
GLUTAMAX 100X GIBCO A12860-01 0,5 ml 1X
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(continuacién)

Medio de cultivo basal 2
Componentes Fabricante N.° de cat. Dosis Concentracién final
thiL-15 R&D systems | 247-ILB/cF | 2hadirinmedatamente antes 66,7 Ul
rhiL-21 R&D systems | 8879-ILicF | anadir '”m?j‘l'it:;?e”te antes 0,341 Ul
Perlas anti CD2/CD335 | Miltenyi Biotec | 130-094-483
OKT3 Biolegend 317326 10 ng/ml
Medio AIM-V GIBCO 0870112-DK a 50 ml
[Tabla 3]
Medio de cultivo basal 3
Componentes Fabricante N.° de cat. Dosis Concentracién final
Suero AB humano Sigma H4522 2,5mi 5%
GLUTAMAX 100X GIBCO A12860-01 0,5ml 1X
thiL-15 R&D systems | 247-ILB/cF | 2hadirinmedatamente antes 66,7 Ul
thiL-21 R&D systems | 8879-IcF | 2hadir i”mz‘liit:;?e”te antes 0,341 Ul
Perlas anti CD2/CD335 | Miltenyi Biotec | 130-094-483
OKT3 Biolegend 317326 10 ng/ml
Medio X-VIVO™ 15 Lonza 04-418Q a 50 ml
[Tabla 4]
Medio de cultivo basal 4
Componentes Fabricante N.° de cat. Dosis Concentracién final
Suero AB humano Sigma H4522 2,5mi 5%
Complemento NK MACS Miltenyi Biotec 130-113-102 500 uf 1%
Perlas anti CD2/CD335 Miltenyi Biotec 130-094-483
OKT3 Biolegend 317326 10 ng/ml
Medio NK MACS 130-112-968 a 50 ml
[Tabla 5]
Adicién de material
Clasificacién | Componentes | Fabricante Dosis Concentracioén final
Condicién Gl ahadir
- GI-101 " inmediatamente 1,6 nM/50 nM
de adicién 1 Innovation
antes de usar
Condicién ahadir
de adicion 2 GI-101 TS Gl-Cell inmediatamente 1,6 nM/50 nM
antes de usar
Condicién | CD80-Fc+Fe- afiadir
de adicién 3 IL2WT Gl-Cell inmediatamente CD80-Fc(1,6 nM)+Fc-IL2WT(1,6 nM)/
antes de usar
CD80-Fc(50 nM)+Fc-IL2WT(50 nM)
Condicién | CDBO-Fc+Fe- | o inmegir:;‘g'r;ente CD80-Fc(1,6 nM)+Fc-IL2v2(1,6 nM)/CD80-
de adicién 4 IL2v2 antes de usar Fc(50 nM)+Fc-IL2v2(50 nM)
Ejemplo 1. Preparacién de linfocitos citoliticos naturales CD3(-)CD56(+) procedentes de células

mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Para obtener células CD3(-), el nimero de PBMC (células mononucleares de sangre periférica, Zen-Bio. Inc, NC
27709, EE. UU., N.° de cat.: SER-PBMC-200-F) se conté usando un contador de células automatico ADAM-MC2
(NanoEnTek, adquirido a Cosmo Genetech Co., Ltd.). Las PBMC se transfirieron a un tubo nuevo y a continuacién se
centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a una temperatura de 4 °C. Se incluyeron de seroalbimina bovina (BSA) al
0,5 % (v/iv) y EDTA a una concentracién de 2 mM en PBS para preparar el tampén MACS (pH 7,2). Después de
completar la centrifugacion, se traté un sedimento celular con 80 pl de tampdn MACs y 20 ul de perlas magnéticas
CD3 (Miltenyi Biotech, 130-050-101) por 1 x 107 células para suspenderlo y, a continuacién, se incubd a una
temperatura de 4 °C durante 15 minutos. Se afiadieron 10 ml de tampdn MACs para el lavado y se centrifugaron a
300 x g durante 10 minutos a una temperatura de 4 °C y, a continuacién, el sedimento celular se suspendié de nuevo
en 0,5 ml de tampé6n MACs.
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En primer lugar se vertieron 2 ml de tampdn MACs en la columna LD (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania,
N.° de cat.: 130-042-901) y, a continuacién, se hizo fluir la suspensidn celular. A continuacién, se obtuvieron las células
CD3(-) que pasaron por la columna LD. En este momento, las células CD3(-) se obtuvieron haciendo fluir 2 ml de
tampén MACs tres veces para que las células que quedaban en la columna LD pudieran separarse lo suficiente. Las
células CD3(-) obtenidas se contaron usando un contador de células, a continuacidén se colocaron en un tubo nuevo y
se centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a una temperatura de 4 °C. A continuacidn, el sobrenadante se eliminé
y a continuacién se afiadieron 80 pl de tampén MACs y 20 pl de perlas magnéticas CD56 (Miltenyi biotech, N.° de
Cat.: 130-050-401) por 1 x 107 células, seguido de una incubacién a una temperatura de 4 °C durante 15 minutos. Se
afladieron 10 ml de tampén MACs para el lavado y se centrifugaron a 300 x g durante 10 minutos a una temperatura
de 4 °C vy, a continuacion, el sedimento celular se suspendié de nuevo en 0,5 ml de tampén MACs.

En primer lugar se vertieron 3 ml de tampén MACs en la columna LS (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania,
N.° de cat.: 130-042-901) y, a continuacidn, se hizo fluir la suspension celular. En este momento, se hicieron fluir 2 ml
de tampo6n MACs tres veces para que las células que quedaban en la columna LS pudieran separarse lo suficiente. A
continuacién, después de que la columna LS se separase de un soporte magnético, se afiadieron 5 ml de tampén
MACs y se aplicé presién con un piston para obtener linfocitos citoliticos naturales CD3(-)CD56(+). Los linfocitos
citoliticos naturales CD3(-)CD56(+) obtenidos se pusieron en un tubo nuevo y se centrifugaron a 300 x g durante
5 minutos a una temperatura de 4 °C. Después de eliminar el sobrenadante, las células se suspendieron en los medios
de cultivo basales que se muestran en la Tabla 1 a la Tabla 4 teniendo en cuenta las condiciones de cultivo. El nimero
de células suspendidas se conté usando un contador de células.

Ejemplo 2. Cultivo de linfocitos citoliticos naturales CD3(-)CD56(+) procedentes de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC)

100 pl de CD335 (NKp46)-biotina y 100 ul de CD2-biotina incluidos en un kit de activacién/expansion de linfocitos NK
(N.° de cat.: 130-112-968) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) se pusieron en un microtubo de 1,5 mly se
mezclaron, a continuacién se afiadieron 500 ul de particulas MACSiBead anti biotina y se mezclaron. A continuacién,
se afiadieron 300 pl de tampén MACs y se mezclaron a razén de 2 °C a 8 °C durante 2 horas usando un rotador de
microtubos. Teniendo en cuenta el nimero de células, se transfirieron 5 pl de perlas de activaciéon de NK por 1 x
108 células a un nuevo tubo. Se afiadié 1 ml de PBS y se centrifugé a 300 x g durante 5 minutos. Después de eliminar
el sobrenadante, el medio NK MACs (N.° de cat.: 130-094-483) (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Alemania) a usar
se afiadio en funcidn de 5 pl por 108 linfocitos NK, y se liberaron las perlas, seguido de la inoculacién en los linfocitos
citoliticos naturales CD3(-)CD56(+) aislados en el Ejemplo 1.

A continuacién, los linfocitos citoliticos naturales CD3(-)CD56(+) preparados se suspendieron en una composicién de
medio de cultivo que contenia un aditivo preparado en el Ejemplo de preparacién 1 de modo que el nimero total de
células fuera 2,5 x 10%, y se sembraron en una placa de 48 pocillos, seguido de un cultivo en condiciones de 37 °C y
COz al 5 %. A continuacidn, el nimero de células se determiné cada 2 dias para realizar un subcultivo en el orden de
una placa de 48 pocillos, una placa de 24 pocillos, una placa de 12 pocillos, una placa de 6 pocillos y un matraz 25T
cuando las células tenian una confluencia del 80 % o més del recipiente de cultivo (confluencia), y finalmente todas
las células se recogieron el dia 21.

Ejemplo 3. Recuento del nimero de células y comparacién de la viabilidad celular

El namero total de células y la viabilidad de los linfocitos citoliticos naturales cultivados se contaron usando un contador
de células (ADAM-MC2) los dias 5, 9, 11, 13, 15, 17 y 21. En este momento, se cont6 el nimero de células en las
fechas anteriores a medida que las células alcanzan el 80 % de confluencia, lo que es un criterio para el subcultivo
porque la tasa de proliferacion de las células varia segun el material tratado y el tipo de medio de cultivo.

Los resultados de la comparacidn del nimero total de células y la viabilidad de las células CD3-CD56+ cultivadas en
las condiciones de la composicién del medio de cultivo preparada en el Ejemplo de preparacién 1 se muestran en las
Tablas 6 a 13 y en las figuras 5A a 12B.

Como resultado, se confirmé que todas las composiciones de medio de cultivo a las que se afiadié GI-101 preparado
mediante el Ejemplo de preparacién 1 tenian un nimero total de linfocitos citoliticos naturales mayor que el grupo de
control (adicion de CD80-Fc+Fc-IL2v2 o CD80-Fc+Fc-IL2WT), independientemente de la concentracién de tratamiento
en cuatro condiciones de medio de cultivo basal (Tablas 1 a 4) (figuras 5A, 5B, 7A, 7B, 9A, 9B, 11Ay 11B).

Ademas, incluso para la viabilidad celular, cuando se afiadié GI-101, todas las composiciones de medio de cultivo
exhibieron una alta viabilidad independientemente del medio de cultivo basal y la concentracion (figuras 6A, 6B, 8A,
8B, 10A, 10B, 12Ay 12B).

Basandose en los resultados, se confirmé que GI-101 desempefia una funcién importante en la mejora de la capacidad

de proliferacidn y la viabilidad de los linfocitos citoliticos naturales en comparacién con el grupo de control (adicién de
CD80-Fc+Fc-ll,2v2 o CD80-Fct+Fc-II,2WT), independientemente del medio de cultivo basal y la concentracién.
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[Tabla 6]

NUMERO TOTAL DE CELULAS (x 105)

Células CD3-CD56+

C°Z‘i‘ﬁ|‘\‘/’g de | Gone. gﬂp‘]‘ltce;f; DIA 0 DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA | DIA
(siembra) 5 9 11 13 15 17 21
GI-101 250 317 | 856 | - | 2384| - | 2738|2376
GI-10TWT 250 236|640 | - - - | 1545 | 13.33
sonm | CD8O0-Fe+Fe- 250 262 |661| - |1616| - |[2193]1319
IL2v2
CD80-Fe+Fe- 2 50 187 - |1104]1392| - |17.86]| 1333
Tabla 1 ILZWT
GI-101 250 227 1679| - | 1398 - | 1562 11.19
GI-101WT 2,50 192 | 465 | - - - - 3.58
CD80-Fc+Fo-
1.6 M L ovs 250 023 | - - - - - -
CD80-Fc+Fo-
LW 250 176 | - - 6,06 - 6,64 | 446
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Il. Caracterizacion de linfocitos citoliticos naturales usando una composicién de cultivo de linfocitos citoliticos
naturales

Ejemplo 4. Medicién de la pureza de los linfocitos citoliticos naturales

Los linfocitos citoliticos naturales CD3-CD56+ obtenidos a partir del Ejemplo 2 se centrifugaron respectivamente a 300
x g durante 5 minutos para eliminar el sobrenadante, y se afiadié 1 ml de tampén FACS para liberar el sedimento. A
continuacién, se afiadieron FBS al 3 % (v/v), EDTA 10 mM, HEPES 20 mM, 10 pg/ml de polimixina B, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y piruvato de sodio 1 mM a PBS para preparar el tampdn FACS, y se afiadid
1 ml del tampén FACS preparado para suspender de nuevo el sedimento celular. A continuacién, se diluy6é con tampén
FACS a razon de 2 x 10° células/ml usando un contador de células.

Se afladieron 100 yl de la solucién celular diluida a cada uno de un tubo FACS de 5 ml y se afiadieron 100 ul de
tampdn FACS, seguido del tratamiento con un anticuerpo anti CD3 humano marcado con PerCP (anti CD3 humano
PerCP (clon UCHT1)) y un anticuerpo anti CD56 humano marcado con PE/cy7 (anti CD56 humano PE/cy7 (clon
B159)). A continuacién, después de la incubacién a 4 °C durante 20 minutos, se afiadieron 200 pl de tampén FACS y
se centrifugaron a 1.500 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se eliminé y se afiadieron 200 pl de tampén FACS
para la suspension y, a continuacion, se determiné el fenotipo de las células usando un citémetro de flujo (CYTEK®
Aurora, Cytek, Fremont, CA, EE. UU.).

La informacién sobre los anticuerpos usados en el experimento se muestra en la Tabla 14. Ademas, las purezas de
los linfocitos citoliticos naturales CD3-CD56+ cultivados durante 21 dias en las condiciones de las composiciones de
medio de cultivo preparadas en el Ejemplo de preparacidén 1 se midieron y se muestran en las figuras 13 a 16.

[Tabla 14]
Diana Color Clon Productor | N.° de cat.
CD3 PerCP | UCHT1 | BioLegend 300428
CD56 | APC/cy7 | 5.1H11 | BioLegend 362512

Marcador NK

Ejemplo 5. Identificaciéon de marcadores de activacién e inhibicién para linfocitos citoliticos naturales

Los linfocitos citoliticos naturales CD3-CD56+ obtenidos a partir del Ejemplo 2 se centrifugaron respectivamente a 300
x g durante 5 minutos para eliminar el sobrenadante, y se afiadié 1 ml de tampén FACS para liberar el sedimento.

Se afiadieron FBS al 3 % (v/v), EDTA 10 mM, HEPES 20 mM, 10 pg/ml de polimixina B, 100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina y piruvato de sodio 1 mM a PBS para preparar el tampén FACS, y se afiadié 1 ml del
tampdn FACS preparado para suspender de nuevo el sedimento celular. A continuacién, se diluyé con tampén FACS
a razon de 2 x 108 células/ml usando un contador de células. Se afiadieron 100 ul de la solucion celular diluida a cada
uno de un tubo FACS de 5 ml y se confirmaron usando un anticuerpo anti CD16 humano marcado con Pe-CF594 (anti
CD16 humano PE-CF594 (clon 3G8)), anticuerpo anti DNAM1 humano marcado con APC (anti DNAM1 humano APC
(clon 11A8)), anticuerpo anti NKG2C humano marcado con BV605 (anti NKG2C humano BV605 (clon 134591)),
anticuerpo anti NKG2D humano marcado con BV650 (anti NKG2D humano BV6E50 (clon 1D11)), anticuerpo anti NKp46
humano marcado con BB515 (anti NKp46 humano BB515 (clon 9E2)), anticuerpo anti NKp30 humano marcado con
BV480 (anti NKp30 humano marcado con BV480 (clon p30-15)), anticuerpo anti PD-1 humano marcado con PE (anti
PD-1 humano PE (clon EH12.2H7)) y anticuerpo anti NKG2A humano marcado con APC (anti NKG2A humano APC
(clon 131411)), usando un citémetro de flujo. A continuacién, después de la incubacién a 4 °C durante 20 minutos, se
afladieron 100 pl de tampén FACS y se centrifugaron a 1.500 rpm durante 3 minutos.

El sobrenadante se eliminé y se afladieron 200 ul de tampén FACS para la suspensién y, a continuacion, se determind
el fenotipo de las células usando un citémetro de flujo (CYTEK® Aurora, Cytek, Fremont, CA, EE. UU.). La informacion
de los anticuerpos usados en el experimento se muestra en la Tabla 15. Los marcadores de activacidn e inhibicién
para los linfocitos citoliticos naturales CD3-CD56+ cultivados durante 21 dias en las condiciones de las composiciones
de medio de cultivo preparadas en el Ejemplo de preparacién 1 se identificaron y se muestran en las figuras 17 a 24.

[Tabla 15]

Diana Color Clon Productor N.° de cat.

CD16 PE-CF594 3G8 BD 562293
Marcador de activacion DNAM1 APC 11A8 BioLegend 338312

NKp46 BB515 9E2 BD 564536

NKp30 BV480 p30-15 BD 746491
Marcador de inhibicién PD-1 PE EH12.2H7 BioLegend 329906

NKG2A APC 131411 R&D systems | FAB1059A-100

Ejemplo 6. Determinacion de la capacidad secretora de granzima B, perforina e interferén gamma de los
linfocitos citoliticos naturales
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Para determinar la capacidad secretora de granzima B y perforina de los linfocitos citoliticos naturales CD3-CD56+
obtenidos a partir del Ejemplo 2, se midié la cantidad de expresién de granzima B, perforina e interferén gamma en
los linfocitos citoliticos naturales mediante tincidén intracelular. Los linfocitos citoliticos naturales cultivados se
centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos y el sobrenadante se elimind. A continuacién, se diluyé con cada
composicién de cultivo a razén de 2 x 108 células/ml usando un contador de células.

Se dispensaron 200 pl de las células preparadas en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y a continuacién se
afadié coctel de estimulacién (1x) al 1 % (v/v) (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y se incubé a 37 °C, en
condiciones de CO» durante 4 horas. A continuacién, las placas se centrifugaron en condiciones de 300 x g durante
5 minutos y el sobrenadante se elimind. A continuacién, se afiadieron FBS al 3 % (v/v), EDTA 10 mM, HEPES 20 mM,
10 pg/ml de polimixina B, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y piruvato de sodio 1 mM a PBS para
preparar el tampdn FACS, y se afiadieron 100 pl de tampén FACS preparado para suspender de nuevo el sedimento
celular. El sobrenadante se eliminé y se afiadieron 100 ul de tampon BD CYTOFIX/CYTOPERM™ (tampo6n de
permeacidn/fijacion, BD science) para la fijacién y la permeacién y a continuacién se suspendid, seguido de incubacién
a 4 °C durante 30 minutos. Se afiadieron 100 pl mas de tampén FACS y se centrifugaron a 1.500 rpm durante
3 minutos.

Se ftrataron un anticuerpo anti granzima B humana marcado con PE/cy7 (anti granzima B humana PE/cy7 (clon
NGZB)), un anticuerpo anti perforina humana marcado con APC (anti perforina humana APC (clon B-D48)) y un
anticuerpo anti interferén gamma humano marcado con BV421 (anti IFN-gamma humano BV421 (clon B27)). A
continuacién, después de la incubacién a 4 °C durante 20 minutos, se afiadieron 100 pyl de tampén FACS y se
centrifugaron a 1.500 rpm durante 3 minutos. Después de eliminar el sobrenadante y afiadir 200 pl de tampén FACS
(tampdn de fijacidn) a la suspensién, se determiné la cantidad de expresidn de las células usando un citobmetro de
flujo.

La informacidén de los anticuerpos usados en el experimento se muestra en la Tabla 16. Los marcadores para los
linfocitos citoliticos naturales CD3-CD56+ cultivados durante 21 dias en las condiciones de las composiciones de
medio de cultivo preparadas en el Ejemplo de preparacién 1 se identificaron y se muestran en las figuras 25 a 28.

Tabla 16
Diana Color Clon Productor N.° de cat.
Perforina APC B-D48 | BioLegend 353312
Citotoxicidad IFN-y BV421 B27 BioLegend 506538
Granzima B (GB11) | PE/cy7 | NGZB | ebioscience | 25-8898-82

lll. Analisis de la capacidad de destruccion de células neoplasicas de los linfocitos citoliticos naturales de
acuerdo con una composicion de cultivo

Ejemplo 8. Confirmacién de la capacidad de desgranulacion y el efecto de destruccién de los linfocitos
citoliticos naturales contra las células neoplasicas

Especificamente, una linea de células cancerosas K562 (Coleccién Americana de Cultivos Tipo, ATCC) se diluy6 en
PBS hasta obtener la cantidad de células que se muestra en la Tabla 17 a continuacién y se distribuyé en cada pocillo.

[Tabla 17]
E:D 1:1 1:5 1:10

(E) Linfocitos NK | 2,5 x 10° células | 1 x 10° células | 1 x 10° células

(D) K562 2,5 x 10% células | 5 x 10° células | 1 x 10° células

Especificamente, una linea de células cancerosas K562 se diluyd con cada composicién de cultivo a razén de 1 x
107 células/ml y a continuacion se distribuyé de acuerdo con el nimero de células especificado en la tabla anterior
para cada pocillo. A continuacién, los linfocitos citoliticos naturales también se diluyeron con cada composicién de
cultivo a razén de 5 x 108 células/ml, a continuacion se distribuyeron de acuerdo con el nimero de células especificado
en la tabla anterior para cada pocillo y se centrifugaron a 30 x g durante 3 minutos. A continuaciéon, después de un
cultivo a 37 °C, en condiciones de CO; al 5 % durante 4 horas, se trataron un anticuerpo anti CD3 humano marcado
con BV421 (anti CD3 humano BV421 (clon UCHT1)), un anticuerpo anti CD16 humano marcado con PE (anti CD16
humano PE (clon 3G8)), un anticuerpo anti CD56 humano marcado con PE/cy7 (anti CD56 humano PE/cy7 (clon
B159)) y un anticuerpo anti CD107a humano marcado con FITC (anti CD107a humano FITC (clon H4A3)) y se
incubaron en hielo durante 20 minutos.

A continuacién, se afiadieron 100 ul de tampén FACS y se centrifugaron a 1.300 rpm, en condiciones de 4 °C durante
5 minutos. Después de eliminar el sobrenadante, la solucién de tincién de viabilidad 7-AAD se traté y la luz se bloqued
para que reaccionara a temperatura ambiente durante 15 minutos. A continuacién, se afiadieron 100 pl de tampdn
FACS y se centrifugaron a 1.300 rpm, en condiciones de 4 °C durante 5 minutos. Se afiadieron de nuevo 200 pl de
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tampén FACS y se centrifugaron a 1.300 rpm, en condiciones de 4 °C durante 5 minutos. Después de repetir el proceso
anterior una vez mas, el sobrenadante se elimind y se afiadieron 400 pl de tampén FACS, seguido del analisis usando
un citémetro de flujo (CYTEL® Aurora, Cytek, Fremont, CA, EE. UU.).

La capacidad de desgranulacién y el efecto de destruccién de los linfocitos citoliticos naturales cultivados durante
21 dias en una composicién en la que se afiadieron 50 nM del aditivo de la Tabla 5 al medio de cultivo basal de las
Tablas 1 a 4, respectivamente, se muestran en las figuras 29 a 34.
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REIVINDICACIONES

1. Un uso de una composicidén para cultivar in vitro un linfocito citolitico natural aislada sin células CD3+ o CD56-,
comprendiendo la composicion como principio activo un dimero de proteina de fusién que comprende una variante de
IL-2 y un fragmento de CD80,

en donde la proteina de fusidén comprende las siguientes férmulas estructurales (I) o (I1):
N'-X-[enlazador (1)]n-dominio Fc-{enlazador (2)Im-Y-C' - férmula (1)
N'-Y-[enlazador (1)]n-dominio Fc{enlazador (2)]x-X-C' - formula (11),

en donde, N' es el extremo N de la proteina de fusion,
C' es el extremo C de la proteina de fusién,

X es el fragmento de CD80,

Y es la variante de IL-2,

los enlazadores (1) y (2) son enlazadores peptidicos, y
ny m son cada uno independientemente 0 o 1,

en donde la variante de IL-2 comprende una sustitucién de los aminoacidos 38 y 42 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10,
en donde el fragmento de CD80 comprende el dominio extracelular de CD80.

2. El uso de la composicién de la reivindicacion 1, en donde la variante de IL-2 comprende ademés una sustitucién de
uno o mas aminoacidos seleccionados del grupo que consiste en los aminoacidos 45, 61 y 72 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 10.

3. El uso de la composicidn de la reivindicaciéon 1, en donde la variante de IL-2 consiste en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 6.

4. El uso de la composicion de la reivindicacién 1, en donde el fragmento de CD80 consiste en los aminoéacidos 35 a
242 en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 11.

5. El uso de la composicién de la reivindicacién 1, en donde la proteina de fusién consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

6. Un método para cultivar in vitro un linfocito citolitico natural, que comprende:
cultivar los linfocitos NK aislados sin células CD3+ o CDS56- en presencia de un dimero de proteina de fusiéon que
comprende una variante de IL-2 y un fragmento de CD80,

en donde la proteina de fusidén comprende las siguientes férmulas estructurales (I) o (I1):
N'-X-[enlazador (1)]n-dominio Fc-{enlazador (2)Im-Y-C' - férmula (1)
N'-Y-[enlazador (1)]n-dominio Fc-{enlazador (2)Jm-X-C' - formula (11),

en donde, N' es el extremo N de la proteina de fusion,
C' es el extremo C de la proteina de fusién,

X es el fragmento de CD80,

Y es la variante de IL-2,

los enlazadores (1) y (2) son enlazadores peptidicos, y
ny m son cada uno independientemente 0 o 1,

en donde la variante de IL-2 comprende una sustitucién de los aminoacidos 38 y 42 en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 10,
en donde el fragmento de CD80 comprende el dominio extracelular de CD80.

7. El método de la reivindicacién 6, en donde el periodo de cultivo en la etapa de cultivo es de 5 dias a 25 dias.

8. El método de la reivindicacién 6, en donde la variante de IL-2 comprende ademas una sustitucién de uno o0 mas

aminodacidos seleccionados del grupo que consiste en los aminoacidos 45, 61 y 72 en la secuencia de aminoécidos
de SEQ ID NO: 10.
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FIG. 11A

500

450

400
350

300

200

150

100

NUMERO DE CELULAS (x105)

50

o

DO D5 D9 DIT DiI3 D15 D17 D21
(SIEMBRA)

TWT e CDBOSFE 4 P ll2v2 ~bm CDBO- Fe 4 Be-ILAWT

(50uM) (50nh):

47



ES 2997 310T3

FIG. 11B

450

400

350

300

250 o
200

150
100

NUMERO DE CELULAS (x105)

D6 D5 D9 D1t DI3 D15 D17 D21
(SIEMBRA)

m«lmﬁ_ﬁiﬁ 01 iG] @1 WT
(Len)  (1,8nM) (1,6nM) (160Nt

48



ES 2997 310T3

FIG. 12A

8{} R AT e e s s A i e e A A A R L e L L L A S A A

05 Dg D11 i3 D5 o7 021

oot G 10T ol GEADTWT oo COGOFR PO LD oo DO 0-Fio+ Fe-iL2WT
"""" {Sanhy {BUni} (S0}

49



ES 2997 310T3

FIG. 12B

100

80

80

70

60

50

40

30

1

10

&

D5 D9 D11 D13 D15 D17 D21

st (G 10T wolbon Gl TOTWT soabons COB0-Foa Foull2ud st CDB0Fo Poul LOWT
{hEnD {1,600} {1,6r} (1,6md)

50



ES 2997 310T3

FIG. 13

1,50b/mi Sen#/ml

. G110t GI-10T WY CDEO-FoaFe-k2vz  COBO-Fos Fo-fLZWT G101 GITO1_WT CD80-FeaFe-lkdvd  COBO-FouFo-ILZWT
m A’x\ \\\\\ m Am)‘\\\\ w " w
i1 i i I
1 i § b
i ] i :
; 1 i

Pl ] !

1 H il

@4 i |

2 ;

81 ! i

o586

51



ES 2997 310T3

FIG. 14

1,6nM/mi

SonMy/mi

G101

GI-101_ WT

CDBO-FoeFeoit2vz

COBO-Fo+Fo-L2WT

G101

B1-161_WT

COB0-FosFe-lh2vd  CDBO-Fe+Fe-HL2WT

v

52



ES 2997 310T3

FIG. 15
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FIG. 16
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