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DESCRIPCION

Combinacion de polipéptidos de fusién multiméricos e inhibidor del punto de control inmunitario para el tratamiento
de cancer asociado a HPV

Introduccién

Una respuesta inmunitaria adaptativa implica el acoplamiento del receptor de linfocitos T (TCR) presente en la
superficie de un linfocito T, con un antigeno de péptido pequefio presentado de forma no covalente en la superficie
de una célula que presenta antigenos (APC) mediante un complejo mayor de histocompatibilidad (MHC; al que
también se hace referencia en seres humanos como complejo de antigeno leucocitario humano (HLA)). Este
acoplamiento representa el mecanismo de seleccion de diana del sistema inmunitario y es una interaccién molecular
necesaria para la modulacién (activacion o inhibicién) de linfocitos T y la funcién efectora. Luego de la seleccion de
células como diana especificas al epitopo, los linfocitos T seleccionados se activan a través del acoplamiento de
proteinas coestimuladoras que se encuentran en la APC con proteinas coestimuladoras de los linfocitos T
equivalentes. Ambas sefiales, epitopo/union a TCR y acoplamiento de proteinas coestimuladoras de APC con
proteinas coestimuladoras de linfocitos T, son necesarias para impulsar la especificidad y activacién o inhibicion de
linfocitos T. El TCR es especifico para un epitopo dado; sin embargo, la proteina coestimuladora no es especifica
para el epitopo y, en cambio, generalmente se expresa en todos los linfocitos T o en grandes subconjuntos de
linfocitos T.

Resumen

La presente descripcion proporciona una composicion que comprende un polipéptido multimérico para el uso en un
método para tratar un cancer asociado a HPV en un paciente humano, el método comprende administrar un
polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario,

en donde el polipéptido multimérico comprende un heterodimero que tiene:

a) un primer polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:
i) un epitopo de HPV16 E7 que comprende la secuencia de aminoacidos YMLDLQPETT (SEQ ID NO:77);
i) un primer polipéptido del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que es un polipéptido p2-
microglobulina (82M) que comprende la secuencia de aminoacidos como se representa en la Figura 34A
(SEQ ID NO:48); y

b) un segundo polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un polipéptido de IL-2 variante, que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura
34B (SEQ ID NO: 49),

i) un segundo polipéptido de MHC que es un polipéptido de cadena pesada de MHC clase | que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34C (SEQ ID NO:50); y

iii) un polipéptido Fc de inmunoglobulina (Ig).

Breve descripcion de las figuras

Las Figuras 1A-1D ilustran esquematicamente diversas modalidades de un polipéptido multimérico modulador de
linfocitos T. En estas modalidades, los enlaces disulfuro se forman entre polipéptidos de MHC (por ejemplo, HLA)
presentes en polipéptidos separados.

Las Figuras 2A-2Q proporcionan una secuencia de aminoacidos de IL-2 humana de tipo salvaje (Figura 2A); y
secuencias de aminoécidos de polipéptidos de IL-2 variantes (Figuras 2B-2Q).

Las Figuras 3A-3C proporcionan secuencias de aminoacidos de cadena alfa (Figura 3A), cadena beta (Figura
3B) y cadena gamma (Figura 3C) del receptor de IL-2.

Las Figuras 4A-4C proporcionan secuencias de aminoacidos de polipéptidos de Fc de inmunoglobulina.

Las Figuras 5A-5C proporcionan secuencias de aminoacidos de polipéptidos de cadena pesada del antigeno
leucocitario humano (HLA) clase |. Las secuencias sefial estan subrayadas.

La Figura 6 proporcionan una alineacion de secuencia de aminoacidos multiple de precursores de microglobulina
beta-2 (B2M) (es decir, que incluye la secuencia lider) de Homo sapiens (NP_004039.1; SEQ ID NO:95), Pan
troglodytes (NP_001009066.1; SEQ ID NO:195), Macaca mulatta (NP_001040602.1; SEQ ID NO:96), Bos
Taurus (NP_776318.1; SEQ ID NO:97) y Mus musculus (NP_033865.2; SEQ ID NO:98). Los aminoécidos 1-20
son un péptido sefial.

Las Figuras 7A-7B ilustran la produccidon de IL-2/synTac (“Cue-IL-2-a" y Cue-IL-2-b") de la presente descripcion
luego de la transfeccidn transitoria. Figura 7A representa los rendimientos no purificados; la Figura 7B representa
el producto purificado.

Las Figuras 8A-8B ilustran la produccion de IL-2/synTac de la presente descripcion, en la que el polipéptido de
IL-2 se encuentra presente en la cadena ligera (la cadena de polipéptidos con la cadena ligera (por ejemplo,
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82M) de una molécula de MHC clase |) o en la cadena pesada (la cadena de polipéptidos con la cadena pesada
de una molécula de MHC clase |).

La Figura 9 representa el nivel de expresién de IL-2/syn-Tac, en el que la IL-2 es de tipo salvaje (wt), o
comprende varias combinaciones de F42A, D20K, Q126A, E15A, Y45A y H16A.

La Figura 10 representa la expresion de |IL-2/synTac de la presente descripcién, en la que la IL-2 se encuentra
presente en una copia (1X), dos copias (2X) o tres copias (3X) en el synTac.

La Figura 11 representa la estimulacién in vitro de linfocitos T CD8* especificos para el antigeno y linfocitos T
CD8* no especificos mediante un |L-2/synTac de la presente descripcion, donde la IL-2 variante que comprende
sustituciones de F42A y H16A se encuentra presente en el synTac en dos copias.

La Figura 12 representa la union de IL-2/synTac a linfocitos T CD8* especificos (virus de coriomeningtis
linfociica; LCMV) o no especificos (OT1; que reconocen ovoalblimina).

La Figura 13 representa la sefializacién mediada por IL-2/synTac en linfocitos T CD8* especificos para el
antigeno (LCMV) o no especificos (BL6).

Las Figuras 14A-14F representan el por ciento de células positivas para fosfo-transductor de sefial y activador de
transcripcion 5 (pSTATS) luego de la estimulacién de células CD8* especificas para el antigeno (LCMV) o no
especificas (BL6) con IL-2/synTac de la presente descripcién a diversas concentraciones de IL-2/synTac.

La Figura 15 representa la actividad in vivo de un IL-2/synTac de la presente descripcion. El panel izquierdo
representa el cambio de veces en la cantidad de linfocitos T CD8* especificos para el antigeno luego de la
administracion de solucion salina amortiguada con fosfato (PBS), IL-2 recombinante (rIL-2) o un IL-2/synTac de
la presente descripcion. El panel derecho representa las respuestas especificas para el antigeno y no especificas
para el antigeno luego de la administraciéon de PBS, rIL-2 o un IL-2/synTac de la presente descripcion.

Las Figuras 16A-16B representan los efectos de dosis escalonada (Figura 16A) y via de administracién (Figura
16B).

Las Figuras 17A-17B representan el efecto de la cantidad de copias de IL-2 en |a eficacia in vivo contra un tumor.
La Figura 18 representa la semivida en suero de un IL-2/synTac de la presente descripcion, luego de la
administracion intraperitoneal del IL-2/synTac en una cantidad de 10 mg/kg.

La Figura 19 representa la estabilidad de un IL-2/synTac de la presente descripcion 2 horas después de la
administracion intraperitoneal del IL-2/synTac en una cantidad de 10 mg/kg.

La Figura 20 representa los datos de cromatografia de exclusién por tamafio en un IL-2/synTac de la presente
descripcidon luego de mantener el IL-2/synTac a 4 °C o 37 °C durante 5 dias.

La Figura 21 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un IL-2/synTac de la
presente descripcién, con un péptido lider, donde la cadena pesada de IL-2/synTac comprende una Fc de 1gG1
con una sustitucién de N297A.

La Figura 22 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un IL-2/synTac de la
presente descripcidn, sin un péptido lider, donde la cadena pesada de IL-2/synTac comprende una Fc de IgG1
con una sustitucién de N297A.

Las Figuras 23A-23B proporcionan una secuencias de nucleétidos (Figura 23A) que codifica la cadena pesada
de IL-2/synTac representada en la Figura 21; y una clave (Figura 23B) en la secuencia.

La Figura 24 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un IL-2/synTac, con un
péptido lider, donde la cadena pesada de IL-2/synTac comprende una Fc de IgG1 con sustituciones de L234A y
L235A.

La Figura 25 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un IL-2/synTac, sin un
péptido lider, donde la cadena pesada de IL-2/synTac comprende una Fc de IgG1 con sustituciones de L234A y
L235A.

Las Figuras 26A-26B proporcionan una secuencias de nucleétidos (Figura 26A) que codifica la cadena pesada
de IL-2/synTac representada en la Figura 24; y una clave (Figura 26B) en la secuencia.

La Figura 27 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un IL-2/synTac, con un
péptido lider, donde la cadena pesada de IL-2/synTac comprende una Fc de 1gG1 con sustituciones de L234F,
L235E y P3318S.

La Figura 28 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena pesada de un IL-2/synTac, sin un
péptido lider, donde la cadena pesada de IL-2/synTac comprende una Fc de 1gG1 con sustituciones de L234F,
L235E y P3318S.

Las Figuras 29A-29B proporcionan una secuencias de nucleétidos (Figura 29A) que codifica la cadena pesada
de IL-2/synTac representada en la Figura 27; y una clave (Figura 29B) en la secuencia.

La Figura 30 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de un IL-2/synTac, con un péptido
lider, donde la cadena ligera de IL-2/synTac comprende un epitopo E7 del virus del papiloma humano (HPV).

La Figura 31 proporciona una secuencia de aminoacidos de una cadena ligera de un IL-2/synTac, sin un péptido
lider, donde la cadena ligera de IL-2/synTac comprende un epitopo E7 de HPV.

La Figura 32 proporciona una secuencia de nucledtidos que codifica la cadena ligera de IL-2/synTac
representada en la Figura 30.

Las Figuras 33A-33D proporcionan secuencias de aminoacidos de una Fc de IgG1 humana de tipo salvaje
(Figura 33A), una Fc de IgG1 con sustituciones de L234F, L235E y P331S (Figura 33B), una Fc de IgG1 con una
sustitucién de N297A (Figura 33C) y una Fc de IgG1 con sustituciones de L234A y L235A (Figura 33D).

Las Figuras 34A-34C proporciona la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de microglobulina 82 (R12C)
(Figura 34A), un polipéptido de IL-2 variante (H16A; F42A) (Figura 34B) y una cadena H de MHC clase | A0201
(Y84A; A236C) (Figura 34C).
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La Figura 35 representa los efectos sinérgicos de un IL-2/synTac y un anticuerpo anti-PD1 en la reduccién del
volumen tumoral.

Las Figuras 36A-36llll proporcionan una secuencia de aminoacidos de un 4-1BBL (Figura 36A) y ejemplos de
variantes de polipéptidos 4-1BBL (Figura 36B-36llll).

La Figura 37 proporciona una secuencia de aminoacidos de 4-1BB.

Las Figuras 38A-38B representan la secrecidn de interferén gamma (IFN-y) por las células diana en contacto con
un polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 38A) o 5 dias (Figura 8B) de acuerdo con una modalidad de la
presente descripcion.

Las Figuras 39A-39B representan la secrecion de interleucina-2 (IL-2) por las células diana en contacto con un
polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 39A) o 5 dias (Figura 9B) de acuerdo con una modalidad de la
presente descripcion.

Las Figuras 40A-40B representan la secrecion de interleucina-6 (IL-6) por las células diana en contacto con un
polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 40A) o 5 dias (Figura 40B) de acuerdo con una modalidad de la
presente descripcion.

Las Figuras 41A-41B representan la secrecidn del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) por las células diana en
contacto con un polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 41A) o 5 dias (Figura 41B) de acuerdo con una
modalidad de la presente descripcion.

Las Figuras 42A-42B representan la secrecidn de interleucina-10 (IL-10) por las células diana en contacto con un
polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 42A) o 5 dias (Figura 42B) de acuerdo con una modalidad de la
presente descripcion.

Las Figuras 43A-43B representan la secrecidn de interleucina-17A (IL-17A) por las células diana en contacto con
un polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 43A) o 5 dias (Figura 43B) de acuerdo con una modalidad de la
presente descripcion.

Las Figuras 44A-44B representan la secrecion de interleucina-4 (IL-4) por las células diana en contacto con un
polipéptido synTac durante 3 dias (Figura 44A) o 5 dias (Figura 44B) de acuerdo con una modalidad de la
presente descripcion.

La Figura 45 representa la proliferacién de células diana en contacto con un polipéptido synTac de acuerdo con
una modalidad de la presente descripcion.

La Figura 46 representa la viabilidad de las células diana puestas en contacto con un polipéptido synTac de
acuerdo con una modalidad de la presente descripcion.

La Figura 47 representa los niveles de expresién de varios polipéptidos synTac producidos en células CHO.

La Figura 48 representa el efecto in vivo de un polipéptido synTac de la presente descripcidn sobre el volumen
tumoral.

La Figura 49 representa el efecto de la coadministracién de varias dosis de un 4-1BBL/synTac y un anticuerpo
anti-PD1 sobre la masa tumoral y el por ciento de linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) granzima B+.

Las Figuras 50A-50B proporcionan secuencias de aminoacidos de polipéptidos PD-L1.

La Figura 51 proporciona una secuencia de aminoacidos de un polipéptido CD80.

La Figura 52 proporciona una secuencia de aminoacidos de un polipéptido ICOS-L.

La Figura 53 proporciona una secuencia de aminoacidos de un polipéptido OX40L.

La Figura 54 proporciona una secuencia de aminoacidos de un polipéptido PD-L2.

La Figura 55 proporciona una secuencia de aminoacidos de un polipéptido CD86 (B7-2).

La Figura 56 proporciona una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de ligando de Fas (FAS-L).

Definiciones

Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico”, usados de manera indistinta en la presente descripcién, hacen
referencia a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o
desoxirribonucleétidos. Por lo tanto, este término incluye, de modo no limitante, ADN o ARN de hebra simple, doble
o multiple, ADN genémico, ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purinay pirimidina
u otras bases de nucleétidos naturales, modificadas quimica o bioldgicamente, no naturales o derivadas.

Los términos "péptido”, "polipéptido” y "proteina” se usan de manera intercambiable en la presente descripcion y
hacen referencia a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, la que puede incluir aminoacidos
codificados y no codificados, aminoacidos modificados quimica o bioquimicamente o derivados y polipéptidos con
cadenas principales peptidicas modificadas.

Un polinucleétido o polipéptido tiene un determinado por ciento de "identidad de secuencia" con respecto a otro
polinucledtido o polipéptido, lo que significa que, cuando se encuentra alineado, ese porcentaje de bases o
aminoacidos son los mismos y estan en las mismas posiciones relativas cuando se comparan las dos secuencias. La
identidad de secuencia se puede determinar de una cantidad de formas diferentes. Para determinar la identidad de
secuencia, las secuencias pueden alinearse mediante el uso de varios métodos y programa de computadora
convenientes (por ejemplo, BLAST, T-COFFEE, MUSCLE, MAFFT, etc.), disponibles en la web en sitios que
incluyen ncbi.nim.nili.gov/BLAST, ebi.ac.uk/Tools/msaltcoffee/, ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/,
mafft.cbrc.jp/alignment/software/. Ver, por ejemplo, Altschul y otros (1990), J. Mol. Biol. 215:403-10.
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La expresién "sustitucién de aminoacidos conservados" hace referencia al caracter intercambiable en las proteinas
de aminoacidos residuales que tienen cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoacidos que tiene
cadenas laterales alifaticas consiste de glicina, alanina, valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoacidos que
tiene cadenas laterales hidroxialifaticas consiste en serina y treonina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas
laterales que contienen amidas consiste en asparagina y glutamina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas
laterales aromaticas consiste en fenilalanina, tirosina y triptéfano; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas
laterales basicas consiste en lisina, arginina e histidina; un grupo de aminoacidos que tiene cadenas laterales acidas
consiste en glutamato y aspartato; y un grupo de aminoécidos que tiene cadenas laterales que contienen azufre
consiste en cisteina y metionina. Los grupos ilustrativos de sustitucion de aminoacidos conservados son: valina-
leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina-glicina y asparagina-glutamina.

"Unién", como se usa en la presente (por ejemplo, con referencia a la unién de un polipéptido multimérico modulador
de linfocitos T a un polipéptido (por ejemplo, un receptor de linfocitos T) en un linfocito T) hace referencia a una
interaccidén no covalente entre ellos. Las interacciones de unién generalmente se caracterizan por una constante de
disociacion (Kp) de menos de 10® M, menos de 107 M, menos de 10® M, menos de 10° M, menos de 1010 M,
menos de 10" M, menos de 102 M, menos de 10'® M, menos de 10" M o menos de 10 M. "Afinidad" hace
referencia a la resistencia de unién, la mayor afinidad de unién se correlaciona con una menor Kp.

Las expresiones “sinapsis inmunolégica” o “sinapsis inmunitaria”, tal como se usan en la presente, generalmente
hacen referencia a la interfaz natural entre dos células inmunitarias de interaccién de una respuesta inmunitaria
adaptativa que incluye, por ejemplo, la interfaz entre una célula que presenta el antigeno (APC) o célula diana y una
célula efectora, por ejemplo, un linfocito, un linfocito T efector, un linfocito citolitico y similares. Una sinapsis
inmunolégica entre una APC y un linfocito T generalmente se inicia mediante la interaccién de un receptor de
antigenos de linfocitos T y moléculas del complejo principal de histocompatibilidad, por ejemplo, tal como se
describié en Bromley y otros, Annu Rev Immunol. 2001;19:375-96.

“Linfocito T” incluye todos los tipos de células inmunitarias que expresan CD3, los que incluyen linfocitos T auxiliares
(células CD4*), linfocitos T citotdxicos (células CD8*), linfocitos T reguladores (Treg) y células NK-T.

El término "polipéptido coestimulador” (también denominado “polipéptido inmunomodulador”), como se usa en la
presente descripcion, incluye un polipéptido en una célula presentadora de antigenos (APC) (por ejemplo, una célula
dendritica, un linfocito B y similares) que se une especificamente a un polipéptido coestimulador cognado en un
linfocito T, (también denominado en la presente descripcién como un “polipéptido coinmunomodulador cognado”), de
esta manera proporciona una sefial que, ademas de la sefial primaria proporcionada por, por ejemplo, la unién de un
complejo TCR/CD3 con un polipéptido del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) cargado con péptido,
media una respuesta de linfocitos T, que incluye, de modo no limitante, la proliferacién, la activacion, la
diferenciacién y similares. Un ligando coestimulador puede incluir, de modo no limitante, CD7, B7-1 (CD80), B7-2
(CD86), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, ligando Fas (FaslL), ligando coestimulador inducible (ICOS-L), molécula de
adhesién intercelular (ICAM), CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, receptor beta de linfotoxina,
3/TR6, ILT3, ILT4, HVEM, un agonista o anticuerpo que se une al receptor del ligando Toll y un ligando que se une
de forma especifica a B7-H3. Un ligando coestimulador también comprende, entre otros, un anticuerpo que se une
de forma especifica a una molécula coestimuladora presente en un linfocito T, tal como, de modo no limitante, CD27,
CD28, 4-1BB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, antigeno -1 asociado a la funcién del linfocito (LFA-1), CD2, LIGHT,
NKG2C, B7-H3 y un ligando que se une de forma especifica a CD83.

Un “dominio modulador” (“MOD”) de un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T de la presente comprende
un polipéptido coestimulador, por ejemplo, un polipéptido de IL-2, tal como un polipéptido de IL-2 variante

“Heterdlogo”, tal como se usa en la presente, significa un nucleétido o polipéptido que no se encuentra en el &cido
nucleico o proteina natural, respectivamente.

"Recombinante”, tal como se usa en la presente, significa que un acido nucleico (ADN o ARN) en particular es el
producto de varias combinaciones de clonacion, restriccion, reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y/o etapas
de ligacién que dan como resultado una construcciéon que tienen una secuencia estructural codificante o no
codificante que puede distinguirse de los acidos nucleicos endégenos que se encuentran en sistemas naturales. Las
secuencias de ADN que codifican polipéptidos pueden ensamblarse a partir de fragmentos de ADNc o a partir de
una serie de oligonucleétidos sintéticos, para proporcionar un &cido nucleico sintético que es capaz de ser
expresado a partir de una unidad transcripcional recombinante contenida en un sistema de transcripcién y traduccion
celular o libre de células.

Las expresiones “vector de expresion recombinante” o “construccion de ADN” se usan de manera intercambiable en
la presente descripcion para hacer referencia a una molécula de ADN que comprende un vector y un inserto. Los
vectores de expresién recombinante usualmente se generan con fines de expresar y/o propagar el(los) inserto(s), o
para la construccion de otras secuencias de nucleétidos recombinantes. El(Los) inserto(s) puede(n) o no estar
unido(s) de manera operativa a una secuencia promotora y puede(n) o no estar unido(s) de manera operativa a
secuencias reguladoras de ADN.
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Los términos "anticuerpos” e “inmunoglobulina” incluyen anticuerpos o inmunoglobulinas de cualquier isotipo,
fragmentos de anticuerpos que retienen la unién especifica al antigeno, que incluyen, de modo no limitante,
fragmentos Fab, Fv, scFv y Fd, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos de cadena simple
(scAb), anticuerpos de un solo dominio (dAb), anticuerpos de cadena pesada de un solo dominio, anticuerpos de
cadena ligera de un solo dominio, anticuerpos biespecificos, anticuerpos multiespecificos y proteinas de fusién que
comprenden una porcién de unién al antigeno (a la que también se hace referencia en la presente descripcion como
unida al antigeno) de un anticuerpo y una proteina que no es anticuerpo. El término también abarca Fab’, Fv, F(ab’),
y/u otros fragmentos de anticuerpo que retienen la unién especifica al antigeno y anticuerpos monoclonales. Como
se usa en la presente, un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo producido por un grupo de células idénticas, las
cuales se produjeron a partir de una uUnica célula mediante replicacién celular repetitiva. Es decir, el clon de las
células solo produce una Unica especie de anticuerpos. Si bien un anticuerpo monoclonal puede producirse
mediante el uso de tecnologia de produccién de hibridomas, también pueden usarse otros métodos de produccién
conocidos para los expertos en la técnica (por ejemplo, anticuerpos derivados a partir de bibliotecas de expresion de
fagos de anticuerpos). Un anticuerpo puede ser monovalente o bivalente. Un anticuerpo puede ser un monémero de
lg, que es una molécula con “forma de Y” que consiste de cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas y
dos cadenas ligeras conectadas mediante puentes disulfuro.

El término "anticuerpo humanizado", como se usa en la presente, se refiere a un anticuerpo que comprende
porciones de anticuerpos de origenes diferentes, en donde al menos una porcién comprende secuencias de
aminoacidos de origen humano. Por ejemplo, el anticuerpo humanizado puede comprender porciones derivadas de
una inmunoglobulina de origen no humano con la especificidad requerida, tal como un ratén, y de secuencias de
inmunoglobulina de origen humano (por ejemplo, inmunoglobulina quimérica) unida quimicamente mediante técnicas
convencionales (por ejemplo, sintético) o preparado como un polipéptido contiguo mediante el uso de técnicas de
ingenieria genética (por ejemplo, el ADN que codifica las porciones de proteina del anticuerpo quimérico se puede
expresar para producir una cadena de polipéptidos contigua). Otro ejemplo de un anticuerpo humanizado es un
anticuerpo que contiene una o mas cadenas de anticuerpo que comprenden una CDR derivada de un anticuerpo de
origen no humano y una regién marco derivada de una cadena ligera y/o pesada de origen humano (por ejemplo,
anticuerpos injertados con CDR con o sin cambios de marco). Los anticuerpos de cadena simple injertados con CDR
o quiméricos también estan comprendidos en el término inmunoglobulina humanizada. Ver, por ejemplo, Cabilly y
otros, patente de Estados Unidos nim. 4,816,567; Cabilly y otros, patente europea nim. 0,125,023 B1,; Boss y otros,
patente de Estados Unidos num. 4,816,397, Boss y otros, patente europea num. 0,120,694 B1; Neuberger, M. S. y
otros, WO 86/01533; Neuberger, M. S. y ofros, patente europea nim. 0,194,276 B1; Winter, patente de Estados
Unidos num. 5,225,539; Winter, Patente Europea nim. 0,239,400 B1; Padlan, E. A. y otros, Solicitud de Patente
Europea num. 0,519,596 A1. Ver también, Ladner y otros, patente de Estados Unidos nim. 4,946,778; Huston,
patente de Estados Unidos num. 5,476,786; y Bird, R. E. y ofros, Science, 242: 423-426 (1988)), con respecto a los
anticuerpos de una sola cadena.

Por ejemplo, los anticuerpos humanizados pueden producirse mediante el uso de acidos nucleicos sintéticos y/o
recombinantes para preparar genes (por ejemplo, ADNc) que codifican la cadena humanizada conveniente. Por
ejemplo, las secuencias de acido nucleico (por ejemplo, ADN) que codifican regiones variables humanizadas pueden
construirse mediante el uso de métodos de mutagénesis por PCR para alterar las secuencias de ADN que codifican
una cadena humana o humanizada, tal como una plantilla de ADN de una regién variable previamente humanizada
(ver, por ejemplo, Kamman, M., y otros, Nucl. Acids Res., 17: 5404 (1989)); Sato, K., y otros, Cancer Research, 53:
851-856 (1993); Daugherty, B. L. y otros, Nucleic Acids Res., 19(9): 2471-2476 (1991); y Lewis, A. P. y J. S. Crowe,
Gene, 101: 297-302 (1991)). Mediante el uso de estos u otros métodos adecuados, también pueden producirse
facilmente variantes. Por ejemplo, las regiones variables clonadas pueden someterse a mutagénesis, y pueden
seleccionarse secuencias que codifican variantes con la especificidad deseada (por ejemplo, de una biblioteca de
fagos; ver por ejemplo, Krebber y otros, patente de Estados Unidos nuim. 5,514,548, Hoogenboom y otros,
documento WO 93/06213, publicado el 1 de abril de 1993)).

Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcién de un anticuerpo intacto, por ejemplo, la region variable o
de unién al antigeno del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab,
Fab', F(ab'), y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata y otros, Protein Eng. 8(10): 1057-1062 (199%)),
anticuerpos de dominio (dAb; Holt y otros, (2003) Trends Biotechnol. 21:484); moléculas de anticuerpo de cadena
simple; y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. La digestién de papaina de los
anticuerpos produce dos fragmentos de unién al antigeno idénticos, denominados fragmentos "Fab", cada uno con
un unico sitio de unién al antigeno, y un fragmento "Fc" residual, una designaciéon que refleja la capacidad de
cristalizarse facilmente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab'); que tiene dos sitios de combinacién
de antigeno y aun es capaz de reticular el antigeno.

"Fv" es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio completo de reconocimiento del antigeno y de unién
al antigeno. Esta regidén consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de cadena ligera en
asociacion estrecha, no covalente. Es en esta configuracion que las tres CDR de cada dominio variable interacttan
para definir un sitio de unién al antigeno en la superficie del dimero Vu-VL. En conjunto, las seis CDR confieren al
anticuerpo especificidad de unién al antigeno. Sin embargo, incluso un dominio variable sencillo (o la mitad de un Fv
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que comprende solo tres CDR especificas para un antigeno) tiene la capacidad de reconocer y unirse a un antigeno,
aunque con una afinidad menor que todo el sitio de unién.

El fragmento “Fab” contiene ademas el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (CH;) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab' en |la adicién de unos pocos residuos en el
extremo carboxilo del domino de cadena pesada CH; que incluye una o mas cisteinas de la regidén bisagra del
anticuerpo. Fab'-SH es la designacién que se usa en la presente descripcién para el Fab' en el que el(los) residuo(s)
de cisteina de los dominios constantes porta(n) al menos un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab'); se
produjeron originalmente como pares de fragmentos Fab' que tenian cisteinas bisagra entre ellos. También se
conocen otros acoplamientos quimicos de fragmentos de anticuerpos.

Las "cadenas ligeras" de anticuerpos (inmunoglobulinas) de cualquier especie de vertebrados pueden asignarse a
uno de dos tipos claramente distintos, denominados kappa y lambda, en base a las secuencias de aminoacidos de
sus dominios constantes. En dependencia de la secuencia de aminoacidos del dominio constante de sus cadenas
pesadas, las inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases. Existen cinco clases principales de
inmunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, y varias de estas clases pueden dividirse ademas en subclases
(isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA e IgA2. Las subclases pueden dividirse ademas en tipos, por
ejemplo, 1IgG2a e 1gG2b.

Los fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena simple" o "sFv" o “scFv’ comprenden los dominios Vi y V. del
anticuerpo, en donde estos dominios estan presentes en una cadena simple de polipéptidos. En algunas
modalidades, el polipéptido Fv comprende ademas una enlazador polipeptidico entre los dominios V4 y V|, que
permite que el sFv forme la estructura conveniente para la unién al antigeno. Para acceder a un analisis de sFv, ver
Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag,
Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El término "diacuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpo pequefios con dos sitios de unién al antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena
ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica (V1 - VL). Al usar un enlazador demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios se ven forzados a emparejarse con los
dominios complementarios de otra cadena y a crear dos lugares de unién al antigeno. Se describen diacuerpos con
mayor detalle, en por ejemplo, los documentos EP 404,097; WO 93/11161; y Hollinger y otros, (1993) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90:6444-6448.

Tal como se usa en la presente, el término "afinidad" se refiere a la constante de equilibrio para la union reversible
de dos agentes (por ejemplo, un anticuerpo y un antigeno) y se expresa como una constante de disociacion (Kp). La
afinidad puede ser al menos 1 vez mayor, al menos 2 veces mayor, al menos 3 veces mayor, al menos 4 veces
mayor, al menos 5 veces mayor, al menos 6 veces mayor, al menos 7 veces mayor, al menos 8 veces mayor, al
menos 9 veces mayor, al menos 10 veces mayor, al menos 20 veces mayor, al menos 30 veces mayor, al menos 40
veces mayor, al menos 50 veces mayor, al menos 60 veces mayor, al menos 70 veces mayor, al menos 80 veces
mayor, al menos 90 veces mayor, al menos 100 veces mayor o al menos 1000 veces mayor, o mas, que la afinidad
de un anticuerpo con respecto a secuencias de aminoacidos no relacionadas. La afinidad de un anticuerpo con
respecto a una proteina diana puede ser, por ejemplo, de aproximadamente 100 nanomolar (nM) a
aproximadamente 0,1 nM, de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 1 picomolar (pM), o de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 1 femtomolar (fM) o mas. Tal como se usa en la presente, el término
“avidez” se refiere a la resistencia de un complejo de dos 0 mas agentes a la disociacion después de la dilucién. Los
términos “inmunorreactivo” y “preferentemente une” se usan de manera indistinta en la presente descripcién con
respecto a anticuerpos y/o fragmentos de unién al antigeno.

El término “union” se refiere a una asociacién directa entre dos moléculas, debido a, por ejemplo, interacciones
covalentes, electrostaticas, hidréfobas, e idnicas y/o de enlaces de hidrégeno, que incluyen interacciones tales como
puentes de sal y puentes de agua. La “union especifica” se refiere a la unién con una afinidad de al menos
aproximadamente 107 M o mayor, por ejemplo, 5 x 10-" M, 108 M, 5 x 10° M, y mayor. “Unidn no especifica’ se
refiere a la union con una afinidad de menor que alrededor de 107 M, por ejemplo, unién con una afinidad de 10° M,
10° M, 104 M, etc.

Tal como se usa en la presente, se pretende que el término “CDR” o “regién determinante de la complementariedad”
signifique el antigeno no contiguo que combina sitios encontrados dentro de la regién variable tanto de los
polipéptidos de cadena pesada como de los de cadena ligera. Las CDR han sido descritas por Kabat y otros, J. Biol.
Chem. 252:6609-6616 (1977); Kabat y otros, U.S. Dept. of Health and Human Services, “Sequences of proteins of
immunological interest” (1991) (también mencionado en la presente descripcién como Kabat 1991); por Chothia y
otros, J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987) (también mencionado en la presente descripcidn como Chothia 1987); y
MacCallum y otros, J. Mol. Biol. 262:732-745 (1996), donde las definiciones incluyen residuos de aminoacidos
superpuestos al compararlos entre si o subconjuntos de estos. Sin embargo, la aplicacién de cualquier definicion
para hacer referencia a una CDR de un anticuerpo o anticuerpos injertados o variantes de estos se pretende se
encuentre comprendida dentro del alcance del término tal como se define y se usa en la presente descripcidon. Los
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residuos de aminoacidos, que abarcan las CDR, definidos por cada una de las referencias citadas anteriormente, se
establecen méas abajo en la tabla a modo de comparacién. Las CDR enumeradas en la Tabla 2 se definieron de

acuerdo con Kabat 1991.

Tabla: Definiciones de CDR

Kabat! Chothia? MacCallum?®
CDR-1 Wy 31-35 26-32 30-35
CDR-2 V4 50-65 53-55 47-58
CDR-3 Wy 95-102 96-101 93-101
CDR-1 V. 24-34 26-32 30-36
CDR-2 Vi 50-56 50-52 46-55
CDR-3 V. 89-97 91-96 89-96
' La numeracion del residuo sigue la nomenclatura de Kabat y otros, supra
2 La numeracién del residuo sigue la nomenclatura de Chothia y otros, supra
3 La numeracién del residuo sigue la nomenclatura de MacCallum y otros, supra

Tal como se usa en la presente, los términos “CDR-L1”, “CDR-L2” y “CDR-L3” se refieren, respectivamente, a la
primera, segunda y tercera CDR en una regidn variable de la cadena ligera. Tal como se usa en la presente, los
términos “CDR-H1”, “CDR-H2” y “CDR-H3” se refieren, respectivamente, a la primera, segunda y tercera CDR en
una regién variable de la cadena pesada. Tal como se usa en la presente, los términos “CDR-1”, “CDR-2" y “CDR-3”
se refieren, respectivamente, a la primera, segunda y tercera CDR de la regiéon variable de cualquiera de las
cadenas.

Tal como se usa en la presente, se pretende que el término “marco”, cuando se usa en referencia a una region
variable de anticuerpo, signifique todos los residuos de aminoacidos fuera de las regiones CDR dentro de la regién
variable de un anticuerpo. Una regiéon marco variable es generalmente una secuencia de aminoacidos discontinuos
de entre alrededor de 100-120 aminoécidos de longitud pero se pretende que haga referencia Unicamente a aquellos
aminoacidos fuera de las CDR. Tal como se usa en la presente descripcion, se pretende que el término “regidon
marco” signifique cada dominio del marco que esta separado por las CDR.

Los términos "tratamiento”, "tratar" y similares se usan en la presente descripcidn generalmente para hacer
referencia a la obtenciéon de un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en
términos de prevenir total o parcialmente una enfermedad o sintoma de esta y/o puede ser terapéutico en términos
de una cura parcial o total de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento", tal como
se usa en la presente, abarca cualquier tratamiento de una enfermedad o sintoma en un mamifero e incluye: (a)
prevenir la enfermedad o sintoma de en un sujeto que puede estar predispuesto a contraer la enfermedad o sintoma
pero que no ha sido diagnosticado aun; (b) inhibir la enfermedad o sintoma, es decir, detener su desarrollo; o (c)
aliviar la enfermedad, es decir, ocasionar el retroceso de la enfermedad. El agente terapéutico puede administrarse
antes, durante o de forma posterior al comienzo de la enfermedad o lesién. Es de interés particular el tratamiento de
la enfermedad en curso, donde el tratamiento estabiliza o reduce los sintomas clinicos no deseables del paciente.
Dicho tratamiento es conveniente llevarlo a cabo, preferentemente, antes de la pérdida completa de la funcién en los
tejidos afectados. La terapia en cuestion se administrara, convenientemente, durante la etapa sintomatica de la
enfermedad y, en algunos casos, luego de la etapa sintomatica de la enfermedad.

Los términos "individuo", "sujeto", "hospedador" y "paciente” se usan de forma intercambiable en la presente
descripcion y hacen referencia a cualquier sujeto mamifero para el cual se desea el diagnéstico, tratamiento o
terapia. Los mamiferos incluyen, por ejemplo, seres humanos, primates no humanos, roedores (por ejemplo, ratas;
ratones), lagomorfos (por ejemplo, conejos), ungulados (por ejemplo, vacas, ovejas, cerdos, caballos, cabras, y
similares), etc.

Antes de describir la presente invenciéon en mayor detalle, se debera entender que esta invencién no se limita a las
modalidades particulares descritas, ya que estas pueden evidentemente variar. También debe entenderse que la
terminologia usada en la presente descripcion tiene el fin de describir solamente modalidades particulares y no
pretende ser taxativa, dado que la presente invencién es la expuesta en las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta una décima parte de la
unidad del limite inferior, salvo que el contexto claramente lo indique de cualquier otra manera, entre el limite
superior e inferior de ese intervalo y cualquier otro valor intermedio o establecido en ese intervalo indicado, se
encuentra comprendido dentro de la invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios
pueden estar incluidos independientemente en los intervalos mas pequefios y también estan comprendidos dentro
de la invencion, sujeto a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo
establecido incluye uno o ambos de los limites, los intervalos que excluyan cualesquiera o ambos limites incluidos
también se incluyen en la invencion.

A menos que se defina de cualquier otra manera, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente
descripcion tienen el mismo significado comunmente entendido por un experto en la técnica a la que pertenece la
presente invencion. Si bien en la practica o la evaluacién de la presente invencién también puede usarse cualquier
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método y material similar o equivalente a los descritos en la presente descripcién, a continuacién se describen los
métodos y materiales preferidos.

Debe observarse que tal como se usa en la presente y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,
“‘una” y “ellla”, incluyen los referentes plurales salvo que se exprese claramente de cualquier otra manera en el
contexto. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a “un polipéptido de IL-2 variante” incluye una pluralidad de dichos
polipéptidos y la referencia al “polipéptido de cadena pesada de HLA clase I” incluye la referencia a uno o mas
polipéptidos de cadena pesada de HLA clase | y equivalentes de estos conocidos para los expertos en la técnica,
etcétera. Se observa, ademas, que las reivindicaciones pueden estar redactadas de forma que excluyan cualquier
elemento opcional. Como tal, esto pretende ser una base antecedente para usar la terminologia exclusiva tal como
“solamente”, “Unicamente” y similares en relacién con la enumeracion de los elementos de las reivindicaciones o el
uso de una limitacion “negativa’.

Se aprecia que determinadas caracteristicas de la invencién que se describen, por motivos de claridad, en el
contexto de modalidades independientes, también se pueden proporcionar en combinacién en una sola modalidad.
Por el contrario, también pueden proporcionarse diversas caracteristicas de la invenciéon que, por motivos de
brevedad, se describen en el contexto de una sola modalidad, de forma separada o en cualquier subcombinacién
adecuada. Todas las combinaciones de las modalidades que pertenecen a la invencién se encuentran
especificamente comprendidas en la presente invencion y se describen en la presente descripcion como si cada
combinacién se describiera de forma individual y explicita. Ademas, todas las subcombinaciones de las varias
modalidades y elementos de estas también se encuentran especificamente comprendidas dentro de la presente
invencién y se describen en la presente descripcidon como si cada dicha subcombinacion estuviese individual y
especificamente descrita en la presente descripcion.

Las publicaciones que se analizan en la presente descripcidon se proporcionan Unicamente para su divulgacién antes
de la fecha de presentacion de la presente solicitud. Ningtin contenido en la presente descripcién debe interpretarse
como una admisiéon de que la presente invenciéon no tiene derecho a preceder a dicha publicaciéon en virtud de
invencién anterior. Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas pueden no coincidir con las fechas de
publicacion reales, las que puede ser necesario confirmar independientemente.

Descripcion detallada

La presente descripcion describe métodos de tratamiento que comprenden administrar a un individuo que lo necesita
un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T (un polipéptido multimérico “synTac”) y al menos un agente
terapéutico adicional. En algunos casos, el al menos un agente terapéutico adicional es un inhibidor de punto de
control inmunitario. En algunos casos, el inhibidor de punto de control inmunitario es un anticuerpo especifico para el
punto de control inmunitario. La presente descripcién describe métodos que comprenden administrar un polipéptido
multimérico (synTac) y un inhibidor de punto de control inmunitario a un individuo. La presente descripcién describe
métodos que comprenden administrar un polipéptido multimérico (synTac) a un individuo que se esta sometiendo a
tratamiento con un inhibidor de punto de control inmunitario. La invencién como se expone en las reivindicaciones
adjuntas proporciona una composicién que comprende un polipéptido multimérico para el uso en un método para
tratar un céancer asociado a HPV en un paciente humano, el método comprende administrar un polipéptido
multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario,

en donde el polipéptido multimérico comprende un heterodimero que tiene:
a) un primer polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un epitopo de HPV16 E7 que comprende la secuencia de aminoacidos YMLDLQPETT (SEQ ID NO:77);
i) un primer polipéptido del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que es un polipéptido p2-
microglobulina (82M) que comprende la secuencia de aminoacidos como se representa en la Figura 34A
(SEQ ID NO:48); y

b) un segundo polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un polipéptido de IL-2 variante, que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura
34B (SEQ ID NO: 49),

i) un segundo polipéptido de MHC que es un polipéptido de cadena pesada de MHC clase | que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34C (SEQ ID NO:50); y

iii) un polipéptido Fc de inmunoglobulina (Ig).

Un “polipéptido multimérico modulador de linfocitos T” también se denomina en la presente descripcion como un
“polipéptido synTac” o un “polipéptido multimérico synTac” o simplemente “synTac.” Un polipéptido synTac
comprende un dominio modulador. En algunos casos, el dominio modulador comprende una secuencia de
aminoacidos de tipo salvaje, por ejemplo, una secuencia de aminoéacidos que se encuentra en un polipéptido
modulador de origen natural. En algunos casos, el dominio modulador es una variante de dominio modulador, donde
la variante de dominio modulador exhibe una afinidad de unién reducida a un polipéptido inmunomodulador, en
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comparacion con la afinidad de un dominio modulador de tipo salvaje por el polipéptido inmunomodulador. Un
polipéptido de synTac puede modular la actividad de un linfocito T diana. Un polipéptido synTac que comprende una
variante de dominio modulador proporciona una especificidad de célula diana mejorada.

En algunos casos, un método de tratamiento de la presente descripcion comprende administrar a un individuo que lo
necesita un synTac y un inhibidor de punto de control inmunitario. En algunos casos, el synTac y el inhibidor de
punto de control inmunitario proporcionan efectos sinérgicos, en comparacioén con el/los efecto(s) del synTac cuando
se administran solos (en monoterapia) o el inhibidor de punto de control inmunitario solo (en monoterapia).

La combinacién de un inhibidor de punto de control inmunitario y un synTac es en algunos casos mas efectivo que
los efectos aditivos del synTac administrado como monoterapia o el inhibidor de punto de control inmunitario
administrado como monoterapia. Por ejemplo, en algunos casos, un efecto sinérgico de un synTac y un inhibidor de
punto de control inmunitario permite el uso de dosificaciones mas bajas del synTac o del inhibidor de punto de
control inmunitario y/o la administracion menos frecuente del synTac o del inhibidor de punto de control inmunitario a
un individuo que lo necesita. La capacidad de utilizar dosificaciones mas bajas de agentes terapéuticos (un inhibidor
de punto de control inmunitario o synTac) y/o administrar tales agentes con menos frecuencia puede reducir la
toxicidad u otros efectos secundarios adversos que pueden asociarse con la administracion del agente terapéutico
en monoterapia, sin reducir la eficacia del agente terapéutico en un tratamiento. Ademas, un efecto sinérgico de un
inhibidor de punto de control inmunitario y synTac puede dar como resultado en un mayor beneficio clinico, en
comparacion con el beneficio clinico obtenido con la monoterapia con synTac o con un inhibidor de punto de control
inmunitario en monoterapia. Los ejemplos de beneficio clinico incluyen, por ejemplo, reduccién de la masa tumoral
en un individuo; reduccién del nimero de células cancerosas en un individuo, aumento del tiempo de supervivencia
del individuo; aumento del tiempo de remisidn; y similares. Finalmente, un efecto sinérgico de un inhibidor de punto
de control inmunitario y synTac puede reducir los efectos secundarios adversos o no deseados asociados con la
monoterapia con synTac o la monoterapia con el inhibidor de punto de control inmunitario.

Inhibidores de puntos de control inmunitarios

Los inhibidores de puntos de control inmunitarios ilustrativos incluyen inhibidores que se dirigen a polipéptidos de
puntos de control inmunitarios tales como CD27, CD28, CD40, CD122, CD96, CD73, CD47, OX40, GITR, CSF1R,
JAK, PI3K delta, PI3K gamma, TAM, arginasa, CD137 (también conocida como 4-1BB), ICOS, A2AR, B7-H3, B7-H4,
BTLA, CTLA-4, LAG3, TIM3, VISTA, CD96, TIGIT, CD122, PD-1, PD-L1 y PD-L2. En algunos casos, el polipéptido
de punto de control inmunitario es una molécula de punto de control estimulador seleccionada de CD27, CD28,
CD40, ICOS, OX40, GITR, CD122 y CD137. En algunos casos, el polipéptido del punto de control inmunitario es una
molécula de punto de control inhibidora seleccionada de A2AR, B7-H3, B7-H4, BTLA, CTLA-4, IDO, KIR, LAG3, PD-
1, TIM3, CD96, TIGIT y VISTA.

En algunos casos, el inhibidor de punto de control inmunitario es un anticuerpo especifico para un punto de control
inmunitario. En algunos casos, el anticuerpo contra punto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal. En
algunos casos, el anticuerpo contra punto de control inmunitario se humaniza o desinmuniza de manera que el
anticuerpo no induce sustancialmente una respuesta inmunitaria en un ser humano. En algunos casos, el anticuerpo
contra punto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal humanizado. En algunos casos, el anticuerpo
contra punto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal desinmunizado. En algunos casos, el anticuerpo
contra punto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal completamente humano. En algunos casos, el
anticuerpo contra punto de control inmunitario inhibe la unién del polipéptido del punto de control inmunitario a un
ligando para el polipéptido del punto de control inmunitario. En algunos casos, el anticuerpo contra punto de control
inmunitario inhibe la unién del polipéptido del punto de control inmunitario a un receptor para el polipéptido del punto
de control inmunitario.

Los anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, que son especificos para los puntos de control inmunitarios
y que funcionan como inhibidores de puntos de control inmunitarios, se conocen en la técnica. Ver, por ejemplo,
Wurz y otros (2016) Ther. Adv. Med. Oncol. 8:4; y Naidoo y otros (2015) Ann. Oncol. 26:2375.

Los anticuerpos contra punto de control inmunitario adecuados incluyen, de modo no limitante, nivolumab (Bristol-
Myers Squibb), pembrolizumab (Merck), pidilizumab (Curetech), AMP-224 (GlaxoSmithKline/Amplimmune),
MPDL3280A (Roche), MDX-1105 (Medarex, Inc./Bristol Myers Squibb), MEDI-4736 (Medimmune/AstraZeneca),
arelumab (Merck Serono), ipilimumab (YERVOY, (Bristol-Myers Squibb), (Pfizer), pidilizumab (CureTech, Ltd.),
IMP321 (Immutep S.A.), MGA271 (Macrogenics), BMS-986016 (Bristol-Myers Squibb), lirilumab (Bristol-Myers
Squibb), urelumab (Bristol-Myers Squibb), PF-05082566 (Pfizer), IPH2101 (Innate Pharma/Bristol-Myers Squibb),
MEDI-6469 (Medimmune/AZ), CP-870,893 (Genentech), Mogamulizumab (Kyowa Hakko Kirin), Varlilumab (CellDex
Therapeutics), Avelumab (EMD Serono), Galiximab (Biogen Idee), AMP-514 (Amplimmune/AZ), AUNP 12 (Aurigene
y Pierre Fabre), Indoximod (NewLink Genetics), NLG-919 (NewLink Genetics), INCB024360 (Incyte); KNO35; y sus
combinaciones.

Los anticuerpos anti-LAG3 adecuados incluyen, por ejemplo, BMS-986016 y LAG525. Los anticuerpos anti-GITR
adecuados incluyen, por ejemplo, TRX518, MK-4166, INCAGN01876 y MK-1248. Los anticuerpos anti-OX40
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adecuados incluyen, por ejemplo, MEDI0562, INCAGN01949, GSK2831781, GSK-3174998, MOXR-0916, PF-
04518600 y LAG525. Los anticuerpos anti-VISTA adecuados se proporcionan en, por ejemplo, el documento WO
2015/097536.

Una dosificacion adecuada de un anticuerpo contra punto de control inmunitario es de aproximadamente 1 mg/kg a
aproximadamente 2400 mg/kg por dia, tal como de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 1200 mg/kg por
dia, que incluye de aproximadamente 50 mg/kg a aproximadamente 1200 mg/kg por dia. Otras dosificaciones
representativas de tales agentes incluyen alrededor de 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg, 20 mg/kg, 25 mg/kg, 30 mg/kg,
35 mg/kg, 40 mg/kg, 45 mg/kg, 50 mg/kg, 60 mg/kg, 70 mg/kg, 80 mg/kg, 90 mg/kg, 100 mg/kg, 125 mg/kg, 150
mg/kg, 175 mg/kg, 200 mg/kg, 250 mg/kg, 300 mg/kg, 400 mg/kg, 500 mg/kg, 600 mg/kg, 700 mg/kg, 800 mg/kg,
900 mg/kg, 1000 mg/kg, 1100 mg/kg, 1200 mg/kg, 1300 mg/kg, 1400 mg/kg, 1500 mg/kg, 1600 mg/kg, 1700 mg/kg,
1800 mg/kg, 1900 mg/kg, 2000 mg/kg, 2100 mg/kg, 2200 mg/kg, y 2300 mg/kg al dia. La dosis efectiva del
anticuerpo puede administrarse como dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas subdosis, administradas por separado a
intervalos adecuados a lo largo del dia.

Anticuerpos anti-PD-1
En algunos casos, un inhibidor de punto de control inmunitario es un anticuerpo anti-PD-1.

Los anticuerpos anti-PD-1 adecuados incluyen, por ejemplo, nivolumab, pembrolizumab (también conocido como
MK-3475), pidilizumab, SHR-1210, PDR001 y AMP-224. En algunos casos, el anticuerpo monoclonal anti-PD-1 es
nivolumab, pembrolizumab o PDRO001. Los anticuerpos anti-PD1 adecuados se describen en la publicaciéon de
patente de Estados Unidos num. 2017/0044259. Para pidilizumab, ver, por ejemplo, Rosenblatt y otros (2011) J.
Immunother. 34:409-18.

En algunos casos, el anticuerpo anti-PD1 es pembrolizumab. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
pembrolizumab es:

QVQLVQSGVEVKKPGASVKVSCKASGYTFTNYYMYWVRQAPGQGLEWMGGINPSNGGTNFNEKFKNR
VTLTTDSSTTTAYMELKSLQFDDTAVYYCARRDYRFDMGFDYWGQGTTVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTS
ESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNT
KVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEE
MTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVM
HEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:51). La secuencia de aminoécidos de la regién variable de la
cadena pesada (VH) esta subrayada.

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de pembrolizumab es:

EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASKGVSTSGYSYLHWYQQKPGQAPRLLIYLASYLESGVPARFSGSGS
GTDFTLTISSLEPEDFAVYYCQHSRDLPLTFGGGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPR
EAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGE
C (SEQ ID NO:52). La secuencia de aminoacidos de la regiéon variable de la cadena ligera (VL) esta
subrayada.

En algunos casos, el anticuerpo anti-PD-1 comprende las regiones VH y VL de pembrolizumab. En algunos casos, el
anticuerpo anti-PD-1 comprende las CDR de la cadena pesada y ligera de pembrolizumab.

En algunos casos, el anticuerpo anti-PD-1 es nivolumab (también conocido como MDX-1106 o BMS-936558; ver, por
ejemplo, Topalian y otros (2012) N. Eng. J. Med. 366:2443-2454; y la patente de Estados Unidos num. 8,008,449).
La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de nivolumab es:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLDCKASGITFSNSGMHWVRQAPGKGLEWVAVIWYDGSKRYYADSVKGRFTISRDNS
KNTLFLQMNSLRAEDTAVYYCATNDDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTV
SWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTKTYTCNVDHKPSNTKVDKRVESKYGPPCPPCPAPEFLG
GPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN
NYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK (SEQ ID NO:53).

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de nivolumab es:
EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCRASQSVSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYDASNRATGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLE
PEDFAVYYCQQSSNWPRTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQS
GNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO:54).

En algunos casos, el anticuerpo anti-PD-1 comprende las CDR de la cadena pesada y ligera de nivolumab.
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Anticuerpos anti-CTLA4

En algunos casos, el anticuerpo anti-CTLA-4 es ipilimumab o tremelimumab. Para tremelimumab, ver, por ejemplo,
Ribas y otros (2013) J. Clin. Oncol. 31:616-22.

En algunos casos, el anticuerpo anti-CTLA-4 es ipilimumab. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
ipilimumab es:

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSYTMHWVYRQAPGKGLEWVTFISYDGNNKYYADSVKGRF
TISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAIYYCARTGWLGPFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGT
AALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVD
KRVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEV
HNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDE
LTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:55). La secuencia de aminoacidos de la regiéon VH esta subrayada.

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de ipilimumab es:

EIVLTQSPGTLSLSPGERATLSCRASQSVGSSYLAWYQQKPGQAPRLLIYGAFSRATGIPDRFSGSGSGT
DFTLTISRLEPEDFAVYYCQQYGSSPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPRE
AKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO:56). La secuencia de aminoacidos de la regién VL esta subrayada.

En algunos casos, el anticuerpo anti-CTLA4 comprende las regiones VH y VL de ipilimumab. En algunos casos, el
anticuerpo anti-CTLA4 comprende las CDR de |la cadena pesada y ligera de ipilimumab.

Anticuerpos anti-PD-L1

En algunos casos, el inhibidor de punto de control inmunitario es un anticuerpo monoclonal anti-PD-L1. En algunos
casos, el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 es BMS-935559, MEDI4736, MPDL3280A (también conocido como
RG7446), KN035 o MSB0010718C. En algunas modalidades, el anticuerpo monoclonal anti-PD-L1 es MPDL3280A
(atezolizumab) o MEDI4736 (durvalumab). Para durvalumab, ver, por ejemplo, el documento WO 2011/066389. Para
atezolizumab, ver, por ejemplo, la patente de Estados Unidos num. 8,217,149.

En algunos casos, el anticuerpo anti-PD-L1 es atezolizumab. La secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de
atezolizumab es:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSDSWIHWVRQAPGKGLEWVAWISPYGGSTYYADSVKGRFTI
SADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCARRHWPGGFDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTA
ALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDK
KVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVH
NAKTKPREEQYASTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEM
TKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMH
EALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:57).

La secuencia de aminoacidos de la cadena ligera de atezolizumab es:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVSTAVAWY QQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSGSGSGTD
FTLTISSLQPEDFATYYCQQYLYHPATFGQGTKVEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREA
KVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC
(SEQ ID NO:58).

En algunos casos, el anticuerpo anti-PD-L1 comprende las CDR de la cadena pesada y ligera de atezolizumab.

En algunos casos, el anticuerpo anti-PDL1 es KN035, un anticuerpo de dominio Unico anti-PD-L1 completamente
humanizado fusionado a un polipéptido Fc de IgG1 humano. Zhang y otros (2017) Cell Discov. 3:17004; y el
documento WO 2017/020801. La porciéon de anticuerpo de un solo dominio de KNO35 puede comprender la
secuencia de aminoacidos:

QVQLQESGGGLVQPGGSLRLSCAASGKMSSRRCMAWFRQAPGKERERVAKLLTTSGSTYLADSVKGRFTIS
QNNAKSTVYLQMNSLKPEDTAMYYCAADSFEDPTCTLVTSSGAFQYWGQGTQVTVS (SEQ ID NO:216),

donde los aminoacidos subrayados son las CDR1, CDR2 y CDR3.

Polipéptidos multiméricos moduladores de linfocitos T (SYNTAC)
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Los polipéptidos multiméricos (por ejemplo, heterodiméricos, heterotriméricos) se describen mas abajo. Los
polipéptidos multiméricos son polipéptidos moduladores de linfocitos T, y también se denominan en la presente
descripcion “polipéptidos multiméricos moduladores de linfocitos T” o “synTac” (para “sinapsis inmunolégica para la
activacion de linfocitos T”). El polipéptido multimérico para el uso de acuerdo con la invencidn comprende un
heterodimero que tiene:

a) un primer polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un epitopo de HPV16 E7 que comprende la secuencia de aminoacidos YMLDLQPETT (SEQ ID NO:77);

i) un primer polipéptido del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que es un polipéptido [ 82-
microglobulina (2M) que comprende la secuencia de aminoacidos como se representa en la Figura 34A
(SEQ ID NO:48); y

b) un segundo polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un polipéptido de IL-2 variante, que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34B
(SEQ ID NO: 49);

i) un segundo polipéptido de MHC que es un polipéptido de cadena pesada de MHC clase | que comprende
la secuencia de aminoéacidos representada en la Figura 34C (SEQ ID NO:50); y

iii) un polipéptido Fc de inmunoglobulina (Ig).

Un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T en general comprende: a) un primer polipéptido que
comprende, en orden del extremo N al extremo C: i) un epitopo; ii) un primer polipéptido del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC); y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N al extremo C: i) un
segundo polipéptido de MHC; vy ii) opcionalmente un polipéptido Fc de inmunoglobulina (Ig) o una estructura que no
sea |lg, donde el polipéptido multimérico comprende uno o mas dominios inmunomoduladores (“MOD”), en donde el
uno o mas dominios inmunomoduladores esta: A) en el extremo C-terminal del primer polipéptido; B) en el extremo
N-terminal del segundo polipéptido; C) en el extremo C-terminal del segundo polipéptido; o D) en el extremo C-
terminal del primer polipéptido y en el extremo N-terminal del segundo polipéptido. En algunos casos, un polipéptido
multimérico de linfocitos T comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al
extremo C-terminal: i) un epitopo; ii) un primer polipéptido de MHC; vy iii) un dominio inmunomodulador; y b) un
segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un segundo
polipéptido de MHC; ii) un polipéptido de Fc de |Ig. En algunos casos, un polipéptido multimérico de linfocitos T
comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un
epitopo; vy ii) un primer polipéptido de MHC; y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-
terminal al extremo C-terminal: i) un dominio inmunomodulador; ii) un segundo polipéptido de MHC; iii) un polipéptido
de Fc de Ig. En algunos casos, un polipéptido multimérico de linfocitos T comprende: a) un primer polipéptido que
comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; vy ii) un primer polipéptido de MHC;
y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un segundo
polipéptido de MHC,; ii) un polipéptido de Fc de Ig; iii) un dominio inmunomodulador (“MOD”). En algunos casos, un
polipéptido multimérico de linfocitos T comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-
terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; y ii) un primer polipéptido de MHC; y b) un segundo polipéptido que
comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un segundo polipéptido de MHC; y ii) un
dominio inmunomodulador. En algunos casos, un polipéptido multimérico de linfocitos T comprende: a) un primer
polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; y ii) un primer
polipéptido de MHC; y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-
terminal: i) un dominio inmunomodulador; ii) un segundo polipéptido de MHC. En algunos casos, un polipéptido
multimérico de linfocitos T comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al
extremo C-terminal: i) un epitopo; y ii) un primer polipéptido de MHC; vy iii) un dominio inmunomodulador y b) un
segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N al extremo C: i) un segundo polipéptido de MHC.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende una estructura que no es lg. Por ejemplo, en algunos
casos, la estructura que no es Ig es un polipéptido XTEN, un polipéptido transferrina, un polipéptido receptor Fc, un
polipéptido similar a la elastina, un polipéptido similar a la seda o un polipéptido similar a la seda-elastina.

En algunos casos, el primer polipéptido de MHC es un polipéptido de B2-microglobulina (B2M) y el segundo
polipéptido de MHC es un polipéptido de cadena pesada de MHC clase |. Un polipéptido de $2M adecuado
comprende una secuencia de aminoacidos con al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98 %, al
menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos de B2M
representada en la Figura 6. En algunos casos, el polipéptido de cadena pesada de MHC clase | es una cadena
pesada HLA-A, una HLA-B o una HLA-C. En algunos casos, el polipéptido de cadena pesada de MHC clase |
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 98
%, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoacidos establecida
en una de las Figura 5A-5C. En algunos casos, el primer polipéptido de MHC es un polipéptido de cadena alfa de
MHC clase Il; y el segundo polipéptido de MHC es un polipéptido de cadena beta de MHC clase II.
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El epitopo presente en un polipéptido multimérico puede ser un epitopo de linfocitos T.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende un polipéptido Fc de Ig. En algunos casos, el polipéptido
de Fc de Ig es un polipéptido de Fc de IgG1, un polipéptido de Fc de IgG2, un polipéptido de Fc de IgG3, un
polipéptido de Fc de IgG4, un polipéptido de Fc de IgA o un polipéptido de Fc de IgM. En algunos casos, un
polipéptido de Fc de Ig comprende una secuencia de aminoacidos que tiene, al menos 85 %, al menos 90 %, al
menos 95 %, al menos 98 %, al menos 99 % o0 100 % de identidad de secuencia de aminoéacidos con una secuencia
de aminoacidos de representada en las Figura 4A-4C.

El primer polipéptido y el segundo polipéptido de un polipéptido multimérico pueden asociarse no covalentemente. El
primer polipéptido y el segundo polipéptido de un polipéptido multimérico pueden unirse covalentemente. El primer
polipéptido y el segundo polipéptido de un polipéptido multimérico pueden unirse covalentemente, donde el enlace
covalente es a través de un enlace disulfuro. En algunos casos, primer polipéptido de MHC o un enlazador entre el
epitopo y el primer polipéptido de MHC comprende una sustitucién de aminoé&cidos para proporcionar un primer
residuo Cys y el segundo polipéptido de MHC comprende una sustitucién de aminoacidos para proporcionar un
segundo residuo Cys, y en donde el enlace disulfuro es entre el primer y el segundo residuos de Cys.

Un polipéptido multimérico puede incluir un enlazador entre uno o mas de: el epitopo y el primer polipéptido de MHC;
dos copias del polipéptido inmunomodulador (“MOD”); el polipéptido inmunomodulador y el segundo polipéptido de
MHC; y el segundo polipéptido de MHC vy el polipéptido Fc de Ig.

Los polipéptidos inmunomoduladores adecuados para la inclusién en un polipéptido multimérico de linfocitos T
incluyen, de modo no limitante, un polipéptido 4-1BBL, un polipéptido B7-1; un polipéptido B7-2, un polipéptido
ICOS-L, un polipéptido OX-40L, un polipéptido CD80, un polipéptido CD86, un polipéptido IL-2, un polipéptido PD-
L1, un polipéptido FasL y un polipéptido PD-L2.

Un polipéptido multimérico puede incluir 2 o mas polipéptidos inmunomoduladores. Un polipéptido multimérico puede
incluir 2 polipéptidos inmunomoduladores. En algunos casos, los 2 polipéptidos inmunomoduladores estan en
tandem. Un polipéptido multimérico puede incluir 3 polipéptidos inmunomoduladores. En algunos casos, los 3
polipéptidos inmunomoduladores estan en tandem.

Un polipéptido multimérico puede comprender un tercer polipéptido, donde el tercer polipéptido comprende un
polipéptido inmunomodulador que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90 % de identidad
de secuencia de amino&cidos con el polipéptido inmunomodulador del primer polipéptido o el segundo polipéptido.
En algunos casos, el tercer polipéptido se une covalentemente al primer polipéptido.

Los ejemplos de polipéptidos multiméricos adecuados se describen en los documentos WO 2017/151940; WO
2017/201210; y PCT/US2017/067663.

Polipéptidos de MHC

Como se indicé anteriormente, un polipéptido multimérico de la presente descripcion incluye polipéptidos de MHC.
Para los propodsitos de la presente descripcién, el término “polipéptidos del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC)” pretende incluir polipéptidos MHC de diversas especies, que incluyen polipéptidos MHC humanos (también
denominados polipéptidos de antigeno de leucocitos humanos (HLA)), polipéptidos de MHC de roedores (por
ejemplo, ratén, rata, etc.)y polipéptidos de MHC de otras especies de mamiferos (por ejemplo, lagomorfos, primates
no humanos, caninos, felinitos, ungulados (por ejemplo, equinos, bovinos, ovinos, caprinos, etc.), y similares. El
término “polipéptido de MHC” pretende incluir polipéptidos de MHC clase | (por ejemplo, B-2 microglobulinay cadena
pesada de MHC clase |) y polipéptidos de MHC clase Il (por ejemplo, polipéptido de MHC clase Il ay polipéptido de
MHC clase Il B).

Como se indicé anteriormente, en algunos polipéptidos multiméricos de la presente descripcién, el primer y el
segundo polipéptido de MHC son polipéptidos de MHC clase |; por ejemplo, en algunos casos, el primer polipéptido
de MHC es un polipéptido de B2 microglobulina (B2M) de MHC clase | y el segundo polipéptido de MHC es una
cadena pesada (cadena H) de MHC clase |. En ofros casos, el primer y el segundo polipéptidos de MHC son
polipéptidos de MHC clase Il; por ejemplo, en algunos casos, el primer polipéptido de MHC es un polipéptido de
MHC clase |l de cadena a, y el segundo polipéptido de MHC es un polipéptido de MHC clase Il de cadena B. En
otros casos, el primer polipéptido es un polipéptido de MHC clase Il de cadena B, y el segundo polipéptido de MHC
es un polipéptido de MHC clase Il de cadena a.

En algunos casos, un polipéptido de MHC de un polipéptido multimérico de la presente descripcidn es un polipéptido
de MHC humano, donde los polipéptidos de MHC humanos también se denominan polipéptidos del “antigeno
leucocitario humano” (“HLA”). En algunos casos, un polipéptido de MHC de un polipéptido multimérico de la presente
descripcion es un polipéptido HLA clase |, por ejemplo, un polipéptido 82-microglobulina, o un polipéptido de cadena
pesada de HLA clase |. Los polipéptidos de cadena pesada de HLA clase | incluyen polipéptidos de cadena pesada
HLA-A, polipéptidos de cadena pesada HLA-B, polipéptidos de cadena pesada HLA-C, polipéptidos de cadena
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pesada HLA-E, polipéptidos de cadena pesada HLA-F y polipéptidos de cadena pesada HLA-G. En algunos casos,
un polipéptido de MHC de un polipéptido multimérico de la presente descripcion es un polipéptido de HLA clase I,
por ejemplo, una cadena HLA a de clase Il o una cadena HLA B de clase Il. Los polipéptidos de MHC clase I
incluyen polipéptidos del MHC clase Il DP a y B, polipéptidos DM a y B, polipéptidos DOA a 'y B, polipéptidos DOB a
y B, polipéptidos DQ ay By polipéptidos DR a 'y B.

HLA-A (Y84A; A236C)

El polipéptido de cadena pesada de MHC clase | comprende las sustituciones Y84A y A236C. Por ejemplo, en
algunos casos, el polipéptido de cadena pesada de MHC clase | comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene identidad de secuencia de aminoécidos con la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada de HLA-A
humana siguiente (Y84A; A236C):

GSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAH
SQTHRVDLGTLRGAYNQSEAGSHTVQRMYGCDVGSDWRFLRGYHQYAYDGKDYIALKEDLRSWTAADMAA
QTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPA
EITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPCGDGTFQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWEP (SEQ ID
NO:50),

donde el aminoacido 84 es Alay el aminoacido 236 es Cys. En algunos casos, el Cys-236 forma un puente disulfuro
intercatenario con Cys-12 de un polipéptido de f2M variante que comprende una sustitucion R12C.

En algunos casos, un polipéptido de B2M comprende la secuencia de aminoacidos:

IQRTPKIQVY SCHPAENGKS NFLNCYVSGF HPSDIEVDLLKNGERIEKVE HSDLSFSKDW SFYLLYYTEF
TPTEKDEYAC RVNHVTLSQP KIVKWDRDM (SEQ ID NO:48).

En algunos casos, un polipéptido de cadena pesada de HLA clase | comprende la secuencia de aminoacidos:

GSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASORMEPRAPWIEQEGPEYWDGETRKVKAH
SQTHRVDLGTLRGAYNGSEAGESHTVORMYGCDVGESDWRFLRGYHQYAYDGKDYIALKEDLRSWTAADMAA
QT TKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLQRTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPA
EITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPCGDGTFOKWAAVVWPEGQEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWE (SEQ D
NO:5G)

En algunos casos, el polipéptido de B2M comprende la secuencia de aminoacidos:

IQRTPKIQVYSCHPAENGKSNFLNCYVSGFHPEDIEVDLLKNGERIEKVEHSDLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTE
KEEYACRVNHVTLESQPKIVKWDRDM (SEQ ID NO:48).

Polipéptidos estructurales
Un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T comprende un polipéptido de Fc.
Polipéptidos de Fc

En algunos casos, la primera y/o segunda cadena polipeptidica de un polipéptido multimérico comprende un
polipéptido de Fc. El polipéptido Fc de un polipéptido multimérico puede ser un Fc de IgG1 humana, un Fc de 1gG2
humana, un Fc de IgG3 humana, un Fc de 1gG4 humana, etc. En algunos casos, el polipéptido de Fc comprende
una secuencia de aminoacidos con al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor
de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos
alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con una
secuencia de aminoacidos de una regidén Fc representada en las Figuras 4A-C. En algunos casos, la regién Fc
comprende una secuencia de aminoacidos con al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos
alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al
menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o0 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el
polipéptido de Fc de IgG1 humana representada en la Figura 4A. En algunos casos, la region Fc comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor
de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos
alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con el
polipéptido de Fc de IgG1 humana representada en la Figura 4A; y comprende una sustitucién de N77; por ejemplo,
el polipéptido de Fc comprende una sustitucién N77A. En algunos casos, el polipéptido de Fc comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor
de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos
alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un
polipéptido de Fc de IgG2 humana representada en la Figura 4A; por ejemplo, el polipéptido de Fc comprende una
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secuencia de aminoacidos que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor
de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos
alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con los
aminoacidos 99-325 del polipéptido de Fc de 1I9gG2 humana representada en la Figura 4A. En algunos casos, el
polipéptido de Fc comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos
alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al
menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con un polipéptido de Fc de IgG3 humana representada en la Figura 4A; por ejemplo, el
polipéptido de Fc comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos alrededor de 70 %, al menos
alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos alrededor de 90 %, al
menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 % de identidad de
secuencia de aminoacidos con los aminoacidos 19-246 del polipéptido de Fc de 1gG3 humana representada en la
Figura 4A. En algunos casos, el polipéptidc de Fc comprende una secuencia de aminoacidos con al menos
alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al
menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o
100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con un polipéptido de Fc de IgM humana representada en la
Figura 4B; por ejemplo, el polipéptido de Fc comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos alrededor
de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al menos
alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o 100 %
de identidad de secuencia de aminoacidos con los aminoacidos 1-276 del polipéptido de Fc de IgM humana
representada en la Figura 4B. En algunos casos, el polipéptido de Fc comprende una secuencia de aminoacidos con
al menos alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85
%, al menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de
99 % o 100 % de identidad de secuencia de aminoéacidos con un polipéptido de Fc de IgA humana representada en
la Figura 4C; por ejemplo, el polipéptido de Fc comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
alrededor de 70 %, al menos alrededor de 75 %, al menos alrededor de 80 %, al menos alrededor de 85 %, al
menos alrededor de 90 %, al menos alrededor de 95 %, al menos alrededor de 98 %, al menos alrededor de 99 % o
100 % de identidad de secuencia de aminoacidos con los aminoacidos 1-234 del polipéptido de Fc de IgA humana
representada en la Figura 4C.

En algunos casos, el polipéptido de Fc presente en un polipéptido multimérico comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 33A (Fc de IgG1 humana). En algunos casos, el polipéptido de Fc presente
en un polipéptido multimérico de la presente descripcidon comprende la secuencia de aminoacidos representada en
la Figura 33A (Fc de IgG1 humana), excepto por una sustitucion de N297 con un aminoacido distinto a asparagina.
En algunos casos, el polipéptido Fc presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcidn comprende la
secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33C (Fc de IgG1 humana que comprende una sustitucion
N297A). En algunos casos, el polipéptido de Fc presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcién
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33A (Fc de 1gG1 humana), excepto para una
sustitucion L234 con un aminoécido distinto a leucina. En algunos casos, el polipéptido de Fc presente en un
polipéptido multimérico de la presente descripcidn comprende la secuencia de aminoéacidos representada en la
Figura 33A (Fc de IgG1 humana), excepto para una sustitucion L235 con un aminoacido distinto a leucina. En
algunos casos, el polipéptido Fc presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcidén comprende la
secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33D (Fc de IgG1 humana que comprende una sustitucion
L234A y una sustitucién L235A). En algunos casos, el polipéptido de Fc presente en un polipéptido multimérico de la
presente descripcién comprende la secuencia de aminodcidos representada en la Figura 33A (Fc de IgG1 humana),
excepto para una sustitucion de P331S con un aminoéacido distinto a prolina; en algunos casos, la sustitucion es una
sustitucion P331S. En algunos casos, el polipéptido de Fc presente en un polipéptido multimérico de la presente
descripcion comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33A (Fc de IgG1 humana), excepto
por las sustituciones en L234 y L235 con aminoacidos distintos a leucina. En algunos casos, el polipéptido de Fc
presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcidon comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 33A (Fc de IgG1 humana), excepto por sustituciones en L234 y L235 con aminoacidos
distintos de leucina, y una sustitucion de P331 con un aminoacido distinto a prolina. En algunos casos, el polipéptido
Fc presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcidn comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 33B (Fc de 1gG1 humana que comprende sustituciones L234F, L235E y P331S). En
algunos casos, el polipéptido de Fc presente en un polipéptido multimérico es un polipéptido de Fc IgG1 que
comprende las sustituciones L234A y L235A.

Enlazadores

Un polipéptido multimérico puede incluir péptidos enlazadores interpuestos entre, por ejemplo, un epitopo y un
polipéptido de MHC; entre un polipéptido de MHC y un polipéptido inmunomodulador; entre un polipéptido de MHC y
un polipéptido de Fc de Ig; entre un primer polipéptido inmunomodulador y un segundo polipéptido
inmunomodulador; o entre un segundo polipéptido inmunomodulador y un tercer polipéptido inmunomodulador.

Por ejemplo, un polipéptido multimérico puede incluir péptidos enlazadores interpuestos entre, por ejemplo, un
epitopo y un polipéptido de MHC; entre un polipéptido de MHC y un polipéptido inmunomodulador; entre un
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polipéptido de MHC y un polipéptido de Fc de Ig; entre un primer polipéptido de IL-2 variante y un segundo
polipéptido de IL-2 variante; o entre un segundo polipéptido de IL-2 variante y un tercer polipéptido de IL-2 variante.
Como otro ejemplo, un polipéptido multimérico puede incluir péptidos enlazadores interpuestos entre, por ejemplo,
un epitopo y un polipéptido de MHC; entre un polipéptido de MHC y un polipéptido inmunomodulador; entre un
polipéptido de MHC y un polipéptido de Fc de Ig; entre un primer polipéptido de 4-1BBL variante y un segundo
polipéptido de 4-1BBL variante; o entre un segundo polipéptido de 4-1BBL variante y un tercer polipéptido de 4-1BBL
variante.

Los enlazadores adecuados (a los que también se hace referencia como “separadores”) se pueden seleccionar
facilmente y pueden tener cualquiera de una cantidad de longitudes adecuadas, tal como de 1 aminoacido a 25
aminoacidos, de 3 aminoécidos a 20 aminoacidos, de 2 aminoacidos a 15 aminoécidos, de 3 aminoacidos a 12
aminoacidos, lo que incluye de 4 aminoacidos a 10 aminoacidos, de 5 aminoacidos a 9 aminoacidos, de 6
aminoacidos a 8 aminoacidos o de 7 aminoacidos a 8 aminoacidos. Un enlazador adecuado puede tener 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 aminoé&cidos de longitud.

Los enlazadores ilustrativos incluyen polimeros de dlicina (G),, polimeros de glicina-serina (que incluyen, por
ejemplo, (GS)n, (GSGGS), (SEQ ID NO:210) y (GGGS), (SEQ ID NO:211), donde n es un numero entero de al
menos uno), polimeros de glicina-alanina, polimeros de alanina-serina, y otros enlazadores flexibles conocidos en la
técnica. Pueden usarse polimeros de glicina y glicina-serina; ambos, Gly y Ser, son relativamente no estructurados
y, por lo tanto, pueden funcionar como una ligadura neutra entre componentes. Pueden usarse polimeros de glicina;
la glicina accede al espacio phi-psi de forma mas significativa incluso que la alanina, y esta mucho menos restringida
que los residuos con cadenas laterales mas largas (ver Scheraga, Rev. Computational Chem. 11173-142 (1992)).

Las porciones enlazadoras ilustrativas pueden comprender secuencias de aminoacidos que incluyen, de modo no
limitante, GGSG (SEQ ID NO:65), GGSGG (SEQ ID NO:66), GSGSG (SEQ ID NO:67), GSGGG (SEQ ID NO:68),
GGGSG (SEQ ID NO:69), GSSSG (SEQ ID NO:70), y similares. Los enlazadores ilustrativos pueden incluir, por
ejemplo, Gly(Sers)n, donde n es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10. En algunos casos, un enlazador comprende la
secuencia de aminoéacidos (GSSSS)n (SEQ ID NO:71), donde n es 4. En algunos casos, un enlazador comprende la
secuencia de aminoéacidos (GSSSS)n (SEQ ID NO:72), donde n es 5. En algunos casos, un enlazador comprende la
secuencia de aminoacidos (GGGGS)n (SEQ ID NO:205), donde n es 1. En algunos casos, un enlazador comprende
la secuencia de aminoécidos (GGGGS)n (SEQ ID NO:206), donde n es 2. En algunos casos, un enlazador
comprende la secuencia de aminoécidos (GGGGS)n (SEQ ID NO:207), donde n es 3. En algunos casos, un
enlazador comprende la secuencia de aminoacidos (GGGGS)n (SEQ ID NO:208), donde n es 4. En algunos casos,
un enlazador comprende la secuencia de aminoacidos (GGGGS)n (SEQ ID NO:209), donde n es 5. En algunos
casos, un enlazador comprende la secuencia de aminoacidos AAAGG (SEQ ID NO:73).

En algunos casos, un polipéptido enlazador, presente en un primer polipéptido de un polipéptido multimérico de la
presente descripcion, incluye un residuo de cisteina que puede formar un puente disulfuro con un residuo de cisteina
presente en un segundo polipéptido de un polipéptido multimérico de la presente descripcién. En algunos casos, por
ejemplo, un enlazador adecuado comprende la secuencia de aminoacidos GCGASGGGGSGGGGS (SEQ ID
NO:74).

Epitopos

Un epitopo presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcion se une especificamente a un linfocito
T, es decir, el epitopo se une especificamente a un linfocito T especifico para el epitopo. Un linfocito T especifico
para el epitopo se une a un epitopo que tiene una secuencia de aminoacidos de referencia, pero no se une
sustancialmente a un epitopo que difiere de la secuencia de aminoacidos de referencia. Por ejemplo, un linfocito T
especifico para el epitopo se une a un epitopo que tiene una secuencia de aminoacidos de referencia, y se une a un
epitopo que difiere de la secuencia de aminoéacidos de referencia, si es que lo hace, con una afinidad menor que 10°
M, menor que 10° M o menor que 10 M. Un linfocito T especifico para el epitopo se puede unir a un epitopo del
cual es especifico con una afinidad de al menos 107 M, al menos 10 M, al menos 10° M o al menos 10710 M.

El epitopo es HPV16E7/11-20 (YMLDLQPETT; SEQ ID NO:77).
Polipéptidos inmunomoduladores
Los polipéptidos inmunomoduladores adecuados incluyen un polipéptido IL-2.

En algunos casos, el polipéptido inmunomodulador presente en un synTac exhibe una afinidad de unién reducida a
un polipéptido coinmunomodulador cognado expresado en la superficie de un linfocito T, en comparacién con la
afinidad de unién de un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje para el mismo polipéptido coinmunomodulador
cognado. En algunos casos, donde un synTac comprende un polipéptido inmunomodulador de afinidad reducida, el
polipéptido synTac exhibe una unién reducida a un polipéptido coinmunomodulador cognado expresado en la
superficie de un linfocito T. Por ejemplo, en algunos casos, un polipéptido synTac que comprende un polipéptido
inmunomodulador con afinidad reducida se une un polipéptido coinmunomodulador cognado con una afinidad de
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unién que es al menos 10 % menor, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 % al menos 30 %, al menos 35 %
al menos 40 %, al menos 45 %, al menos 50 % menor, al menos 55 % menor, al menos 60 % menor, al menos 65 %
menor, al menos 70 % menor, al menos 75 % menor, al menos 80 % menor, al menos 85 % menor, al menos 90 %
menor, al menos 95 % menor, o mas del 95 % menor, que la afinidad de unién de un polipéptido synTac de control
que comprende un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje por el mismo polipéptido coinmunomodulador
cognado.

Determinacién de la afinidad de unién

Es posible determinar la afinidad de wunién entre un polipéptido inmunomodulador y su polipéptido
coinmunomodulador cognado mediante interferometria de biocapa (BLI) mediante el uso del polipéptido
inmunomodulador purificado y el polipéptido coinmunomodulador cognado purificado. La afinidad de unién entre un
synTac de la presente descripcién y su polipéptido coinmunomodulador cognado también se puede determinar
mediante BLI mediante el uso de synTac purificado y el polipéptido coinmunomodulador cognado. Los métodos de
BLI se conocen bien para los expertos en la técnica. Ver, por ejemplo, Lad y otros (2015) J. Biomol. Screen.
20(4):498-507; y Shah y Duncan (2014) J. Vis. Exp. 18:e51383. Las afinidades de unidén especificas y relativas
descritas en esta descripcion entre un polipéptido inmunomodulador y su polipéptido coinmunomodulador cognado,
o entre un synTac y su polipéptido coinmunomodulador cognado, se pueden determinar mediante el uso de los
siguientes procedimientos.

Para determinar la afinidad de unién entre un synTac de la presente descripcion y su polipéptido
coinmunomodulador cognado, se puede llevar a cabo un ensayo de BLI mediante el uso de un instrumento Octet
RED 96 (Pal FortéBio) o un instrumento similar, de la manera que sigue a continuacién. Para determinar la afinidad
de unién de un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T (por ejemplo, un synTac de la presente descripcion;
o un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T de control (donde un polipéptido multimérico modulador de
linfocitos T de control comprende un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje)), el polipéptido multimérico
modulador de linfocitos T se inmoviliza en un soporte insoluble (un “biosensor”). El polipéptido multimérico
modulador de linfocitos T inmovilizado es la “diana.” La inmovilizacién se puede llevar a cabo al inmovilizar un
anticuerpo de captura en el soporte insoluble, donde el anticuerpo de captura inmoviliza el polipéptido multimérico
modulador de linfocitos T. Por ejemplo, la inmovilizacion puede realizarse inmovilizando anticuerpos anti-Fc (por
ejemplo, anti-Fc de IgG humana) sobre el soporte insoluble, donde los anticuerpos anti-Fc inmovilizados se unen e
inmovilizan el polipéptido multimérico modulador de linfocitos T (donde el polipéptido multimérico modulador de
linfocitos T comprende un polipéptido Fc de Ig). Se aplica un polipéptido coinmunomodulador, en varias
concentraciones diferentes, al polipéptido multimérico modulador de linfocitos T inmovilizado, y se registra la
respuesta del instrumento. Los ensayos se llevan a cabo en un medio liquido que comprende HEPES 25mM, pH 6,8,
poli(etilenglicol) 6000 al 5 %, KCI 50 mM, alblimina de suero bovino al 0,1 % y detergente no idnico Tween 20 al 0,02
%. La unién del polipéptido coinmunomodulador al polipéptido multimérico modulador de linfocitos T inmovilizado se
lleva a cabo a 30 °C. Como control positivo para la afinidad de unién, puede usarse un anticuerpo monoclonal anti-
MHC clase |. Por ejemplo, puede usarse el anticuerpo monoclonal anti-HLA clase | W6/32 (Coleccién americana de
cultivos tipo num. HB-95; Parham y otros (1979) J. Immunol. 123:342), que tiene una Kp de 7 nM. Puede generarse
una curva estandar mediante el uso de diluciones en serie del anticuerpo monoclonal anti-MHC clase |. El
polipéptido coinmunomodulador, o el AcM anti-MHC clase |, es el “analito.” La BLI analiza el patron de interferencia
de luz blanca reflejada desde dos superficies: i) desde el polipéptido inmovilizado (“diana”); y ii) una capa de
referencia interna. Un cambio en la cantidad de moléculas (“analito”; por ejemplo, polipéptido coinmunomodulador;
anticuerpo anti-HLA) unido a la punta del biosensor provoca un cambio en el patrén de interferencia; este cambio en
el patrén de interferencia se puede medir en tiempo real. Los dos términos cinéticos que describen la afinidad de la
interaccién diana/analito son la constante de asociacién (ka) y la constante de disociacion (kqg). La relacion de estos
dos términos (kd/a) da lugar a la constante de afinidad Kbp.

Como se indic6 anteriormente, la determinacién de la afinidad de unién entre un polipéptido inmunomodulador (por
ejemplo, IL-2 o una IL-2 variante) y su polipéptido coinmunomodulador cognado (por ejemplo, IL-2R) también se
puede determinar mediante BLI. El ensayo es similar al descrito anteriormente para el polipéptido multimérico de
synTac. Un ensayo de BLI se puede llevar a cabo mediante el uso de un instrumento Octet RED 96 (Pal FortéBio) o
un instrumento similar, de la manera que sigue a continuacién. Un polipéptido inmunomodulador componente de un
synTac de la presente descripcion (por ejemplo, un polipéptido de IL-2 variante de la presente descripcion); y un
polipéptido inmunomodulador de control (donde un polipéptido inmunomodulador de control comprende un
polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje, por ejemplo, IL-2 de tipo salvaje)) se inmovilizan en un soporte
insoluble (un “biosensor”). El polipéptido inmunomodulador es la “diana.” La inmovilizacién se puede llevar a cabo al
inmovilizar un anticuerpo de captura en el soporte insoluble, donde el anticuerpo de captura inmoviliza el polipéptido
inmunomodulador. Por ejemplo, si la diana se fusiona a una etiqueta de inmunoafinidad (por ejemplo, FLAG, Fc de
IgG humana), es posible llevar a cabo la inmovilizaciéon al inmovilizar con el anticuerpo apropiado la etiqueta de
inmunoafinidad (por ejemplo, Fc de IgG antihumana) en el soporte insoluble, donde los anticuerpos inmovilizados se
unen al polipéptido inmunomodulador (donde el polipéptido inmunomodulador comprende un polipéptido de Fc de Ig)
y lo inmovilizan. Se aplica un polipéptido coinmunomodulador (o polipéptidos), en varias concentraciones diferentes,
en el polipéptido inmunomodulador inmovilizado y se registra la respuesta del instrumento. Alternativamente, un
polipéptido (o polipéptidos) coinmunomodulador se inmoviliza en el biosensor (por ejemplo, para el heterotrimero del
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receptor de IL-2, como una subunidad monomérica, subcomplejo heterodimérico o el heterotrimero completo) y se
aplica el polipéptido inmunomodulador, en diversas concentraciones diferentes, al(a los) polipéptido(s)
coinmunomoduladore(s) inmovilizado(s), y se registra la respuesta del instrumento. Los ensayos se llevan a cabo en
un medio liquido que comprende HEPES 25mM, pH 6,8, poli(etilenglicol) 6000 al 5 %, KCI 50 mM, albumina de
suero bovino al 0,1 % y detergente no idnico Tween 20 al 0,02 %. La unién del polipéptido coinmunomodulador al
polipéptido inmunomodulador inmovilizado se llevaron a cabo a 30 °C. Como control positivo para la afinidad de
unién, puede usarse un anticuerpo monoclonal anti-MHC clase |. Por ejemplo, puede usarse el anticuerpo
monoclonal anti-HLA clase | W6/32 (Coleccién americana de cultivos tipo nim. HB-95; Parham y otros (1979) J.
Immunol. 123:342), que tiene una Kp de 7 nM. Puede generarse una curva estandar mediante el uso de diluciones
en serie del anticuerpo monoclonal anti-MHC clase I. El polipéptido coinmunomodulador, o el AcM anti-MHC clase |,
es el “analito.” La BLI analiza el patrén de interferencia de luz blanca reflejada desde dos superficies: i) desde el
polipéptido inmovilizado (“diana”’); y ii) una capa de referencia interna. Un cambio en la cantidad de moléculas
(“analito”; por ejemplo, polipéptido coinmunomodulador; anticuerpo anti-HLA) unido a la punta del biosensor provoca
un cambio en el patrén de interferencia; este cambio en el patrén de interferencia se puede medir en tiempo real.
Los dos términos cinéticos que describen la afinidad de la interaccién diana/analito son la constante de asociacién
(ka) ¥ la constante de disociacion (kq). La relacién de estos dos términos (kd/a) da lugar a la constante de afinidad Kp.
La determinacién de la afinidad de unién tanto de un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje (por ejemplo, IL-2)
a su receptor (por ejemplo, IL-2R) como de un polipéptido inmunomodulador variante (por ejemplo, una IL-2 variante
tal como se describe en la presente descripcidn) a su polipéptido coinmunomodulador cognado (por ejemplo, su
receptor) (por ejemplo, IL-2R) permite por lo tanto determinar la afinidad de unidén relativa del polipéptido
coinmunomodulador variante, en comparacion con el polipéptido coinmunomodulador de tipo salvaje, al polipéptido
coinmunomodulador cognado. Es decir, se puede determinar si la afinidad de unién de un polipéptido
inmunomodulador variante a su receptor (su polipéptido coinmunomodulador cognado) se reduce en comparacion
con la afinidad de unién del polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje al mismo polipéptido coinmunomodulador
cognado y, de hacerlo, cual es el porcentaje de reduccion de la afinidad de unién del polipéptido
coinmunomodulador de tipo salvaje.

El ensayo de BLI se lleva a cabo en una placa de varios pocillos. Para realizar el ensayo, se define la distribucion de
placas, se definen las etapas del ensayo y se asignan los biosensores en el software de adquisiciéon de datos Octet.
Se hidrata el ensamble del biosensor. El ensamble del biosensor hidratado y la placa de ensayo se equilibran
durante 10 minutos en el instrumento Octet. Una vez que se adquieren los datos, se cargan los datos adquiridos en
el software de anadlisis de datos Octet. Los datos se procesan en la ventana de Procesamiento mediante la
especificacién del método para la sustraccion de referencia, alineacién del eje y, correccidn entre etapas y el filtro de
Savitzky-Golay. Los datos se analizan en la ventana de Andlisis mediante la especificacion de etapas de analisis
(asociacion y disociacién), seleccidn del modelo de ajuste de curva (1:1), método de ajuste (global) y ventana de
interés (en segundos). Se evalla la calidad del ajuste. Los valores de Kp para cada traza de datos de (concentracion
de analito) se pueden promediar si se encuentran dentro de un intervalo de 3 veces. Los valores de error de Kp se
deberian encontrar dentro de un orden de magnitud de los valores constantes de afinidad; los valores de R? se
deberian encontrar por encima de 0,95. Ver, por ejemplo, Abdiche y otros (2008) J. Anal. Biochem. 377:209.

En algunos casos, la relacién de: i) la afinidad de unién de un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T de
control (donde el control comprende un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje, por ejemplo, IL-2 de tipo
salvaje) a un polipéptido coinmunomodulador cognado (por ejemplo, IL-2R) respecto a i) la afinidad de unién de un
polipéptido multimérico modulador de linfocitos T de la presente descripcién que comprende una variante del
polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje (por ejemplo, IL-2 variante) respecto al polipéptido coinmunomodulador
cognado (por ejemplo, IL-2R), cuando se mide mediante BLI (como se describié anteriormente), es al menos 1,5:1,
al menos 2:1, al menos 5:1, al menos 10:1, al menos 15:1, al menos 20:1, al menos 25:1, al menos 50:1, al menos
100:1, al menos 500:1, al menos 10%1, al menos 5 x 10%1, al menos 10%1, al menos 5 x 10%1, al menos 10%1, al
menos 10%:1 o al menos 10%:1. En algunos casos, la relacion de: i) la afinidad de unién de un polipéptido multimérico
modulador de linfocitos T de control (donde el control comprende un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje) a
un polipéptido coinmunomodulador cognado respecto a ii) la afinidad de unién de un polipéptido multimérico
modulador de linfocitos T de la presente descripcién que comprende una variante del polipéptido inmunomodulador
de tipo salvaje con respecto al polipéptido coinmunomodulador cognado, cuando se mide mediante BLI, esta en el
intervalo de 1,5:1 a 10%:1, por ejemplo, de 1,5:1 a 10:1, de 10:1 a 50:1, de 50:1 a 10%1, de 10%1 a 10%1, de 1031 a
1041, de 10%:1a 10%1 o de 1051 a 10%:1.

En algunos casos, la relacion de: i) la afinidad de unién de un polipéptido inmunomodulador de control (donde el
control comprende un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje, por ejemplo, IL-2 de tipo salvaje) a un
polipéptido coinmunomodulador cognado (por ejemplo, IL-2R) respecto a ii) la afinidad de unién de un polipéptido
inmunomodulador de la presente descripcion que comprende una variante del polipéptido inmunomodulador de tipo
salvaje (por ejemplo, IL-2 variante) respecto al polipéptido coinmunomodulador cognado (por ejemplo, IL-2R),
cuando se mide mediante BLI (como se describié anteriormente), es al menos 1,5:1, al menos 2:1, al menos 5:1, al
menos 10:1, al menos 15:1, al menos 20:1, al menos 25:1, al menos 50:1, al menos 100:1, al menos 500:1, al
menos 10%1, al menos 5 x 1021, al menos 1021, al menos 5 x 1021, al menos 10%1, al menos 10%1 o al menos
10%:1. En algunos casos, la relacion de: i) la afinidad de union de un polipéptido inmunomodulador de control (donde
el control comprende un polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje) a un polipéptido coinmunomodulador cognado
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respecto a ii) la afinidad de unién de un polipéptido inmunomodulador de la presente descripcién que comprende
una variante del polipéptido inmunomodulador de tipo salvaje al polipéptido coinmunomodulador cognado, cuando
se mide mediante BLI, esta en el intervalo de 1,5:1 a 1081, por ejemplo, de 1,5:1 a 10:1, de 10:1 a 50:1, de 50:1 a
1021, de 1021 a 10%1, de 10%1 a 10%1, de 101 a 10%1 o de 10%1 a 10%:1.

IL-2/synTac

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende un polipéptido de IL-2 variante como el dominio modulador
que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34B (SEQ ID NO. 49).

Un polipéptido multimérico modulador de linfocitos T que comprende un polipéptido IL-2 como dominio modulador

(“MOD”) también se denomina “IL-2/synTac”, “un polipéptido IL-2/synTac” o un “polipéptido IL-2/multimérico.”

En algunos casos, un polipéptido multimérico como se describié generalmente en la presente descripcidn
comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido, donde el primer polipéptido comprende, en orden del
extremo amino terminal (N-terminal) al extremo carboxilo terminal (C-terminal). a) un epitopo (por ejemplo, un
epitopo de linfocitos T); b) un primer polipéptido del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y ¢) un
polipéptido inmunomodulador (por ejemplo, un polipéptido de IL2 variante de la presente descripcién); y donde el
segundo polipéptido comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: a) un segundo polipéptido
de MHC; y b) un polipéptido Fc de inmunoglobulina (Ig). En otros casos, un polipéptido multimérico de la presente
descripcion comprende un primer polipéptido y un segundo polipéptido, donde el primer polipéptido comprende, en
orden desde el extremo N-terminal hasta el extremo C-terminal: a) un epitopo (por ejemplo, un epitopo de linfocitos
T); y b) un primer polipéptido de MHC; y donde el segundo polipéptido comprende, en orden desde el extremo N-
terminal hasta el extremo C-terminal: a) un polipéptido inmunomodulador (por ejemplo, un polipéptido IL2 variante de
la presente descripcién); b) un segundo polipéptido de MHC; y ¢) un polipéptido Fc de Ig. En algunos casos, el
primer y el segundo polipéptidos de MHC son polipéptidos de MHC clase [; por ejemplo, en algunos casos, el primer
polipéptido de MHC es un polipéptido de $2 microglobulina de clase | (B2M o 2M), y el segundo polipéptido de
MHC es una cadena pesada (cadena H) de MHC clase |; o el primer polipéptido de MHC es una cadena H de MHC
clase | y el segundo polipéptido de MHC es un polipéptido B2M de MHC clase |). En otros casos, el primer y el
segundo polipéptidos de MHC son polipéptidos de MHC clase Il; por ejemplo, en algunos casos, el primer
polipéptido de MHC es un polipéptido de MHC clase || de cadena a, y el segundo polipéptido de MHC es un
polipéptido de MHC clase Il de cadena B. En otros casos, el primer polipéptido es un polipéptido de MHC clase Il de
cadena B, y el segundo polipéptido de MHC es un polipéptido de MHC clase |l de cadena a. En algunos casos, el
polipéptido multimérico incluye dos o mas polipéptidos inmunomoduladores, donde al menos uno de los polipéptidos
inmunomoduladores es un polipéptido inmunomodulador de IL2 variante de la presente descripciéon. Cuando un
polipéptido multimérico de la presente descripcion incluye dos o mas polipéptidos inmunomoduladores, en algunos
casos, los dos o mas polipéptidos inmunomoduladores estan presentes en la misma cadena polipeptidica, y pueden
estar en tandem. Cuando un polipéptido multimérico de la presente descripcion incluye dos o mas polipéptidos
inmunomoduladores, en algunos casos, los dos o mas polipéptidos inmunomoduladores estan presentes en
polipéptidos separados. En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcidon es un
heterodimero. En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcién es un polipéptido trimérico.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; y ii) un primer polipéptido de MHC y b) un segundo
polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un segundo polipéptido de
MHC; ii) un polipéptido de Fc de Ig; y iii) un dominio inmunomodulador (por ejemplo, un polipéptido de IL2 variante
de la presente descripcidn). En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcién comprende: a)
un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; vy ii) un
primer polipéptido de MHC y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo
C-terminal: i) un segundo polipéptido de MHC; ii) un dominio inmunomodulador (por ejemplo, un polipéptido de IL2
variante de la presente descripcion). En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcidn
comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un
epitopo; vy ii) un primer polipéptido de MHC y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-
terminal al extremo C-terminal: i) un dominio inmunomodulador (por ejemplo, un polipéptido de IL2 variante de la
presente descripcion) y ii) un segundo polipéptido de MHC. En algunos casos, un polipéptido multimérico de la
presente descripcién comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al
extremo C-terminal: i) un epitopo; y ii) un primer polipéptido de MHC y iii) un dominio inmunomodulador (por ejemplo,
un polipéptido de IL2 variante de la presente descripcién); y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un segundo polipéptido de MHC. En algunos casos, donde un
polipéptido multimérico de la presente descripcién comprende una estructura que no es lg, la estructura que no es Ig
es un péptido XTEN, un polipéptido transferrina, un polipéptido receptor de Fc, un polipéptido similar a la elastina, un
polipéptido similar a la seda o un polipéptido similar a la seda-elastina.

En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcién es monovalente. En algunos casos, un

polipéptido multimérico de la presente descripcién es multivalente. En algunos casos, un polipéptido multimérico
multivalente de la presente descripcion comprende un polipéptido Fc de inmunoglobulina en uno del primer o
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segundo polipéptido. Por ejemplo, en dependencia del polipéptido Fc presente en un polipéptido multimérico de la
presente descripcion, el polipéptido multimérico puede ser un homodimero, donde dos moléculas del polipéptido
multimérico estan presentes en el homodimero, donde las dos moléculas del polipéptido multimérico pueden unirse
entre si por disulfuro, por ejemplo, a través del polipéptido Fc presente en las dos moléculas. Como otro ejemplo, un
polipéptido multimérico de la presente descripcion puede comprender tres, cuatro o cinco moléculas del polipéptido
multimérico, donde las moléculas del polipéptido multimérico pueden unirse entre si por disulfuro, por ejemplo, a
través del polipéptido Fc presente en las moléculas.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; vy ii) un polipéptido de B2M vy iii) un polipéptido de IL2
variante de la presente descripcion y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al
extremo C-terminal: i) una cadena pesada de MHC clase I; y ii) un polipéptido de Fc. En algunos casos, un
polipéptido multimérico de la presente descripcidon comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; y ii) un polipéptido de B2M y b) un segundo polipéptido que
comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un polipéptido de IL2 variante de la presente
descripcidn; ii) una cadena pesada de MHC clase [; iii) un polipéptido de Fc. En algunos casos, un polipéptido
multimérico de la presente descripcién comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del extremo N-
terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; ii) un polipéptido B2M; iii) un primer polipéptido de IL2 variante de la
presente descripcién; iv) un segundo polipéptido de IL2 variante de la presente descripcién; y v) una tercera variante
de polipéptido IL2 de la presente descripcidn; y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-
terminal al extremo C-terminal: i) una cadena pesada de MHC clase I; y ii) un polipéptido de Fc. En algunos casos, el
primer, segundo y tercer polipéptidos de IL2 variantes tienen la misma secuencia de aminoacidos. En algunos casos,
el primer, segundo y tercer polipéptidos de IL2 variantes difieren entre si en la secuencia de aminoécidos. En
algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcién comprende: a) un primer polipéptido que
comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; vy ii) un polipéptido B2M; y b) un
segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un primer polipéptido
de IL2 variante de la presente descripcion; ii) un segundo polipéptido de IL2 variante de la presente descripcion; iii)
un tercer polipéptido de IL2 variante de la presente descripcion; iv) una cadena pesada de MHC clase I; y v) un
polipéptido de Fc. En algunos casos, el primer, segundo y tercer polipéptidos de IL2 variantes tienen la misma
secuencia de aminoacidos. En algunos casos, el primer, segundo y tercer polipéptidos de IL2 variantes difieren entre
si en la secuencia de aminoacidos.

Sustituciones F42 y H16

En algunos casos, un polipéptido de IL-2 variante de simple copia esta presente en un polipéptido multimérico de la
presente descripcion. En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcion comprende dos
copias del polipéptido de IL-2 variante, por ejemplo, donde las dos copias se encuentran en tandem sin enlazador
entre las dos copias, o estan en tandem y separadas por el péptido enlazador. En algunos casos, el polipéptido
multimérico de la presente descripcién comprende tres copias del polipéptido de IL-2 variante, por ejemplo, donde
las tres copias se encuentran en tandem sin enlazadores entre las tres copias, o estan en tandem y separadas por
un péptido enlazador. En algunos casos, cuando una IL-2/synTac de la presente descripcidn comprende la cadena
pesada de HLA clase | y B2M, el/llos polipéptido(s) IL-2 esta/estan en la cadena polipeptidica que comprende la
cadena pesada de HLA clase |. En algunos casos, donde una IL-2/synTac de la presente descripcion comprende la
cadena pesada de HLA clase | y B2M, el/los polipéptido(s) IL-2 esté/estan en la cadena polipeptidica que comprende
el polipéptido B2M. En algunos casos, un polipéptido multimérico de la presente descripcién comprende 2 copias de
IL-2 variante que comprende las sustituciones F42A y H16A, donde el polipéptido multimérico comprende
polipéptidos de cadena pesada de HLA clase | y B2M, y donde las 2 copias de IL-2 (F42A, H16A) estan en la cadena
polipeptidica que comprende la cadena pesada de HLA clase |. En algunos casos, el polipéptido de IL-2 variante o
un synTac que comprende el mismo, tiene una afinidad de unién a IL-2R que es de aproximadamente 100 nM a 150
nM, de aproximadamente 150 nM a aproximadamente 200 nM, de aproximadamente 200 nM a aproximadamente
250 nM, de aproximadamente 250 nM a aproximadamente 300 nM, de aproximadamente 300 nM a
aproximadamente 350 nM, de aproximadamente 350 nM a aproximadamente 400 nM, de aproximadamente 400 nM
a aproximadamente 500 nM, de aproximadamente 500 nM a aproximadamente 600 nM, de aproximadamente 600
nM a aproximadamente 700 nM, de aproximadamente 700 nM a aproximadamente 800 nM, de aproximadamente
800 nM a aproximadamente 900 nM, de aproximadamente 900 nM a aproximadamente 1 UM, de aproximadamente
1 UM a aproximadamente 5 uM, de aproximadamente 5 M a aproximadamente 10 uM, de aproximadamente 10 uM
a aproximadamente 15 uM, de aproximadamente 15 uM a aproximadamente 20 M, de aproximadamente 20 uM a
aproximadamente 25 pM, de aproximadamente 25 uyM a aproximadamente 50 uM, de aproximadamente 50 UM a
aproximadamente 75 UM o de aproximadamente 75 uM a aproximadamente 100 pM. En algunos casos, el
polipéptido de IL-2 variante presente en un polipéptido multimérico de la presente descripcidon tiene una longitud de
133 aminoacidos. En algunos casos, el polipéptido de IL-2 variante comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 34B (que comprende las sustituciones de H16A y F42A).

Multiples dominios inmunomoduladores
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Como se indicé anteriormente, en algunos casos, un polipéptido multimérico comprende dos o mas polipéptidos
inmunomoduladores. En algunos casos, al menos uno de dos o mas polipéptidos inmunomoduladores es un
polipéptido inmunomodulador variante. Por ejemplo, en el caso de una IL-2/synTac, en algunos casos, al menos uno
de dos o mas polipéptidos inmunomoduladores es un polipéptido de IL-2 variante.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende dos 0 mas copias de un polipéptido de IL-2 variante de la
presente descripcién. En algunos casos, los dos 0 mas polipéptidos de IL-2 variantes estan en la misma cadena
polipeptidica de un polipéptido multimérico. En algunos casos, los dos 0 mas polipéptidos de IL-2 variantes estan en
cadenas polipeptidicas separadas de un polipéptido multimérico.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende un primer polipéptido inmunomodulador, y al menos un
segundo polipéptido inmunomodulador, donde el primer polipéptido inmunomodulador es un polipéptido de IL-2
variante de la presente descripcion, y el segundo polipéptido inmunomodulador no es un polipéptido de IL-2. Por
ejemplo, en algunos casos, el segundo polipéptido inmunomodulador es un miembro de la superfamilia del factor de
necrosis tumoral (TNF); por ejemplo, un polipéptido FaslL, un polipéptido 4-1BBL, un polipéptido CD40, un
polipéptido OX40L, un polipéptido CD30L, un polipéptido CD70, etc. En algunos casos, el segundo polipéptido
inmunomodulador de un polipéptido multimérico es un polipéptido coestimulador de linfocitos T y es un miembro de
la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig); por ejemplo, un polipéptido CD7, un polipéptido CD86, un polipéptido
ICAM, etc. En algunos casos, el segundo polipéptido inmunomodulador es 4-1BBL, OX40L, ICOS-L, ICAM, PD-L1,
CD86, FasL y PD-L2. Los polipéptidos inmunomoduladores adecuados de un polipéptido multimérico de la presente
descripcion incluyen, por ejemplo, CD7, CD30L, CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, MICB, HVEM, receptor de
linfotoxinas beta, 3/TR6, ILT3, ILT4 o HVEM.

Otros dominios moduladores de linfocitos T (MOD) que pueden incluirse en un polipéptido multimérico de la presente
descripcion incluyen productos génicos humanos (proteina) de origen natural o sintéticos, reactivos de afinidad (por
ejemplo, un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, Fv de simple cadena, aptameros, nanocuerpo) dirigido a un
producto génico humano, que incluye, de modo no limitante, a todas las proteinas secretadas que surgen de
mecanismos de secrecion clasicos y no clasicos (por ejemplo, FGF2, IL1, S100A4), y ectodominios de todas las
proteinas de la superficie celular ancladas por segmentos de proteinas codificadas genéticamente de origen natural
(amplitudes de membrana Unica o multiple) o modificaciones postraduccionales tales como enlaces GPI). Cualquier
reactivo de afinidad de origen natural o sintético (por ejemplo, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, Fv de simple
cadena, aptamero, nanocuerpo, lectina, etc.) dirigido a un glicano de la superficie celular u otra modificacién
postraduccional (por ejemplo, sulfataciéon). Los ejemplos incluyen, de modo no limitante, miembros de la familia
TNF/TNFR (OX40L, ICOSL, FASL, LTA, TRAIL LTB, CD153, TNFSF9, RANKL, TWEAK, TNFSF13, TNFSF13b,
TNFSF14, TNFSF15, TNFSF18, CD40LG, CD70) o reactivos de afinidad dirigidos a los miembros de la familia
TNF/TNFR; miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas (VISTA, PD1, PD-L1, PD-L2, B71, B72, CTLA4, CD28,
TIM3, CD4, CD8, CD19, cadenas receptoras de linfocitos T, ICOS, Ligando ICOS, HHLA2, butirofilinas, BTLA, B7-
H3, B7-H4, CD3, CD79a, CD79b, CAMS de IgSF (que incluye CD2, CD58, CD48, CD150, CD229, CD244, ICAM-1),
receptores similares a inmunoglobulinas leucocitarias (LILR), receptores similares a inmunoglobulinas de células
asesinas (KIR)), miembros de la superfamilia de lectina, selectinas, citocinas/quimiocina y receptores de
citocinas/quimiocinas, factores de crecimiento y receptores de factores de crecimiento), moléculas de adhesion
(integrinas, fibronectinas, cadherinas), o ectodominios de proteina integral de multiples segmentos transmembrana,
o reactivos de afinidad dirigidos a la superfamilia de inmunoglobulinas y productos génicos enumerados. Ademas,
los homologos/ortdlogos activos de estos productos génicos, que incluyen, de modo no limitante, secuencias virales
(por ejemplo, CMV, EBV), secuencias bacterianas, secuencias fungicas, patégenos eucariotas (por ejemplo,
Schistosoma, Plasmodium, Babesia, Eimeria, Teileria, Toxoplasma, Entamoeba, Leishmania y Trypanosoma), y
regiones codificantes derivadas de mamiferos. Ademas, un MOD puede comprender un farmaco de molécula
pequefa dirigido a un producto génico humano.

Polipéptidos adicionales

Una cadena polipeptidica de un polipéptido multimérico puede incluir uno o mas polipéptidos ademas de los
descritos anteriormente. Los polipéptidos adicionales adecuados incluyen marcadores de epitopos y dominios de
afinidad. El uno o mas polipéptidos adicionales se pueden incluir en el extremo N-terminal de una cadena
polipeptidica de un polipéptido multimérico, en el extremo C-terminal de una cadena polipeptidica de un polipéptido
multimérico, o internamente dentro de una cadena polipeptidica de un polipéptido multimérico.

Etiqueta de epitopos

Las etiquetas de epitopos adecuadas incluyen, de modo no limitante, hemaglutinina (HA; por ejemplo, YPYDVPDYA
(SEQ ID NO:79); FLAG (por ejemplo, DYKDDDDK (SEQ ID NO:80); c-myc (por ejemplo, EQKLISEEDL; SEQ ID
NO:81) y similares.

Dominio de afinidad
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Los dominios de afinidad incluyen secuencias de péptidos que pueden interactuar con un compariero de unién, por
ejemplo, tal como uno inmovilizado en un soporte sélido, Util para la identificacién o purificaciéon. Las secuencias de
ADN que codifican multiples aminoacidos individuales consecutivos, tal como histidina, cuando se fusionan a la
proteina expresada, pueden usarse para la purificaciéon en una etapa de la proteina recombinante mediante unién de
alta afinidad a una columna de resina, tal como sefarosa y niquel. Los dominios de afinidad ilustrativos incluyen His5
(HHHHH) (SEQ ID NO:82), HisX6 (HHHHHH) (SEQ ID NO:83), C-myc (EQKLISEEDL) (SEQ ID NO:81), Flag
(DYKDDDDK) (SEQ ID NO:80), StrepTag (WSHPQFEK) (SEQ ID NO:84), hemaglutinina, por ejemplo, etiqueta de
HA (YPYDVPDYA) (SEQ ID NO:79), glutatién-S-transferasa (GST), tiorredoxina, dominio de unién a celulosa, RYIRS
(SEQ ID NO:85), Phe-His-His-Thr (SEQ ID NO:86), dominio de unién a quitina, péptido S, péptido T7, dominio SH2,
etiqueta de ARN de extremo C, WEAAAREACCRECCARA (SEQ ID NO:87), dominios de unién a metales, por
ejemplo, dominios de unién a zinc o dominios de unién a calcio tales como los de las proteinas de unién a calcio, por
ejemplo, calmodulina, troponina C, calcineurina B, cadena ligera de miosina, recoverina, S-modulina, visinina, VILIP,
neurocalcina, hipocalcina, frecuenina, caltractina, subunidad grande de calpaina, proteinas S100, parvalbumina,
calbindina D9K, calbindina D28K y calretinina, inteinas, biotina, estreptavidina, MyoD, secuencias de cremalleras de
leucina y proteina de unién a maltosa.

Ejemplos de polipéptidos IL-2/multiméricos
Los siguientes son ejemplos de un polipéptido multimérico IL-2/synTac.

En algunos casos, un polipéptido multimérico IL-2/synTac comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en
orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; vy ii) un polipéptido B2-microglobulina (2M) que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34A; y b) un segundo polipéptido que
comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal: i) un polipéptido de IL-2 variante de la presente
descripciodn; ii) un polipéptido de cadena pesada del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que comprende
la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34C; vy iii) un polipéptido Fc de IgG1 que comprende una o
mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas de N297A, L234A, L235A, L234F, L235E y P331S. En algunos
casos, el polipéptido de IL-2 variante comprende una sustitucion H16A y F42A. En algunos casos, el polipéptido de
Fc de 1gG1 comprende una sustitucion N297A. En algunos casos, el polipéptido de Fc de 1gG1 comprende una
sustitucion L234A y una sustitucion L235A. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende una
sustitucion L234F y una sustitucién L235E. En algunos casos, el polipéptido de Fc de 1gG1 comprende una
sustitucion L234F, una sustitucion L235E y una sustitucion P331S. En algunos casos, el segundo polipéptido
comprende dos copias del polipéptido de IL-2 variante. En algunos casos, el primer polipéptido comprende un
enlazador peptidico entre el epitopo y el polipéptido de B2M. En algunos casos, el segundo polipéptido comprende
un enlazador peptidico entre uno o mas de: a) una primera copia del polipéptido de IL-2 variante y una segunda
copia del polipéptido de IL-2 variante, b) el polipéptido de IL-2 variante y el polipéptido de cadena pesada de MHC y
c) entre el polipéptido de cadena pesada de MHC y el polipéptido de Fc de IgG1. En algunos casos, el enlazador
peptidico se selecciona de (GGGGS); {SEQ D NC:207), (GGGGS)s (SEQ 1D NO:208) y AAAGG (SEQ 1D NO:73).
En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la secuencia de aminoéacidos representada en la Figura
33B. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la secuencia de aminoacidos representada en la
Figura 33C. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende |la secuencia de aminoacidos representada
en la Figura 33D.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo; vy ii) un polipéptido B2-microglobulina que comprende la
secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34A; y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un polipéptido IL-2 variante que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 34B; ii) un polipéptido de cadena pesada del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34C; y iii) un
polipéptido de Fc de IgG1 que comprende una o mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas de N297A,
L234A, L235A, L234F, L235E y P331S. En algunos casos, el polipéptido de Fc de 1gG1 comprende una sustitucién
N297A. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende una sustitucion L234A y una sustitucién L235A.
En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende una sustitucion L234F y una sustitucion L235E. En
algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende una sustitucion L234F, una sustitucién L235E y una
sustitucion P331S. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 33B. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 33C. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la
secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33D. En algunos casos, el segundo polipéptido comprende dos
copias del polipéptido de IL-2 variante. En algunos casos, el primer polipéptido comprende un enlazador peptidico
entre el epitopo y el polipéptido de B2M. En algunos casos, el segundo polipéptido comprende un enlazador
peptidico entre uno o mas de: a) una primera copia del polipéptido de IL-2 variante y una segunda copia del
polipéptido de IL-2 variante, b) el polipéptido de IL-2 variante y el polipéptido de cadena pesada de MHC y c) entre el
polipéptido de cadena pesada de MHC y el polipéptido de Fc de IgG1. En algunos casos, el enlazador peptidico se
selecciona de (GGGGS); {(SEQ D NG:20G7), (GGGGS)4 {SEQ 1D NG:208) y AAAGG (SEQ D NO:73).
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En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende, en orden del
extremo N-terminal al extremo C-terminal: i) un epitopo que comprende la secuencia de aminoacidos YMLDLGPETT
(SER 1D NO:77); yii) un polipéptido B2-microglobulina que comprende la secuencia de aminoacidos representada en
la Figura 34A; y b) un segundo polipéptido que comprende, en orden del extremo N-terminal al extremo C-terminal:

i) un polipéptido de IL-2 variante que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34B; ii) un
polipéptido de cadena pesada del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 34C; y iii) un polipéptido de Fc de IgG1 que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 33A, 33B, 33C o 33D. En algunos casos, el polipéptido de Fc de 1gG1
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33B. En algunos casos, el polipéptido de Fc de
IgG1 comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33C. En algunos casos, el polipéptido de
Fc de IgG1 comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33D. En algunos casos, el segundo
polipéptido comprende dos copias del polipéptido de IL-2 variante. En algunos casos, el primer polipéptido
comprende un enlazador peptidico entre el epitopo y el polipéptido de B2M. En algunos casos, el segundo
polipéptido comprende un enlazador peptidico entre uno o mas de: a) una primera copia del polipéptido de IL-2
variante y una segunda copia del polipéptido de IL-2 variante, b) el polipéptido de IL-2 variante y el polipéptido de
cadena pesada de MHC y ¢) entre el polipéptido de cadena pesada de MHC y el polipéptido de Fc de IgG1. En
algunos casos, el enlazador peptidico se selecciona de (GGGGS)s (SEQ 1D NO:207), (GGGGS)4 (SEQ D NC:208) y
AAAGG (8EQ 1 NO:73). En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 33B. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 33C. En algunos casos, el polipéptido de Fc de IgG1 comprende la
secuencia de aminoéacidos representada en la Figura 33D.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 31; y b) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 22.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 31; y b) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 25.

En algunos casos, un polipéptido multimérico comprende: a) un primer polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos representada en la Figura 31; y b) un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos
representada en la Figura 28.

Formulaciones, dosis y vias de administracion

Al llevar a cabo un método de tratamiento, puede formularse un synTac en una composicién que comprende un
excipiente farmacéuticamente aceptable, y puede formularse un inhibidor de punto de control inmunitario en una
composicién que comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable. Por simplicidad, el término “agente activo”
se usa mas abajo para referirse a un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario. En general, el synTac y
el inhibidor de punto de control inmunitario estan presentes en composiciones separadas.

La composicién puede comprender un excipiente farmacéuticamente aceptable, de los cuales se conoce una
variedad en la técnica y no es necesario discutirflos de forma detallada en la presente descripcién. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables se han descrito ampliamente en varias publicaciones que incluyen, por ejemplo,
“Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, 19" ed. (1995), o ediciones posteriores, Mack Publishing Co;
A. Gennaro (2000) "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", 20%? edicion, Lippincott, Williams, & Wilkins;
Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems (1999) H. C. Ansel y otros, eds 7™ ed., Lippincott,
Williams, & Wilkins; y Handbook of Pharmaceutical Excipients (2000) A. H. Kibbe y otros, eds., 3™ ed. Amer.
Pharmaceutical Assoc.

Una composicién farmacéutica puede comprender un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, una composicién farmacéutica sera adecuada para
administracién a un sujeto, por ejemplo, sera estéril. Por ejemplo, en algunos casos, una composicién farmacéutica
sera adecuada para la administraciéon a un sujeto humano, por ejemplo, cuando la composicidn es estéril y esta libre
de pirégenos y/u otras toxinas.

Las composiciones pueden comprender otros componentes, tales como manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, magnesio, carbonato y similares de grados
farmacéuticos. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables, segun sea
necesario, para aproximarse a las condiciones fisiolégicas, tales como agentes de amortiguacién y de ajuste de pH,
agentes para ajustar la toxicidad y similares, por ejemplo, acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
cloruro de calcio, lactato de sodio, clorhidrato, sales de sulfato, solvatos (por ejemplo, sales idnicas mixtas, agua,
componentes organicos), hidratos (por ejemplo, agua) y similares.
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Por ejemplo, las composiciones pueden incluir una solucién acuosa, forma en polvo, granulos, comprimidos,
pastillas, supositorios, capsulas, suspensiones, aerosoles y similares. La composicion se puede formular de acuerdo
con las diversas vias de administracién que se describen mas abajo.

Donde se administra un agente activo (un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario) como un inyectable
(por ejemplo, de forma subcuténea, intraperitoneal, intramuscular y/o intravenosa) directamente en un tejido, se
puede proporcionar una formulacién como una forma de dosificacién lista para su uso, o como forma no acuosa (por
ejemplo, un polvo para reconstituir que se mantiene estable en almacenamiento) o forma acuosa, tal como un liquido
compuesto de excipientes y portadores farmacéuticamente aceptables. Las formulaciones también se pueden
proporcionar para mejorar la semivida en suero de un agente activo después de la administracion. Por ejemplo, la
proteina se puede proporcionar en una formulacién de liposomas preparada con un coloide u otras técnicas
convencionales para extender la semivida del suero. Se encuentran disponibles una variedad de métodos para
preparar liposomas, tal como se describié en, por ejemplo, Szoka y otros, 1980 Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9.467,
patentes de Estados Unidos nums. 4,235,871, 4,501,728 y 4,837,028. Las preparaciones también se pueden
proporcionar en formas de liberacién controlada o de liberacion lenta.

Otros ejemplos de formulaciones adecuadas para administracion parenteral incluyen soluciones para inyeccion
estériles isotdnicas, antioxidantes, bacteriostatos y solutos que hacen que la formulacién sea isotdnica con la sangre
del receptor deseado, agentes de suspension, solubilizantes, agentes espesantes, estabilizadores y conservantes.
Por ejemplo, una composicién farmacéutica de la presente se puede encontrar en un contenedor, por ejemplo, un
contenedor estéril, tal como una jeringa. Las formulaciones se pueden presentar en contenedores sellados con dosis
unitarias o dosis multiples, tales como ampollas y viales, y se pueden almacenar en condiciones de criodesecacion
(liofilizacién) que solo requieren la adicion del excipiente liquido estéril, por ejemplo, agua, inmediatamente antes de
usar en inyeccion. Es posible preparar suspensiones y soluciones para inyecciéon extemporanea a partir de polvos
estériles, granulos y comprimidos.

La concentracion de un agente activo (un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario) en una formulacién
puede variar ampliamente (por ejemplo, de menos de alrededor de 0,1 %, generalmente en o al menos alrededor de
2 % hasta 20 % a 50 % o mas en peso) y usualmente se seleccionara principalmente en base a volumenes de fluido,
viscosidades y factores con base en el paciente de acuerdo con el modo de administracion particular seleccionado y
las necesidades del paciente.

La presente descripcion proporciona un contenedor que comprende un agente activo (un synTac o un inhibidor de
punto de control inmunitario), por ejemplo, un recipiente que comprende una composicion liquida que comprende un
agente activo. Por ejemplo, el contenedor puede ser una jeringa, una ampolla y similares. En algunos casos, el
contenedor estéril. En algunos casos, tanto el contenedor como la composicion son estériles.

La presente descripcidn proporciona composiciones, que incluyen composiciones farmacéuticas, que comprenden
un agente activo (un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario). Una composicién puede comprender: a)
un agente activo (un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario); y b) un excipiente, como se describid
anteriormente. En algunos casos, el excipiente es un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Composiciones que comprenden un &cido nucleico o un vector de expresién recombinante

En algunos casos, un synTac se administra como un polipéptido multimérico per se. En otros casos, se administran
uno o mas acidos nucleicos que comprenden secuencias de nucleétidos que codifican un synTac, en lugar de
administrar un synTac como un polipéptido multimérico per se. El/los acido(s) nucleicos pueden estar presentes en
una composicién farmacéutica. Una composicién farmacéutica puede comprender uno o mas vectores de expresion
recombinantes que comprenden el uno o mas acidos nucleicos. Se conoce una amplia variedad de excipientes
farmacéuticamente aceptables en la técnica y no es necesario analizarlos en detalle en la presente descripcion. Los
excipientes farmacéuticamente aceptables se han descrito ampliamente en varias publicaciones que incluyen, por
ejemplo, A. Gennaro (2000) "Remington: The Science and Practice of Pharmacy", 209 edicidn, Lippincott, Williams,
& Wilkins, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems (1999) H. C. Ansel y otros, eds 7™ ed.,
Lippincott, Williams, & Wilkins; y Handbook of Pharmaceutical Excipients (2000) A. H. Kibbe y otros, eds., 3™ ed.
Amer. Pharmaceutical Assoc.

Una formulacion farmacéutica puede incluir un acido nucleico o vector de expresion recombinante de la presente
descripcién en una cantidad de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 90 % (p/p). En la descripcién de
formulaciones que se encuentra mas abajo, se entendera que “vector de expresion recombinante o acido nucleico”
incluye un acido nucleico o vector de expresion recombinante que comprende secuencias de nucleétidos que
codifican un synTac.

Un acido nucleico o vector de expresion recombinante se puede mezclar, encapsular, conjugar o asociar de

cualquier otra manera con otros compuestos o mezclas de compuestos; dichos compuestos pueden incluir, por
ejemplo, liposomas o moléculas seleccionadas como diana por receptores. Un acido nucleico o vector de expresion

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

recombinante se puede combinar en una formulacién con uno o0 mas componentes que favorecen la incorporacion,
distribucién y/o absorcion.

Es posible formular una composicién de acido nucleico o vector de expresidn recombinante en cualquiera de
muchas formas de dosificacién posible, tales como, de modo no limitante, comprimidos, cépsulas, capsulas de gel,
jarabes liquidos, geles blandos, supositorios y enemas. Una composicion de acido nucleico o vector de expresion
recombinante también se puede formular como suspensiones en medio acuoso, no acuoso o mixto. Las
suspensiones acuosas pueden contener también sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension que
incluyen, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol y/o dextrano. La suspension también puede contener
estabilizantes.

Una formulacién que comprende un acido nucleico o vector de expresion recombinante puede ser una formulacién
liposomal. Tal como se usa en la presente, el término "liposoma" significa una vesicula compuesta de lipidos
anfifilicos dispuestos en una bicapa o bicapas esféricas. Los liposomas son vesiculas unilamelares o multilamelares
que tienen una membrana formada a partir de un material lipofilico y un interior acuoso que contiene la composicion
a suministrar. Los liposomas catiénicos son liposomas con carga positiva que pueden interactuar con moléculas de
ADN de carga negativa para formar un complejo estable. Se cree que los liposomas que son sensibles al pH o que
tienen carga negativa atrapan ADN en lugar de formar complejos con este. Pueden usarse tanto liposomas
catidénicos como no catidnicos para suministrar un acido nucleico o vector de expresion recombinante.

Los liposomas también incluyen liposomas "estabilizados estéricamente”, una expresion que, tal como se usa en la
presente, hace referencia a liposomas que comprenden uno o mas lipidos especializados que, cuando se incorporan
a los liposomas, generan mejor duracioén en la circulacién con relacion a los liposomas que carecen de dichos lipidos
especializados. Ejemplos de liposomas estabilizados de forma estérica son aquellos en los cuales parte de la
porcién lipidica que forma vesiculas del liposoma comprenden uno o mas glicolipidos o se deriva de uno o mas
polimeros hidréfilos, tales como un resto de polietilenglicol (PEG). Adicionalmente, se describen los liposomas y sus
usos en la patente de Estados Unidos num 6,287,860.

Las formulaciones y composiciones de la presente descripcién también pueden incluir surfactantes. Se conoce en la
técnica el uso de surfactantes en productos farmacolégicos, formulaciones y emulsiones. Adicionalmente, se
describen los surfactantes y sus usos en la patente de Estados Unidos num. 6,287,860.

En una modalidad, se incluyen varios potenciadores de penetracién para afectar el suministro eficiente de acidos
nucleicos. Ademas de favorecer la difusién de farmacos no lipofilicos a través de membranas celulares, los
potenciadores de penetracidon también potencian la permeabilidad de farmacos lipofilicos. Los potenciadores de
penetracion se pueden clasificar como parte de una de cinco categorias, es decir, surfactantes, acidos grasos, sales
biliares, agentes quelantes y no surfactantes no quelantes. Adicionalmente, se describen los potenciadores de
penetracién y sus usos en la patente de Estados Unidos num 6,287,860.

Las composiciones y formulaciones para administracion oral incluyen polvos o granulos, microparticulas,
nanoparticulas, suspensiones o soluciones en agua o medios no acuosos, capsulas, capsulas de gel, sachets,
comprimidos o minicomprimidos. Los espesantes, agentes saborizantes, diluyentes, emulsificantes, asistentes de
dispersion o aglutinantes pueden ser convenientes. Las formulaciones orales adecuadas incluyen aquellas en las
cuales se administra un acido nucleico antisentido junto con uno o mas potenciadores de la penetracion,
surfactantes y quelantes. Los surfactantes adecuados incluyen, de modo no limitante, acidos grasos y/o ésteres o
sales de estos, acidos biliares y/o sales de estos. Se describen sales/acidos biliares y acidos grasos adecuados y
sus usos de forma adicional en la patente de Estados Unidos num. 6,287,860. También son adecuadas
combinaciones de potenciadores de penetracién, por ejemplo, sales/acidos grasos en combinacion con sales/acidos
biliares. Una combinacién adecuada ilustrativa es la sal sbédica de acido laurico, acido caprico y UDCA.
Potenciadores de penetraciéon adicionales incluyen, de modo no limitante, éter de polioxietileno-9-laurilo y éter de
polioxietileno-20-cetilo. Los potenciadores de penetracion adecuados también incluyen propilenglicol,
dimetilsulfoxido, trietanociamina, N,N-dimetilacetamida, N,N-dimetilformamida, 2-pirrolidona y derivados de estos,
alcohol tetrahidrofurfurilico y AZONE ™.

Métodos de tratamiento

La presente descripcidén proporciona un polipéptido multimérico para su uso en un método de tratamiento, que
comprende administrar un inhibidor de punto de control inmunitario y un synTac. En algunos casos, el método
comprende administrar a un individuo que lo necesita: a) una primera composicién que comprende un synTac; y b)
una segunda composicién que comprende un inhibidor de punto de control inmunitario. En algunos casos, un
método de tratamiento de la presente descripcién comprende administrar a un individuo que lo necesita: a) una
primera composicién que comprende uno o mas vectores de expresion recombinantes que comprenden secuencias
de nucledtidos que codifican un synTac; y b) una segunda composicidon que comprende un inhibidor de punto de
control inmunitario. En algunos casos, un método de tratamiento de la presente descripcion comprende administrar a
un individuo que lo necesita: a) una primera composicion que comprende una o mas moléculas de ARNm que
comprenden secuencias de nucleétidos que codifican un polipéptido multimérico; y b) una segunda composicion que
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comprende un inhibidor de punto de control inmunitario. En algunos casos, el inhibidor de punto de control
inmunitario es un anticuerpo especifico para un polipéptido del punto de control inmunitario.

Por lo tanto, por ejemplo, un método de tratamiento puede comprender la coadministracién de un synTac (por
ejemplo, un synTac de 4-1BBL, synTac de IL-2, etc., como se describié anteriormente) y un anticuerpo especifico
para un punto de control inmunitario. Por “coadministracién” se entiende que tanto un synTac (por ejemplo, un
synTac de 4-1BBL, synTac de |IL-2, etc., como se describidé anteriormente) como un anticuerpo especifico para un
punto de control inmunitario se administran a un individuo, aunque no necesariamente al mismo tiempo, para lograr
un efecto terapéutico que es el resultado de haber administrado tanto el synTac como el inhibidor de punto de
control inmunitario. La administracién de synTac (por ejemplo, un synTac de 4-1BBL, synTac de IL-2, etc.) y el
anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario puede ser sustancialmente simultaneo, por ejemplo, la
synTac (por ejemplo, un synTac de 4-1BBL, synTac de IL-2, etc.) puede administrarse a un individuo dentro de
aproximadamente 1 minuto a aproximadamente 24 horas (por ejemplo, en aproximadamente 1 minuto, en
aproximadamente 5 minutos, en aproximadamente 15 minutos, en aproximadamente 30 minutos, en
aproximadamente 1 hora, en aproximadamente 4 horas, en aproximadamente 8 horas, en aproximadamente 12
horas, o en aproximadamente 24 horas) después de la administracion del anticuerpo especifico para un punto de
control inmunitario. En algunos casos, se administra un synTac (por ejemplo, un synTac de 4-1BBL, synTac de IL-2,
etc.) a un individuo que esta en tratamiento con un anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario. La
administracion de synTac (por ejemplo, un synTac de 4-1BBL, synTac de IL-2, etc.) y el anticuerpo especifico para
un punto de control inmunitario puede ocurrir en diferentes momentos y/o a diferentes frecuencias.

Como ejemplo, un método de tratamiento puede comprender la coadministracién de un synTac (por ejemplo, un
synTac de IL-2, como se describié anteriormente) y un anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario.
Por “coadministracién” se entiende que tanto un synTac de IL-2 como un anticuerpo especifico para un punto de
control inmunitario se administran a un individuo, aunque no necesariamente al mismo tiempo, para lograr un efecto
terapéutico que es el resultado de haber administrado tanto el synTac como el inhibidor de punto de control
inmunitario. La administracion de synTac de IL-2 y el anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario
puede ser sustancialmente simultanea, por ejemplo, la synTac de IL-2 puede administrarse a un individuo dentro de
alrededor de 1 minuto a aproximadamente 24 horas (por ejemplo, en alrededor de 1 minuto, en alrededor de 5
minutos, en alrededor de 15 minutos, en alrededor de 30 minutos, en alrededor de 1 hora, en alrededor de 4 horas,
en alrededor de 8 horas, en alrededor de 12 horas, o en alrededor de24 horas) después de la administracién del
anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario. En algunos casos, se administra un synTac de |L-2 auna
persona que esta en tratamiento con un anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario. La
administracién de synTac de IL-2 y el anticuerpo especifico para un punto de control inmunitario puede ocurrir en
diferentes momentos y/o a diferentes frecuencias.

Un método de tratamiento puede modular una actividad de un linfocito T diana. En algunos casos, por ejemplo,
cuando el linfocito T diana es un linfocito T CD8", el polipéptido multimérico comprende polipéptidos de MHC clase |
(por ejemplo, cadena pesada de MHC clase | y B2-microglobulina). En algunos casos, por ejemplo, cuando el
linfocito T diana es un linfocito T CD4*, el polipéptido multimérico comprende polipéptidos de MHC clase Il (por
ejemplo, cadena a de MHC clase Il; cadena 8 de MHC clase ).

Cuando un polipéptido multimérico incluye un polipéptido inmunomodulador que es un polipéptido activador, se
activa el linfocito T especifico para el epitopo. En algunos casos, el linfocito T especifico para el epitopo es un
linfocito T que es especifico de un epitopo presente en una célula cancerosa, y el contacto del linfocito T especifico
para el epitopo con el polipéptido multimérico aumenta la actividad citotéxica del linfocito T hacia la célula
cancerosa. En algunos casos, el linfocito T especifico para el epitopo es un linfocito T que es especifico para un
epitopo presente en una célula cancerosa, y un método de la presente descripcién aumenta el numero de linfocitos
T especificos del epitopo.

En algunos casos, el linfocito T especifico para el epitopo es un linfocito T que es especifico para un epitopo
presente en una célula infectada por virus y un método de la presente descripcién aumenta la actividad citotoxica del
linfocito T respecto a la célula infectada por virus. En algunos casos, el linfocito T especifico para el epitopo es un
linfocito T que es especifico para un epitopo presente en una célula infectada por virus y un método de la presente
descripcidn aumenta la cantidad de linfocitos T especificos para el epitopo.

Cuando un polipéptido multimérico incluye un polipéptido inmunomodulador que es un polipéptido de inhibicién, un
método de la presente descripcion inhibe el linfocito T especifico para el epitopo. En algunos casos, el linfocito T
especifico para el epitopo es un linfocito T autorreactivo que es especifico de un epitopo presente en un antigeno
propio, y un método de la presente descripcion reduce el nimero de linfocitos T autorreactivos.

En algunos casos, el polipéptido inmunomodulador es un polipéptido activador y el polipéptido multimérico activa el

linfocito T especifico para el epitopo. En algunos casos, el epitopo es un epitopo asociado con cancer y el
polipéptido multimérico aumenta la actividad de un linfocito T especifico para el epitopo asociado con cancer.
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En algunos casos, un método de tratamiento trata un cancer en una persona que tiene el cancer. Por lo tanto, la
presente descripcion proporciona un polipéptido multimérico para el uso en un método para tratar el cancer en un
individuo, el método comprende administrar al individuo: a) un polipéptido multimérico de la presente descripcion, o
uno o mas acidos nucleicos (por ejemplo, vectores de expresion; ARNm; etc.) que comprende secuencias de
nucledtidos que codifican el polipéptido multimérico, donde el polipéptido multimérico comprende un epitopo de
linfocitos T que es un epitopo del cancer, y donde el polipéptido multimérico comprende un polipéptido
inmunomodulador estimulador; y b) un inhibidor de punto de control inmunitario. En algunos casos, “cantidades
efectivas” de un polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunolégico son cantidades que, cuando
se administran en una o mas dosis a un individuo que lo necesita, reduce la cantidad de células cancerosas en el
individuo. Por ejemplo, en algunos casos, “cantidades efectivas” de un polipéptido multimérico y un inhibidor de
punto de control inmunitario son cantidades que, cuando se administran en una o mas dosis a un individuo que lo
necesita, reduce el nimero de células cancerosas en el individuo en al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %,
al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al
menos 90 % o al menos 95 % en comparacidén con el niUmero de células cancerosas en el individuo antes de la
administracién del polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario, o en ausencia de
administracién con el polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario. En algunos casos,
“cantidades efectivas” de un polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario son cantidades
que, cuando se administran en una o mas dosis a un individuo que lo necesita, reduce la cantidad de células
cancerosas en el individuo hasta niveles no detectables. En algunos casos, “cantidades efectivas” de un polipéptido
multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario son cantidades que, cuando se administran en una o mas
dosis a un individuo que lo necesita, reduce la masa tumoral en el individuo. Por ejemplo, en algunos casos,
“cantidades efectivas” de un polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario son cantidades
que, cuando se administra en una o mas dosis a un individuo que lo necesita, reduce la masa tumoral en el individuo
en al menos 10 %, al menos 15 %, al menos 20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 40 %, al menos 50 %,
al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 95 %, en comparacién con la masa
tumoral en el individuo antes de la administracion del polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control
inmunitario o en ausencia de administracién del polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario.
En algunos casos, “cantidades efectivas” de un polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario
son cantidades que, cuando se administran en una o mas dosis a un individuo que lo necesita, aumentan el tiempo
de supervivencia del individuo. Por ejemplo, en algunos casos, una “cantidad efectiva” de un polipéptido multimérico
y un inhibidor de punto de control inmunitario son cantidades que, cuando se administra en una o mas dosis a un
individuo que lo necesita, aumenta el tiempo de supervivencia del individuo en al menos 1 mes, al menos 2 meses,
al menos 3 meses, de 3 meses a 6 meses, de 6 meses a 1 afio, de 1 afio a 2 afios, de 2 afios a 5 afios, de 5 afios a
10 aflos, o mas de 10 afios, en comparacién con el tiempo de supervivencia esperado del individuo en ausencia de
administracion con el polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario.

En algunos casos, el linfocito T especifico para el epitopo es un linfocito T que es especifico para un epitopo
presente en una célula infectada por virus y un método de la presente descripcién aumenta la actividad citotoxica del
linfocito T respecto a la célula infectada por virus. En algunos casos, el linfocito T especifico para el epitopo es un
linfocito T que es especifico para un epitopo presente en una célula infectada por virus y un método de la presente
descripcidn aumenta la cantidad de linfocitos T especificos para el epitopo.

Como se indic6 anteriormente, en algunos casos, al poner en practica un método de tratamiento en un sujeto, se
administra un polipéptido multimérico a un individuo que lo necesita como el polipéptido en si mismo. En otros casos,
al poner en practica un método de tratamiento, se administran uno o mas acidos nucleicos que comprenden
secuencias de nucledtidos que codifican un polipéptido multimérico a un individuo que lo necesita. Por lo tanto, en
otros casos, uno o mas acidos nucleicos que codifican un synTac se administran a un individuo que lo necesita.

Dosificaciones — synTac

Una dosificacién adecuada de un synTac se puede determinar por un médico tratante u otro personal médico
calificado, en base a diversos factores clinicos. Tal como se conoce en la técnica médica, las dosificaciones para
cualquier paciente dependen de muchos factores, lo que incluye el tamafio, area superficial corporal y edad del
paciente, el polipéptido o acido nucleico particular a administrar, el sexo del paciente, el momento, la via de
administracién, el estado de salud general y otros farmacos que se administren simultaneamente. Un polipéptido
multimérico (synTac) se puede administrar en cantidades entre 1 ng/kg de peso corporal y 20 mg/kg de peso
corporal por dosis, por ejemplo, entre 0,1 mg/kg de peso corporal y 10 mg/kg de peso corporal, por ejemplo, entre
0,5 mg/kg de peso corporal y 5 mg/kg de peso corporal; sin embargo, se prevén dosis por encima o por debajo de
este intervalo ilustrativo, especialmente al considerar los factores antemencionados. Si el régimen es una infusién
continua, también puede encontrarse en el intervalo de 1 ug a 10 mg por kilogramo de peso corporal por minuto. Un
polipéptido multimérico se puede administrar en una cantidad de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a 50
mg/kg de peso corporal, por ejemplo, de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 5 mg/kg
de peso corporal, de aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, de
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 15 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente
15 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 20 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal a
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aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal a aproximadamente
35 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 35 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 40 mg/kg de peso
corporal, o de aproximadamente 40 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal.

En algunos casos, una dosis adecuada de un polipéptido multimérico es de 0,01 ug a 100 g por kg de peso corporal,
de 0,1 ug a 10 g por kg de peso corporal, de 1 uga 1 g por kg de peso corporal, de 10 ug a 100 mg por kg de peso
corporal, de 100 ug a 10 mg por kg de peso corporal o de 100 ug a 1 mg por kg de peso corporal. Los expertos en la
técnica pueden calcular facilmente las velocidades de repeticion para las dosis con base en los tiempos de
residencia y las concentraciones del agente administrado en tejidos o fluidos corporales. Luego del tratamiento
exitosos, puede ser conveniente que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la reaparicién
de la enfermedad, en donde un polipéptido multimérico se administra en dosis de mantenimiento que varian de 0,01
Mg a 100 g por kg de peso corporal, de 0,1 ug a 10 g por kg de peso corporal, de 1 ug a 1 g por kg de peso corporal,
de 10 ug a 100 mg por kg de peso corporal, de 100 ug a 10 mg por kg de peso corporal o de 100 uga 1 mg por kg
de peso corporal.

Los expertos apreciaran faciimente que los niveles de las dosis pueden variar en funcién del polipéptido multimérico
especifico, la gravedad de los sintomas y la susceptibilidad del sujeto a los efectos secundarios. Los expertos en la
técnica pueden determinar las dosificaciones preferidas para un compuesto dado mediante una variedad de medios.

En algunas modalidades, se administran multiples dosis de un polipéptido multimérico (o un acido nucleico o un
vector de expresién recombinante que lo codifica). La frecuencia de administracion de un polipéptido multimérico
puede variar en dependencia de cualquiera de una variedad de factores, por ejemplo, gravedad de los sintomas, etc.
Por ejemplo, en algunas modalidades, un polipéptido multimérico se administra una vez al mes, dos veces al mes,
tres veces al mes, cada dos semanas (qow), una vez a la semana (qw), dos veces a la semana (biw), tres veces ala
semana (tiw), cuatro veces a la semana, cinco veces a la semana, seis veces a la semana, cada dos dias (god),
diariamente (qd), dos veces al dia (gid) o tres veces al dia (tid).

La duracién de la administracién de un polipéptido multimérico, por ejemplo, el periodo de tiempo durante el cual se
administra un polipéptido multimérico, puede variar, en dependencia de cualquiera de una variedad de factores, por
ejemplo, la respuesta del paciente, etc. Por ejemplo, un polipéptido multimérico puede administrarse durante un
periodo de tiempo que varia de aproximadamente un dia a aproximadamente una semana, de aproximadamente
dos semanas a aproximadamente cuatro semanas, de aproximadamente un mes a aproximadamente dos meses, de
aproximadamente dos meses a aproximadamente cuatro meses, de aproximadamente cuatro meses a
aproximadamente seis meses, de aproximadamente seis meses a aproximadamente ocho meses, de
aproximadamente ocho meses a aproximadamente 1 afio, de aproximadamente 1 afio a aproximadamente 2 afios, o
de aproximadamente 2 afios a aproximadamente 4 afios, o mas.

Una dosificacién adecuada de un synTac se puede determinar por un médico tratante u otro personal médico
calificado, en base a diversos factores clinicos. Tal como se conoce en la técnica médica, las dosificaciones para
cualquier paciente dependen de muchos factores, lo que incluye el tamafio, area superficial corporal y edad del
paciente, el polipéptido o acido nucleico particular a administrar, el sexo del paciente, el momento, la via de
administracién, el estado de salud general y otros farmacos que se administren simultaneamente. Un polipéptido
multimérico (synTac) se puede administrar en cantidades entre 1 ng/kg de peso corporal y 20 mg/kg de peso
corporal por dosis, por ejemplo, entre 0,1 mg/kg de peso corporal y 10 mg/kg de peso corporal, por ejemplo, entre
0,5 mg/kg de peso corporal y 5 mg/kg de peso corporal; sin embargo, se prevén dosis por encima o por debajo de
este intervalo ilustrativo, especialmente al considerar los factores antemencionados. Si el régimen es una infusién
continua, también puede encontrarse en el intervalo de 1 ug a 10 mg por kilogramo de peso corporal por minuto. Un
polipéptido multimérico se puede administrar en una cantidad de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a 50
mg/kg de peso corporal, por ejemplo, de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 5 mg/kg
de peso corporal, de aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, de
aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 15 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente
15 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 20 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal a aproximadamente
35 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 35 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 40 mg/kg de peso
corporal, o de aproximadamente 40 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal.

En algunos casos, una dosis adecuada de un polipéptido multimérico es de 0,01 ug a 100 g por kg de peso corporal,
de 0,1 ug a 10 g por kg de peso corporal, de 1 uga 1 g por kg de peso corporal, de 10 ug a 100 mg por kg de peso
corporal, de 100 ug a 10 mg por kg de peso corporal o de 100 ug a 1 mg por kg de peso corporal. Los expertos en la
técnica pueden calcular facilmente las velocidades de repeticion para las dosis con base en los tiempos de
residencia y las concentraciones del agente administrado en tejidos o fluidos corporales. Luego del tratamiento
exitosos, puede ser conveniente que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la reaparicién
de la enfermedad, en donde un polipéptido multimérico se administra en dosis de mantenimiento que varian de 0,01
Mg a 100 g por kg de peso corporal, de 0,1 ug a 10 g por kg de peso corporal, de 1 ug a 1 g por kg de peso corporal,
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de 10 ug a 100 mg por kg de peso corporal, de 100 ug a 10 mg por kg de peso corporal o de 100 uga 1 mg por kg
de peso corporal.

Los expertos apreciaran faciimente que los niveles de las dosis pueden variar en funcién del polipéptido multimérico
especifico, la gravedad de los sintomas y la susceptibilidad del sujeto a los efectos secundarios. Los expertos en la
técnica pueden determinar las dosificaciones preferidas para un compuesto dado mediante una variedad de medios.

En algunas modalidades, se administran multiples dosis de un polipéptido multimérico (o un acido nucleico o un
vector de expresién recombinante que lo codifica). La frecuencia de administracion de un polipéptido multimérico
puede variar en dependencia de cualquiera de una variedad de factores, por ejemplo, gravedad de los sintomas, etc.
Por ejemplo, en algunas modalidades, un polipéptido multimérico se administra una vez al mes, dos veces al mes,
tres veces al mes, cada dos semanas (qow), una vez a la semana (qw), dos veces a la semana (biw), tres veces ala
semana (tiw), cuatro veces a la semana, cinco veces a la semana, seis veces a la semana, cada dos dias (god),
diariamente (qd), dos veces al dia (gid) o tres veces al dia (tid).

La duracién de la administracién de un polipéptido multimérico, por ejemplo, el periodo de tiempo durante el cual se
administra un polipéptido multimérico, puede variar, en dependencia de cualquiera de una variedad de factores, por
ejemplo, la respuesta del paciente, etc. Por ejemplo, un polipéptido multimérico puede administrarse durante un
periodo de tiempo que varia de aproximadamente un dia a aproximadamente una semana, de aproximadamente
dos semanas a aproximadamente cuatro semanas, de aproximadamente un mes a aproximadamente dos meses, de
aproximadamente dos meses a aproximadamente cuatro meses, de aproximadamente cuatro meses a
aproximadamente seis meses, de aproximadamente seis meses a aproximadamente ocho meses, de
aproximadamente ocho meses a aproximadamente 1 afio, de aproximadamente 1 afio a aproximadamente 2 afios, o
de aproximadamente 2 afios a aproximadamente 4 afios, o mas.

Dosificaciones — inhibidor de punto de control inmunitario

Una dosificacién adecuada de un inhibidor de punto de control inmunitario se puede determinar por un médico
tratante u otro personal médico calificado en base a diversos factores clinicos. Tal como se conoce en la técnica
médica, las dosificaciones para cualquier paciente dependen de muchos factores, lo que incluye el tamafio, area
superficial corporal y edad del paciente, el polipéptido o acido nucleico particular a administrar, el sexo del paciente,
el momento, la via de administracién, el estado de salud general y oftros farmacos que se administren
simultaneamente. Un inhibidor de punto de control inmunitario se puede administrar en cantidades entre 1 ng/kg de
peso corporal y 20 mg/kg de peso corporal por dosis, por ejemplo, entre 0,1 mg/kg de peso corporal y 10 mg/kg de
peso corporal, por ejemplo, entre 0,5 mg/kg de peso corporal y 5 mg/kg de peso corporal, sin embargo, se prevén
dosis por encima o por debajo de dicho intervalo ilustrativo, especialmente al considerar los factores
antemencionados. Si el régimen es una infusidén continua, también puede encontrarse en el intervalo de 1 ug a 10
mg por kilogramo de peso corporal por minuto. Un inhibidor de punto de control inmunitario se puede administrar en
una cantidad de aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a 50 mg/kg de peso corporal, por ejemplo, de
aproximadamente 1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 5
mg/kg de peso corporal a aproximadamente 10 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal a aproximadamente 15 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 15 mg/kg de peso corporal a
aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal a aproximadamente
25 mg/kg de peso corporal, de aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 30 mg/kg de peso
corporal, de aproximadamente 30 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 35 mg/kg de peso corporal, de
aproximadamente 35 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 40 mg/kg de peso corporal, o de
aproximadamente 40 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal.

En algunos casos, una dosis adecuada de un inhibidor de punto de control inmunitario es de 0,01 ug a 100 g por kg
de peso corporal, de 0,1 ug a 10 g por kg de peso corporal, de 1 ug a 1 g por kg de peso corporal, de 10 ug a 100
mg por kg de peso corporal, de 100 ug a 10 mg por kg de peso corporal o de 100 ug a 1 mg por kg de peso corporal.
Los expertos en la técnica pueden calcular facilmente las velocidades de repeticién para las dosis con base en los
tiempos de residencia y las concentraciones del agente administrado en tejidos o fluidos corporales. Luego del
tratamiento exitosos, puede ser conveniente que el paciente se someta a terapia de mantenimiento para prevenir la
reaparicion de la enfermedad, en donde un inhibidor de punto de control inmunitario se administra en dosis de
mantenimiento que varia de 0,01 pg a 100 g por kg de peso corporal, de 0,1 uga 10 g por kg de peso corporal, de 1
Mg a 1 g por kg de peso corporal, de 10 ug a 100 mg por kg de peso corporal, de 100 ug a 10 mg por kg de peso
corporal o de 100 ug a 1 mg por kg de peso corporal.

Los expertos apreciaran facilmente que los niveles de dosis pueden variar en funcién del inhibidor de punto de
control inmunitario especifico, la gravedad de los sintomas y la susceptibilidad del sujeto a efectos secundarios. Los
expertos en la técnica pueden determinar las dosificaciones preferidas para un compuesto dado mediante una
variedad de medios.

En algunas modalidades, se administran multiples dosis de un inhibidor de punto de control inmunitario. La
frecuencia de administracion de un inhibidor de punto de control inmunitario puede variar en dependencia de
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cualquiera de una variedad de factores, por ejemplo, la gravedad de los sintomas, etc. Por ejemplo, en algunas
modalidades, un polipéptido multimérico se administra una vez al mes, dos veces al mes, tres veces al mes, cada
dos semanas (qow), una vez a la semana (qw), dos veces a la semana (biw), tres veces a la semana (tiw), cuatro
veces a la semana, cinco veces a la semana, seis veces a la semana, cada dos dias (qod), diariamente (qd), dos
veces al dia (gid) o tres veces al dia (tid).

La duracién de la administracion de un inhibidor de punto de control inmunitario, por ejemplo, el periodo de tiempo
durante el cual se administra un inhibidor de punto de control inmunitario, puede variar, en dependencia de
cualquiera de una variedad de factores, por ejemplo, la respuesta del paciente, etc. Por ejemplo, un inhibidor de
punto de control inmunitario puede administrarse durante un periodo de tiempo que varia de aproximadamente un
dia a aproximadamente una semana, de aproximadamente dos semanas a aproximadamente cuatro semanas, de
aproximadamente un mes a aproximadamente dos meses, de aproximadamente dos meses a aproximadamente
cuatro meses, de aproximadamente cuatro meses a aproximadamente seis meses, de aproximadamente seis meses
a aproximadamente ocho meses, de aproximadamente ocho meses a aproximadamente 1 afio, de
aproximadamente 1 afio a aproximadamente 2 afios, o de aproximadamente 2 afios a aproximadamente 4 afios, o
mas.

Los siguientes son ejemplos no limitantes.

Pembrolizumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 2 mg/kg cada 3 semanas.
Pembrolizumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 200 mg cada 3 semanas. En
algunos casos, un método de la presente descripcidon proporciona una cantidad reducida de un anti-PD1 que
necesita administrarse para lograr un beneficio clinico. Por ejemplo, en algunos casos, la cantidad de
pembrolizumab que necesita administrarse para lograr un beneficio clinico puede reducirse de 10 % a 50 %, o mas
de 50 %, en comparacién con la cantidad de pembrolizumab que necesita administrarse para lograr un beneficio
clinico en ausencia de tratamiento con un synTac.

Nivolumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 3 mg/kg cada 2 semanas.
Nivolumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 240 mg cada 2 semanas. En
algunos casos, un método de la presente descripcidon proporciona una cantidad reducida de un anti-PD1 que
necesita administrarse para lograr un beneficio clinico. Por ejemplo, en algunos casos, la cantidad de nivolumab que
debe administrarse para lograr el beneficio clinico puede reducirse de 10 % a 50 %, o mas de 50 %, en comparacion
con la cantidad de nivolumab que debe administrarse para lograr el beneficio clinico en ausencia de tratamiento con
un synTac.

Atezolizumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 1200 mg cada 3 semanas. En
algunos casos, un método de la presente descripcidon proporciona una cantidad reducida de un anti-PD1 que
necesita administrarse para lograr un beneficio clinico. Por ejemplo, en algunos casos, la cantidad de atezolizumab
que debe administrarse para lograr el beneficio clinico puede reducirse de 10 % a 50 %, o mas de 50 %, en
comparacion con la cantidad de atezolizumab que debe administrarse para lograr el beneficio clinico en ausencia de
tratamiento con un synTac.

El ipilimumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 3 mg/kg cada 3 semanas. El
ipilimumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 10 mg/kg cada 3 semanas. El
ipilimumab puede administrarse a una persona que lo necesite en una cantidad de 10 mg/kg cada 12 semanas. En
algunos casos, un método de la presente descripcidon proporciona una cantidad reducida de un anti-PD1 que
necesita administrarse para lograr un beneficio clinico. Por ejemplo, en algunos casos, la cantidad de ipilimumab que
debe administrarse para lograr el beneficio clinico puede reducirse de 10 % a 50 %, o mas de 50 %, en comparacion
con la cantidad de ipilimumab que debe administrarse para lograr el beneficio clinico en ausencia de tratamiento con
un synTac.

Vias de administracioén

Un agente activo (un polipéptido multimérico; un inhibidor de punto de control inmunitario) se administra a un
individuo mediante el uso de cualquier método y via disponibles adecuados para el suministro de farmacos, que
incluyen métodos in vivo y ex vivo, asi como también vias de administracién sistémicas y localizadas. En algunos
casos, un synTac se administra mediante una primera via de administracién; y un inhibidor de punto de control
inmunitario se administra mediante una segunda via de administracion que es diferente de la primera via de
administracion. En algunos casos, un synTac y un inhibidor de punto de control inmunitario se administran por las
mismas vias de administracién.

Las vias de administracion convencionales y farmacéuticamente aceptables incluyen intratumoral, peritumoral,
intramuscular, intratraqueal, intracraneal, subcutanea, intradérmica, aplicacién tdpica, intravenosa, intraarterial,
rectal, nasal, oral, y otras vias de administracién enterales y parenterales. Las vias de administracién se pueden
combinar, si se desea, o ajustarse en dependencia del polipéptido multimérico, el inhibidor de punto de control
inmunitario y/o el efecto deseado.
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En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra por via intravenosa; y un inhibidor de punto de control
inmunitario por via intravenosa. En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra por via intramuscular; y
un inhibidor de punto de control inmunitario por via intramuscular. En algunos casos, un polipéptido multimérico se
administra localmente; y un inhibidor de punto de control inmunitario localmente. En algunos casos, un polipéptido
multimérico se administra por via intratumoral; y un inhibidor de punto de control inmunitario por via intratumoral. En
algunos casos, un polipéptido multimérico se administra peritumoralmente; y un inhibidor de punto de control
inmunitario peritumoralmente. En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra intracranealmente; y un
inhibidor de punto de control inmunitario intracranealmente. En algunos casos, un polipéptido multimérico se
administra por via subcutanea; y un inhibidor de punto de control inmunitario por via subcutanea.

En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra por via intravenosa; y un inhibidor de punto de control
inmunitario peritumoralmente. En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra por via intramuscular; y un
inhibidor de punto de control inmunitario por via intravenosa. En algunos casos, un polipéptido multimérico se
administra sistémicamente; y un inhibidor de punto de control inmunitario localmente. En algunos casos, un
polipéptido multimérico se administra por via intratumoral; y un inhibidor de punto de control inmunitario por via
intravenosa. En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra sistémicamente; y un inhibidor de punto de
control inmunitario peritumoralmente. En algunos casos, un polipéptido multimérico se administra por via
intravenosa; y un inhibidor de punto de control inmunitario por via intracraneal. En algunos casos, un polipéptido
multimérico se administra por via subcutanea; y un inhibidor de punto de control inmunitario por via intravenosa.

Un polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario pueden administrarse a un huésped
mediante el uso de cualquier método y vias convencionales disponibles adecuados para el suministro de farmacos
convencionales, que incluyen rutas sistémicas o localizadas. En general, las vias de administracién cuyo uso se
contempla en un método de la presente descripcion incluyen, de modo no limitante, vias entéricas, parenterales y de
inhalacién.

Las vias de administracion parenterales diferentes a la administracién por inhalacién incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, las vias topica, transdérmica, subcutanea, intramuscular, intraorbital, intracapsular, intraespinal,
intraesternal, intratumoral, peritumoral e intravenosa, es decir, cualquier via de administraciéon que no sea a través
del canal alimentario. La administracion parenteral puede llevarse a cabo para efectuar el suministro sistémico o
local de un agente activo (un synTac o un inhibidor de punto de control inmunitario). Cuando se desee el suministro
sistémico, la administracién puede implicar el suministro por via intravenosa.

Sujetos adecuados para el tratamiento

Los sujetos adecuados para el tratamiento con un método de la presente descripcién incluyen individuos que
padecen de cancer, lo que incluye individuos con diagnéstico de cancer, individuos que recibieron tratamiento para
cancer, pero que no respondieron al tratamiento e individuos que recibieron tratamiento para cancer y respondieron
inicialmente, pero subsecuentemente se volvieron resistentes al tratamiento. Los sujetos adecuados para el
tratamiento con un método de la presente descripcién incluyen individuos con una infeccién (por ejemplo, una
infeccién con un patdgeno tal como una bacteria, un virus, un protozoario, etc.), lo que incluye individuos con
diagnéstico de infeccion e individuos que recibieron tratamiento para una infeccién, pero que no respondieron al
tratamiento. Los sujetos adecuados para el tratamiento con un método de la presente descripcion incluyen individuos
con una infeccion bacteriana, lo que incluye individuos con diagnéstico de infeccion bacteriana e individuos que
recibieron tratamiento para una infeccién bacteriana, pero que no respondieron al tratamiento. Los sujetos
adecuados para el tratamiento con un método de la presente descripcidn incluyen individuos con una infeccién viral,
lo que incluye individuos con diagnéstico de infeccién viral e individuos que recibieron tratamiento para una infeccién
viral, pero que no respondieron al tratamiento. Los sujetos adecuados para el tratamiento con un método de la
presente descripcion incluyen individuos con una enfermedad autoinmunitaria, lo que incluye individuos con
diagnéstico de enfermedad autoinmunitaria e individuos que recibieron tratamiento para una enfermedad
autoinmunitaria, pero que no respondieron al tratamiento.

En algunos casos, un método de la presente descripcion comprende administrar un synTac a un individuo que se
esta sometiendo a tratamiento con un inhibidor de punto de control inmunitario. En algunos casos, un método de la
presente descripcién comprende administrar un synTac a un individuo que se esta sometiendo a tratamiento con un
anticuerpo anti-PD1. Por ejemplo, en algunos casos, un método de la presente descripcidén comprende administrar
un synTac a un individuo que se esta sometiendo a tratamiento con pembrolizumab. Como otro ejemplo, en algunos
casos, un método de la presente descripcion comprende administrar un synTac a un individuo que se esta
sometiendo a tratamiento con nivolumab. En algunos casos, un método de la presente descripcidn comprende
administrar un synTac a un individuo que se esta sometiendo a tratamiento con un anticuerpo anti-PD-L1. Por
ejemplo, en algunos casos, un método de la presente descripcidon comprende administrar un synTac a un individuo
que se esta sometiendo a tratamiento con atezolizumab. En algunos casos, un método de la presente descripcion
comprende administrar un synTac a un individuo que se esta sometiendo a tratamiento con un anticuerpo anti-
CTLA4. Por ejemplo, en algunos casos, un método de la presente descripcion comprende administrar un synTac a
un individuo que se esta sometiendo a tratamiento con ipilimumab. Como otro ejemplo, en algunos casos, un método

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

de la presente descripcion comprende administrar un synTac a un individuo que se esta sometiendo a tratamiento
con tremelimumab.

En algunos casos, por ejemplo, en los que el epitopo es un epitopo de HPV, un sujeto adecuado para tratamiento
con un método de la presente descripcidn es un individuo con diagnéstico de cancer asociado con HPV o céncer
atribuible a HPV. Los canceres asociados con HPV y canceres atribuibles a HPV incluyen, por ejemplo, cancer de
cabeza y cuello, cancer de cuello uterino y cancer genitoanal.

Métodos para suministrar selectivamente un polipéptido coestimulador junto con un inhibidor de punto de control
inmunitario a un individuo

La presente descripcién, por lo tanto, proporciona un método para suministrar un polipéptido coestimulador tal como
IL-2, o una variante de afinidad reducida de un polipéptido coestimulador de origen natural tal como una IL-2 variante
descrita en la presente descripcién, a un linfocito T seleccionado o una poblacién de linfocitos T seleccionados, por
ejemplo, de manera que un TCR especifico para un epitopo dado se dirige, junto con la coadministracién de un
inhibidor de punto de control para proporcionar al paciente el efecto terapéutico tanto del suministro selectivo del
polipéptido coestimulador como del inhibidor de punto de control. La presente descripcidén proporciona un método
para suministrar un polipéptido coestimulador tal como IL-2, o una variante de afinidad reducida de un polipéptido
coestimulador de origen natural tal como una IL-2 variante descrita en la presente descripcién, selectivamente a un
linfocito T diana que porta un TCR especifico para el epitopo presente en un polipéptido multimérico de la presente
descripcidn, junto con la coadministracion de un inhibidor de punto de control para proporcionar al paciente el efecto
terapéutico tanto del suministro selectivo del polipéptido coestimulador como del inhibidor de punto de control. El
método comprende el contacto de una poblacién de linfocitos T con un polipéptido multimérico de la presente
descripcidon. La poblacién de linfocitos T puede ser una poblacién mezclada que comprende: i) el linfocito T diana; y
i) linfocitos T no diana que no son especificos para el epitopo (por ejemplo, linfocitos T que son especificos para un
epitopo(s) que no es el epitopo al cual se une el linfocito T especifico para el epitopo). El linfocito T especifico para
el epitopo es especifico para el péptido que presenta el epitopo presente en el polipéptido multimérico, y se une al
complejo HLA del péptido o complejo MHC del péptido proporcionado por el polipéptido multimérico. Poner en
contacto la poblacién de linfocitos T con el polipéptido multimérico suministra el polipéptido coestimulador (por
ejemplo, IL-2 o una IL-2 variante de afinidad reducida) presente en el polipéptido multimérico selectivamente a los
linfocitos T (s) que son especificos para el epitopo presente en el polipéptido multimérico. El inhibidor de punto de
control se administra junto con el polipéptido multimérico (ya sea junto o en diferentes momentos antes y/o después
de la administracién del polipéptido multimérico) para proporcionar al paciente el efecto terapéutico tanto del
suministro selectivo del polipéptido coestimulador como del inhibidor de punto de control.

Por lo tanto, la presente descripcion describe un método para suministrar a un paciente (i) un inhibidor de punto de
control como se describié anteriormente y (ii) un polipéptido coestimulador tal como IL-2, o una variante de afinidad
reducida de un polipéptido coestimulador de origen natural tal como una IL-2 variante descrita en la presente
descripcidn, o una combinacién de ambos, selectivamente a un linfocito T diana, el método comprende poner en
contacto una poblacidon mezclada de linfocitos T con un polipéptido multimérico de la presente descripcion. La
poblacién mixta de linfocitos T comprende el linfocito T diana y linfocitos T no diana. El linfocito T diana es especifico
para el epitopo presente dentro del polipéptido multimérico. El contacto de la poblacion mixta de linfocitos T con un
polipéptido multimérico de la presente descripcidon, por lo tanto suministra el(los) polipéptido(s) coestimulador(es)
presente(s) dentro del polipéptido multimérico al linfocito T diana. La coadministraciéon del inhibidor de punto de
control con el polipéptido multimérico (ya sea junto o en diferentes momentos antes y/o después de la administracién
del polipéptido multimérico) proporciona por lo tanto al paciente el efecto terapéutico tanto del suministro selectivo
del polipéptido coestimulador como del inhibidor de punto de control.

Por ejemplo, se pone en contacto un polipéptido multimérico de la presente descripcidon con una poblaciéon de
linfocitos T que comprende: i) un(os) linfocito(s) diana especifico(s) para el epitopo presente en el polipéptido
multimérico vy ii) un(os) linfocito(s) diana especifico(s) no diana, por ejemplo, un(os) linfocito(s) diana especifico(s)
que sea(n) especifico(s) para un(os) segundo)s) epitopo(s) que no es(son) el epitopo presente en el polipéptido
multimérico. Poner en contacto la poblacidén da como resultado el suministro selectivo del(de los) polipéptido(s)
coestimulador(es) (por ejemplo, polipéptido coestimulador de origen natural (por ejemplo, IL-2 de origen natural) o
variante de afinidad reducida de un polipéptido coestimulador de origen natural (por ejemplo, una IL-2 variante
descrita en la presente descripcién)), que esta presente en el polipéptido multimérico, al linfocito T diana. Por lo
tanto, por ejemplo, menos de 50 %, menos de 40 %, menos de 30 %, menos de 25 %, menos de 20 %, menos de 15
%, menos de 10 %, menos de 5 % o menos de 4 %, 3 %, 2 % o 1 % de los linfocitos T no diana se unen al
polipéptido multimérico y, en consecuencia, el polipéptido coestimulador (por ejemplo, IL-2 o IL-2 variante) presente
en los polipéptidos multiméricos no se suministra sustancialmente a los linfocitos T no diana. La coadministracion del
inhibidor de punto de control con el polipéptido multimérico (ya sea junto o en diferentes momentos antes y/o
después de la administracién del polipéptido multimérico) proporciona por lo tanto al paciente el efecto terapéutico
tanto del suministro selectivo del polipéptido coestimulador como del inhibidor de punto de control.

En algunos casos, la poblacién de linfocitos T se encuentra in vitro. En algunos casos, la poblacion de linfocitos T se
encuentra in vitro y se genera una respuesta biologica (por ejemplo, activacién de linfocitos T y/o expansidon y/o
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diferenciacién fenotipica) de la poblacion de linfocitos T al polipéptido multimérico de la presente descripcion en el
contexto de un cultivo in vitro. Por ejemplo, se puede obtener una poblacion mixta de linfocitos T de un individuo y se
puede poner en contacto con el polipéptido multimérico in vitro. Dicho contacto puede comprender una exposicion
Unica o multiples exposiciones de la poblacién de los linfocitos T a dosis y/o en cronograma(s) de exposicion
definidos. En algunos casos, dicho contacto genera la unién/activaciéon y/o expansién de linfocitos T diana de forma
selectiva dentro de la poblacién de linfocitos T y, como consecuencia, se genera una poblacién de linfocitos T diana
activados y/o expandidos. Por ejemplo, una poblaciéon mixta de linfocitos T pueden ser células mononucleares de
sangre periférica (PBMC). Por ejemplo, se puede obtener PBMC de un paciente mediante técnicas de extraccion de
sangre y enriquecimiento de PBMC estandares antes de exponerlas a 0,1-1000 nM de un polipéptido multimérico de
la presente descripcién en condiciones estandares de cultivo de linfocitos. En momentos antes, durante y después
de la exposicién de la poblacién de linfocitos T mixta con un cronograma y una dosis definidas, se puede monitorear
la abundancia de linfocitos T diana en el cultivo in vitro mediante multimeros de MHC y péptido especificos y/o
marcadores fenotipicos y/o actividad funcional (por ejemplo, ensayos ELISpot de citocina). En algunos casos, al
lograr una abundancia y/o fenotipo éptimos de células especificas de antigeno in vitro, toda o una porcién de la
poblaciéon de linfocitos T diana activadas y/o expandidas se administra al individuo (el individuo de quien se obtuvo la
poblacion mezclada de linfocitos T), que el individuo ya ha recibido la administracién de un inhibidor de punto de
control antes de la administracion de los linfocitos T diana y/o recibira la administraciéon de un inhibidor de punto de
control después de la administracién de los linfocitos T diana.

En algunos casos, la poblacién de linfocitos T se encuentra in vitro. Por ejemplo, una poblacién mixta de linfocitos T
se obtiene de un individuo y se pone en contacto con un polipéptido multimérico de la presente descripcion in vitro.
Dicho contacto, el cual puede comprender una o multiples exposiciones de los linfocitos T a una(s) dosis y/o
cronograma(s) de exposicion definidos en el contexto de cultivo celular in vitro, puede usarse para determinar si la
poblaciéon mixta de linfocitos T incluye linfocitos T que son especificos para el epitopo presentado por el polipéptido
multimérico. Se puede determinar la presencia de linfocitos T que son especificos para el epitopo del polipéptido
multimérico mediante el ensayo de una muestra que comprende una poblacién mixta de linfocitos T, la cual
comprende linfocitos T que no son especificos para el epitopo (linfocitos T no diana) y puede comprender linfocitos T
que son especificos para el epitopo (linfocitos T diana). Pueden usarse ensayos conocidos para detectar la
activacion y/o proliferacion de los linfocitos T diana, de esta manera se proporciona un ensayo ex vivo que puede
determinar si un polipéptido multimérico particular (synTac) posee un epitopo que se une a linfocitos T presentes en
el individuo y, por lo tanto, si es posible que el polipéptido multimérico tenga potencial uso como una composicién
terapéutica para dicho individuo. Los ensayos conocidos adecuados para la deteccion de activacién y/o proliferacién
de linfocitos T diana incluyen, por ejemplo, caracterizacion citométrica de flujo del fenotipo de linfocitos T y/o
especificidad y/o proliferacion de antigeno. Un ensayo tal para detectar la presencia de linfocitos T especificos del
epitopo, por ejemplo, un diagndstico adicional, puede incluir ademas ensayos adicionales (por ejemplo, ensayos
ELISpot de citocina efectora) y/o controles adecuados (por ejemplo, reactivos de tincién de péptido multimérico de
HLA especificos para el antigeno y no especificos para el antigeno) para determinar si el polipéptido multimérico se
une/activa y/o expande el linfocito T diana de forma selectiva. Por lo tanto, por ejemplo, la presente descripcion
proporciona un método para detectar, en una poblacién mixta de linfocitos T obtenida de un individuo, la presencia
de un linfocito T diana que se une a un epitopo de interés en una poblacién mixta de linfocitos T que se obtiene de
un individuo, el método comprende: a) poner la poblacién mixta de linfocitos T en contacto in vitro con un polipéptido
multimérico de la presente descripcion, en donde el polipéptido multimérico comprende el epitopo de interés y b)
detectar la activacién y/o proliferacion de linfocitos T en respuesta a dicho contacto, en donde los linfocitos T
activados y/o proliferados indican la presencia del linfocito T diana. Alternativamente, y/o ademas, si la activacién y/o
expansion (proliferacién) de la poblacién de linfocitos T deseada se obtiene mediante el uso del polipéptido
multimérico, entonces toda o una porcidon de la poblacién de linfocitos T que comprenden los linfocitos T
activados/expandidos puede administrarse nuevamente al individuo (que ha recibido la administracién de un
inhibidor de punto de control antes de la administracién de los linfocitos T y/o recibira la administracion de un
inhibidor de punto de control después de la administracién de los linfocitos T) como una terapia.

En algunos casos, la poblacion de linfocitos T se encuentra in vivo en un individuo. En dichos casos, un método de
la presente descripcion para suministrar de forma selectiva un polipéptido coestimulador (por ejemplo, IL-2 o IL-2 con
afinidad reducida) a un linfocito T especifico para el epitopo comprende administrar el polipéptido multimérico al
individuo.

También se hace referencia al linfocito T especifico para el epitopo al cual se administra de forma selectiva un
polipéptido coestimulador (por ejemplo, IL-2 o una IL-2 con afinidad reducida) como un “linfocito T diana.” En
algunos casos, el linfocito T diana es un linfocito T regulador (“Treg”). En algunos casos, el Treg inhibe o elimina la
actividad de un linfocito T autorreactivo.

En algunos casos, el linfocito T diana es un linfocito T citotdxico. Por ejemplo, el linfocito T diana puede ser un
linfocito T citotoxico especifico para un epitopo de cancer (por ejemplo, un epitopo presentado por una célula
cancerosa).

Ejemplos
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Los siguientes ejemplos se brindan a efectos de proporcionarles a los expertos en la técnica una divulgacion y
descripcion completa de cdmo elaborar y usar la presente invencion y no se pretende que limiten el alcance de lo
que los inventores consideran la invencion ni se pretende establecer que los experimentos mas abajo sean todos o
los Unicos experimentos realizados. Se ha intentado asegurar la exactitud de los nimeros que se utilizan (por
ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.), pero se deben tener en cuenta un margen de error y desvio experimental.
A menos que se indique de cualquier otra manera, las partes son partes en peso, el peso molecular es el peso
molecular promedio, la temperatura se indica en grados Celsius y la presién es atmosférica o similar. Pueden usarse
abreviaturas estandares, por ejemplo, pb: par(es) de bases, kb: kilobase(s); pl: picolitro(s), s o seg: segundo(s), min:
minuto(s), h o hr: hora(s), aa: aminoacido(s), kb: kilobase(s), pb: par(es) de bases, nt. nucleétido(s), kDa:
kiloDanton(s), i.m.: intramuscular o por via intramuscular, i.p.. intraperitoneal o por via intraperitoneal, s.c:
subcutanea o por via subcutanea y similares.

Ejemplo 1: Produccién de IL-2/synTac.

Se analizé la produccién de IL-2/synTac mediante células de mamiferos transfectadas de forma transitoria. Tal como
se ilustra en la Figura 7A, los niveles de produccién (en mg/l de medio de cultivo) de dos IL-2/synTac diferentes, 6-7
dias después de la transfeccién transitoria de las células, fueron mayores de 90 mg/l.

Las IL-2/synTac producidas por las células de mamiferos se purificaron y se sometieron a electroforesis en gel de
poliacrilamida con reduccién y sin reduccién. Los resultados se representan en la Figura 7B. Los tamafios se indican
en kDa.

Se generaron IL-2/synTac, en las cuales el polipéptido de IL-2 se encontré en la “cadena ligera” (es decir, el
polipéptido que comprendia la cadena ligera de MHC clase |, por ejemplo, B2M) o en la “cadena pesada’ (es decir, el
polipéptido que comprendia la cadena pesada de MHC clase |). Se analizaron los niveles de expresién y estabilidad
de las IL-2/synTac.

Los synTac se produjeron en células de mamiferos. Tal como se ilustra en la Figura 8A, la IL-2/synTac que
comprende IL-2 en la cadena pesada se produjo en niveles alrededor de 25 veces mayores que el nivel de la IL-
2/synTac que comprende IL-2 en la cadena ligera.

Las IL-2/synTac producidas por células de mamiferos se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida con
reduccién y sin reduccion, y los geles se tifieron con azul de Coomassie. Tal como se ilustra en la Figura 8B, la IL-
2/synTac que comprende IL-2 en la cadena pesada fue mas estable que la IL-2/synTac que comprende IL-2 en la
cadena ligera. Los tamafios se indican en kDa.

Se evaluaron los niveles de expresion de las IL-2/synTac que comprenden IL-2 variante. La Figura 9 representa el
nivel de expresién de IL-2/syn-Tac, en el que la IL-2 es de tipo salvaje (wt), o comprende varias combinaciones de
F42A, D20K, Q126A, E15A, Y45A y H16A. Los niveles de expresidén se expresan como por ciento de cambio con
relacion a niveles de expresion de un synTac con IL-2 de tipo salvaje.

Se evalud el efecto de la cantidad de copias de IL-2 en una IL-2/synTac en los niveles de expresion. IL-2/synTac que
comprendian una copia (1X), dos copias (2X) o tres copias (3X) en el synTac. Las diversas |L-2/synTac se
produjeron en células de mamiferos y se evaluaron sus niveles de expresion. Los datos se representan en la Figura
10. Las IL-2/synTac con una o dos copias de IL-2 exhibieron niveles de expresion similares, al tiempo que una IL-
2/synTac con tres copias de IL-2 exhibié niveles de expresion menores. Los niveles de expresidn se expresan como
cambio en veces con relacién al nivel de expresion de la IL-2/synTac con una sola copia de IL-2.

Ejemplo 2: Actividad in vitro de IL-2/synTac.

Para lograr la especificidad maxima en la seleccion de la dianas a través de un receptor de linfocitos T, la afinidad
del polipéptido coestimulador por su ligando debe ser menor que la afinidad de MHC por el TCR. La afinidad de
péptido/MHC por TCR puede ser alrededor de 10 uM.

Se generd una IL-2/synTac que comprendia dos copias de una IL-2 variante que comprendia sustituciones F42A y
H16A. Se evalud la sefializacion coestimuladora inducida por IL-2/synTac en linfocitos T CD8* especificos para el
antigeno y linfocitos T CD8* no especificos. Los linfocitos T CD8* especificos para el antigeno y los linfocitos T CD8*
no especificos se pusieron en contacto con varias concentraciones de IL-2/synTac.

Tal como se ilustra en la Figura 11, IL-2/synTac indujo sefializacién coestimuladora en linfocitos T CD8* especificos
para el antigeno a una concentracién mucho menor que en linfocitos T CD8* no especificos.

Se evalué la selectividad de uniéon de IL-2/synTac. Los linfocitos T CD8* se aislaron de bazos de ratones LCMV u

OT1. Los linfocitos T CD8* se incubaron con IL-2/synTac a varias concentraciones y se permitié su unién durante 20
minutos. Las IL-2/synTac comprenden Fc de IgG2a. Se detect6é la union de IL-2/synTac a los linfocitos T CD8*
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mediante el uso del anticuerpo anti-lgG2a etiquetado con ficoeritrina (PE). La fluorescencia de PE se detecté
mediante el uso de citometria de flujo para determinar el por ciento de células unidas a IL-2/synTac.

Tal como se muestra en la Figura 12, |L-2/synTac se une de forma especifica para el antigeno a linfocitos T CD8* de
LCMV, pero no exhibe unién significativa a linfocitos T CD8* de OT1. Por lo tanto, IL-2/synTac se une selectivamente
a linfocitos T CD8* especificos para el epitopo presente en la IL-2/synTac.

Se determiné si una IL-2/synTac activa selectivamente los linfocitos T diana. Los linfocitos T CD8* se aislaron de
bazos de ratones LCMV u OT1. Las IL-2/synTac usadas incluyeron ya sea la sustitucién de aminoacidos Unica F42A
o las sustituciones F42A y H16A. Los linfocitos T CD8* se estimularon con IL-2/synTac a varias concentraciones
durante 20 minutos. Luego, las células se tifieron con anticuerpo antifosfo-STATS etiquetado con PE. La
fluorescencia de PE se detecté mediante el uso de citometria de flujo para determinar el por ciento de células
positivas para fosfo-STATS, donde fosfo-STATS es un marcador de activacion.

Tal como se ilustra en la Figura 13, IL-2/synTac indujo la estimulacién de CD8* (tal como lo indica el % de células
positivas para fosfo-STATS) en linfocitos T CD8* (LCMV) especificos para el antigeno a concentraciones mucho
menores que en linfocitos T CD8* (BL6) no especificos.

Se analiz6 la actividad especifica de varias |L-2/synTac. Se evaluaron las IL-2/synTac que comprendian una sola
copia de IL-2, dos copias de IL-2 o tres copias de IL-2, donde la IL-2 comprendia varias combinaciones de
sustituciones F42A, D20K, Q126A, E15A, H16A y Y45A, a varias concentraciones para la estimulacién de linfocitos
CD8* especificos para el antigeno (LCMV) o no especificos (BLE). Se determiné el por ciento positivo para fosfo-
transductor de sefial y activador transcripcional 5 (pSTATS). Los datos se representan en la Figura 14A-14F.

Ejemplo 3: Actividad in vivo de IL-2/synTac.

Se evalud la actividad in vivo de IL-2/synTac. Se evalué el cambio en veces in vivo en linfocitos T CD8* especificos
para el antigeno luego de la administracién de solucién salina amortiguada con fosfato (PBS), IL-2 recombinante
(rlL-2) o una IL-2/synTac de la presente descripcién. Los datos se ilustran en la Figura 15, panel izquierdo. Los datos
indican que IL-2/synTac es 10 veces mas potente que riL-2.

Se evalud la especificidad in vivo de IL-2/synTac. Se evaluaron las respuestas especificas para el antigeno y no
especificas para el antigeno luego de la administracién de PBS, rIL-2 o IL-2/synTac. Los datos se expresan como
por ciento de células de ganglios linfaticos especificas para el antigeno o no especificas para el antigeno luego de la
administracién de PBS, rlL-2 o IL-2/synTac. Tal como se representa en la Figura 15, panel derecho, IL-2/synTac
indujo una respuesta especifica para el antigeno (expresada como % de dilucién maxima de succinimidil éster de
carboxifluoresceina (CFSE), un indice de proliferacién de linfocitos T). Por el contrario, la respuesta inducida por rlL-
2 no fue especifica para el antigeno.

Se llevé a cabo un ensayo de respuesta a la dosis. Se administré IL-2/synTac (F42A, H16A) de forma intraperitoneal
a concentraciones de 4 mg/kg, 8 mg/kg y 16 mg/kg. Los resultados se muestran en la Figura 16A. Tal como se
muestra en la Figura 16A, IL-2/synTac administrado a 4 mg/kg u 8 mg/kg produjo resultados similares e |L-2/synTac
administrado a 16 mg/kg indujo la actividad inmunoestimuladora mas potente.

Se evalué el efecto de la via de administracién de |L-2/synTac. IL-2/synTac (F42A, H16A) se administré a 4 mg/kg,
ya sea de forma subcutanea (SubQ) o intraperitoneal (IP). Tal como se ilustra en la Figura 16B, la administracién
subcutanea gener6 una actividad inmunoestimuladora mas potente que la administracion IP.

Se determind el efecto de la cantidad de copias de IL-2 en la eficacia. Se inyectaron IL-2/synTac que comprenden
una sola copia de IL-2 (F42A, H16A) o dos copias de IL-2 (F42A, H16A) en ratones con tumores con un epitopo E7
de HPV. El epitopo incluido en las IL-2/synTac fue el epitopo E7 de HPV. Tal como se ilustra en las Figuras 17Ay
17B, una IL-2/synTac que comprende dos copias de IL-2 (F42A, H16A) fue mas efectiva para reducir el tamafio
tumoral que una IL-2/synTac que comprende Unicamente una sola copia de IL-2 (F42A, H16A).

Ejemplo 4: PK/PD y estudios de estabilidad de IL-2/synTac.

Se llevé a cabo un analisis de farmacocinética (PK) de IL-2/synTac. Se administrd IL-2/synTac (F42A, D20K, H16A)
de forma IP a 10 mg/kg. En varios momentos posteriores a la administracion, se obtuvieron muestras de suero y se
midio el nivel de IL-2/synTac en las muestras de suero. Tal como se ilustra en la Figura 18, la semivida en suero de
la IL-2/synTac fue de alrededor de 4 horas.

Se inyectd IL-2/synTac de forma IP en un ratén C57BL/6 a 10 mg/kg y se recogio suero dos horas después de las
inyecciones. La IL-2/synTac incluyd una etiqueta Hiss. Se sometieron 100 ng de la proteina de entrada o el
equivalente de 40 pl de suero a electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y se
analizaron con sonda con un anticuerpo anti-(His)s 0 un anticuerpo anti-3-2M. Los resultados, representados en la
Figura 19, muestran que IL-2/synTac permanece estable e intacta durante al menos 2 horas in vivo.
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Se mantuvo la IL-2/synTac a 4 °C o 37 °C durante 5 dias. Se analizaron 0,5 mg de cada muestra (a 10 mg/ml)
mediante cromatografia de exclusién por tamafio. Tal como se muestra en la Figura 20, IL-2/synTac se mantiene
estable e intacta durante al menos 5 dias a 4 °C o0 37 °C.

Ejemplo 5: Efecto de una IL-2/synTac y un anticuerpo anti-PD1 sobre el volumen tumoral.

Como se muestra en la Figura 35, la administraciéon de una IL-2/synTac y un anticuerpo anti-PD1 a un ratén que
tiene un tumor, redujo el volumen tumoral.

Ejemplo 6: Generacién y caracterizacion de polipéptidos synTac con la variante 4-1BBL.

Los polipéptidos synTac se sintetizaron y caracterizaron. Los siguientes polipéptidos synTac se evaluaron para
determinar la actividad en linfocitos T especificas de ovoalbimina (OVA):

1) Syn83/51. La cadena ligera de Syn83/51 comprende: a) un epitopo de linfocitos T OVA; b) los aminoacidos
50-254 de un polipéptido 4-1BBL de tipo salvaje; y c) B2M; y la cadena pesada de Syn83/51 comprende: a) la
cadena pesada de MHC; y b) Fc de Ig.

2) Syn239/345. La cadena ligera de Syn239/345 comprende: a) un epitopo de linfocitos T OVA; b) un trimero de
aminoacidos 80-254 de 4-1BBL de tipo salvaje; y ¢) B2M; y la cadena pesada de Syn239/345 comprende: a) la
cadena pesada de MHC; y b) Fc de IgG2a.

3) Syn341/348. La cadena ligera de Syn341/348 comprende: a) un epitopo de linfocitos T OVA; b) un trimero de
4-1BBL de tipo salvaje; y ¢) B2M, y la cadena pesada de Syn239/345 comprende: a) la cadena pesada de MHC,;
y b) Fc de IgG2a. En Syn341/348 la primera unidad del trimero 4-1BBL comprende los aminoéacidos 50-254 de 4-
1BBL de tipo salvaje; la segunda y tercera unidades del trimero 4-1BBL comprenden los aminoacidos 80 a 254
de 4-1BBL de tipo salvaje.

4) Syn341/349. La cadena ligera de Syn341/349 comprende: un epitopo de linfocitos T OVA; b) un trimero de los
aminoacidos 80-254 de 4-1BBL que comprende una sustitucion K127A en cada unidad del trimero, con un
enlazador GlySerSerSerSer entre la primera y segunda unidades y entre la segunda y tercera unidades del
trimero; y ¢) B2M; y la cadena pesada de Syn239/345 comprende: a) la cadena pesada de MHC; y b) Fc de
lgG2a.

Los heterodimeros synTac resultantes se cultivaron in vitro con linfocitos T especificos de ovoalbumina durante 3
dias o 5 dias, a concentraciones de 0, 1, 3,17, 10,01, 31,65y 100 nM de synTac. Los controles incluyeron: a) medio
solo; b) forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) y el ionéforo A23187; y ¢) un anticuerpo anti-CD3 y un anticuerpo anti-
CD28.

Después de 3 dias, y después de 5 dias, se determiné la concentracién de IFN-y, IL-2, IL-6, TNF, IL-10, IL-17A e IL-
4 en el medio de cultivo. Ademas, se determiné la viabilidad de los linfocitos T especificos de OVA vy la proliferacion
de los linfocitos T especificos de OVA.

Los datos se representan en las Figuras 38-46.

Como se muestra en las Figura 38 a la Figura 46, Syn 341/349 induce la produccién de IL-2 (una citocina de aptitud
biolégica celular); induce la produccién de citocinas citotéxicas TNFa e IFN-y; y también induce la proliferacién y
potencia la viabilidad de los linfocitos T especificos del epitopo.

Ejemplo 7: Produccién de synTac en células CHO.

Los SynTac que comprenden 4-1BBL de tipo salvaje (wt), o que comprenden 4-1BBL con sustituciones de
aminoacidos como se expone en la Figura 47 se expresaron transitoriamente en células CHO. Se determiné la
cantidad de synTac producido. Las cantidades producidas se proporcionan en la Figura 47.

Ejemplo 8: Efecto in vivo de un synTac de 4-1BBL.

Un synTac que comprende un péptido antigénico E7 del virus del papiloma humano (HPV) y una variante de 4-1BBL
K127A de la presente descripcion (denominada “CUE:4-1BBL (K127A)” en la Figura 48) se administré a 5 mg/kg
mediante inyeccion intraperitoneal (IP) en ratones portadores de carcinoma de pulmén de HPV* TC-1 injertado en
flanco. Como control, se administré solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a ratones portadores del mismo
tumor. Como se muestra en la Figura 48, el volumen tumoral disminuyé en ratones tratados con CUE:4-1BBL
(K127A), en comparacion con ratones tratados con PBS. Ejemplo 9. Efectos in vivo de la coadministracién de un
synTac de 4-1BBL y un inhibidor de punto de control inmunitario.

Como se representa en la Figura 49, la coadministracion de un synTac de 4-1BBL de la presente descripcion y un

anticuerpo anti-PD1 redujo el volumen tumoral en un modelo de tumor de ratén, y aumentd el por ciento de linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL) que eran granzima B*.
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Si bien la presente invencién se ha descrito con referencia a sus modalidades especificas, los expertos en la técnica
comprenderan que pueden realizarse diversos cambios. Ademas, se pueden realizar muchas modificaciones para
adaptar una situacién, material, composicién de materia, proceso, etapa o etapas de proceso particulares, dentro del
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alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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10.

11.

REIVINDICACIONES

Una composicién que comprende un polipéptido multimérico para el uso en un método para tratar un cancer
asociado al virus del papiloma humano (HPV) en un paciente humano, el método comprende administrar un
polipéptido multimérico y un inhibidor de punto de control inmunitario,

en donde el polipéptido multimérico comprende un heterodimero que tiene:

a) un primer polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un epitopo de HPV16 E7 que comprende la secuencia de aminoacidos YMLDLQPETT (SEQ ID
NO:77),

i) un primer polipéptido del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) que es un polipéptido B2-
microglobulina (B2M) que comprende la secuencia de aminoacidos como se representa en la Figura
34A (SEQ ID NO:48); y

b) un segundo polipéptido que comprende, en orden de extremo N-terminal a extremo C-terminal:

i) un polipéptido de IL-2 variante, que comprende la secuencia de aminoacidos representada en la
Figura 34B (SEQ ID NO: 49);

i) un segundo polipéptido de MHC que es un polipéptido de cadena pesada de MHC clase | que
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 34C (SEQ ID NO:50); y

iii) un polipéptido Fc de inmunoglobulina (Ig).

La composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde el polipéptido Fc de Ig es un
polipéptido Fc de IgG1 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 85 % de identidad
de secuencia de aminoacidos con una secuencia de aminoacidos representada en la Figura 4A (SEQ ID
NO:21).

Una composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en donde el polipéptido Fc de 1gG1
comprende la secuencia de aminoécidos representada en la Figura 33A (SEQ ID NO:44), 33B (SEQ ID
NO:45), 33C (SEQ ID NO:46) 0 33D (SEQ ID NO:47).

Una composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el polipéptido Fc de Ig es un
polipéptido Fc de IgG1 que comprende una sustitucion L234A y una sustitucion L235A (L14Ay L15A en base
ala numeracion de aminoacidos representada en la Figura 33A).

Una composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el polipéptido Fc de 1gG1
comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 33D (SEQ ID NO:47).

Una composicidn para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
segundo polipéptido comprende dos copias del polipéptido de IL-2 variante.

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde el primer
polipéptido comprende un enlazador peptidico entre el epitopo y el polipéptido B2M.

Una composicidn para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en donde el segundo polipéptido comprende
un enlazador peptidico entre uno o mas de:

a) una primera copia del polipéptido de IL-2 variante y una segunda copia del polipéptido de IL-2 variante;
b) el polipéptido de IL-2 variante y el polipéptido de cadena pesada de MHC,; y
¢) entre el polipéptido de cadena pesada de MHC y el polipéptido Fc de 1gG1.

Una composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7 u 8, en donde cada enlazador peptidico se
selecciona independientemente de (GGGGS); (SEQ ID NO:207), (GGGGS)s (SEQ ID NO:208) y AAAGG
(SEQ ID NO:73).

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde el primer
polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 31 (SEQ ID NO:42) y en
donde el segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos representada en la Figura 25 (SEQ ID
NO:36).

Una composicion para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde la
composicién comprende un homodimero que comprende dos moléculas del polipéptido multimérico de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en donde las dos moléculas del polipéptido
multimérico se unen entre si por disulfuro a través del polipéptido Fc de Ig presente en las dos moléculas.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde el cancer
asociado a HPV se selecciona del grupo que consiste en un cancer de cabeza y cuello, un cancer de cuello
uterino y un cancer genitoanal.

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el
inhibidor de punto de control inmunitario es un anticuerpo especifico para PD1.

Una composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 13, en donde el anticuerpo especifico para
PD1 se selecciona de pembrolizumab, nivolumab, pidilizumab y BMS-39886.

Una composicion para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde el
individuo se ha vuelto resistente a un tratamiento previo contra el cancer o en donde el individuo no ha
respondido a un tratamiento previo contra el cancer.

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde el
polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario se administran por la misma via de
administracion.

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde el
polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario se administran mediante diferentes vias
de administracion.

Una composicién para el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en donde la
composicién que comprende el polipéptido multimérico y el inhibidor de punto de control inmunitario se
administran por una via de administracién seleccionada de subcuténea, intravenosa, peritumoral e
intramuscular.
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FIGURA 2A

IL2 — Homo sapiens

APTSSSTKKT
EELEKPLERVL

WITFCQESIIS

FIGURA 2B

IL2 (F42X)
APTSSSTKKT
EELKPLEEVL

WITEFCQIIIR

FIGURA 2C
IL2 (D20X)
APTSSSTRKT
EELKPLEEVL

WITPCQ3IIS

FIGURA 2D
L2 (E15X) )

APTSSSTRKT
ERELKPLEEVL

WITPCQSIIS

QLOLEHLLLD LOMILNGINN YENPRLTRML TEKFYMPERKA TELEHLOCLE
NLAQSENPHL RPRDLISNIN VIVLELERGSE TTPFMCEYADE TATIVIEFLNR

TLT (SEQ ID NO:1)

QLQLEHLLLD LOMILNGINN YRNPKLTRML TXKEYMPERKA TELKHLQCLE
NLAQSEKNFHL RPRDLISNIN VIVLELEGSE TTFMTEYADE TATIVEFLNR

T, (SEQ ID NO:2)

QLOLEHLLLX LOMILNGINN YENPKLTRML TFREYMPKEA TELKHLOCLE
NLAQSKNEFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

TLT (SEQ ID NO:3)

QLOLXHLLLD LOMILNGINN YHNPELTRML TPREYMPKKA TELKHLOCLE
NLAQSEKENFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

TLT (SEQ ID NO:4)
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FIGURA 2E
IL2 (H16X)

APTSSSTKKT
EELKPLEEVL

WITFCOSIIS

FIGURA 2F
IL2 (Y45X)

APTSSSTKKT
EELKPLEEVL

WITFCQSIIS

FIGURA 2G
IL2 (Q126X)

APTSSSTKKT
EELKPLEEVL

WITFCXSIIS

FIGURA 2H

IL2 (F42X; H16X)
APTSSSTKKT

FEELKPLEEVL

WITFCQOSIIS

QLQLEXLLLD LOMILNGINN YKNPKLTRML TFKFYMPKKA TELKHLQCLE
NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEEFLNR

TLT (SEQ ID NO:5)

QLQLEHNLLLD LOMILNGINN YKNPKLTRML TFKFXMPKKA TELKHLOCLE

NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

QLQLEHLLLD LOMILNGINN YKNPKLTRML TFKEFYMPKKA TELKHLQCLE
NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTEFMCEYADE TATIVEEFLNR

TLT (SEQ ID NO:7)

QLQLEXLLLD LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFYMPKKA TELKHLQCLE
NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEEFLNR

TLT {(SEQ ID NO:8)
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FIGURA 21
IL2 (F42X; D20X)

APTSSSTKKT QLOLEHLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFYMPKKA TELKHLQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNEFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

WITFCOSIIS TLT (SEQ ID NO:9)

FIGURA 2J
L2 (F42X; D20X; E15X)

APTSSSTKKT QLOLXHLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFYMPKKA TELKHLQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNEFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

WITFCQSIIS TLT (SEQ ID NO:10)

FIGURA 2K

IL2 (F42X; D20X; H16X)

APTSSSTKKT QLOLEXLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFYMPKKA TELKHLQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNEHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

WITFCQSIIS TLT (SEQ ID NO:il)

FIGURA 2L

L2 (F42X: D20X; Q126X)

APTSSSTKKT QLQLEHLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFYMPKKA TELKHLQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNEFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

WITFCXSIIS TLT (SEQ ID ND:12)

44



FIGURA 2M
L2 (F42X; D20X; Y45X)

APTSSSTEKT QLOLEHLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFXMPKKA TELKHLOQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNEFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTEFMCEYADE TATIVEEFLNR

WITFCQSIIS TLT (SEQ ID NO:13)

FIGURA 2N
L2 (F42X; D20X; Y45X; H16X)

APTSSSTRKT QLOLEXTTLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFXMPKKA TELKHLQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEEFLNR

WITFCQSIIS TLT (SEQ ID NO:14)

FIGURA 20
L2 (F42X; D20X; Y45X; Q126X}

APTSSSTRKT QOLOLEHNLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFXMPKKA TELKHLOCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR
WITFCXSIIS TLT (SEQ ID NO:15)

FIGURA 2P

IL2 (F42X; D20X; Y45X; H16X; Q126X)

APTSSSTKKT QLQLEXLLLX LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFXMPKKA TELKHLQCLE

FEELKPLEEVL NLAQSKNIFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTIMCEYADE TATIVEEFLNR

WITFCXSIIS TLT (SEQ ID NO:16)
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FIGURA 2Q

IL2 - (F42X; H16X; Q126X)

APTSSSTKKT QLQLEXLLLD LOMILNGINN YKNPKLTRML TXKFYMPKKA TELKHLQCLE

EELKPLEEVL NLAQSKNFHL RPRDLISNIN VIVLELKGSE TTFMCEYADE TATIVEFLNR

WITFCXSIIS TLT (SEQ ID NO:17)
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FIGURA 6
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FIGURA TA

Niveles de expresion de IL-2/synTac 6-7
dias después de la transfeccion
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FIGURA 8A

Nivel de expresion relativa de la cadena pesada frente a la ligera
fusiones de cadenas de syntac de IL.2
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FIGURA 8B

Mayor estabilidad con la fusién de cadenas pesadas

SR

no reducido reducido

Geles analiticos teflidos con Coomassie
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FIGURA 9

Nivel de expresion de los syntac de 1L2 mutantes con relacion a los de tipo salvaje
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FIGURA 10

Nivel de expresion de synfac de 1L2 con relacion a la version 1x
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FIGURA 11

Sefializacion coestimuladora (%)

Péptido-MHC: IL-2: (F42A, H16A; n=2)
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Especifico para el antigeno :
20' +

Linfocitos T CD8
107 No especifico
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FIGURA 12

% de células unidas a syntac
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FIGURA 13

Numero de repeticiones de IL-2 frente a mutaciones
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FIGURA 14A
Una copia de {L-2

Mutacion: F42A, D20K
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FIGURA 14B

Una copia de 1L-2

Mutacion: F42A, Y45A, D20K, H16A Mutacion: F42A, Y45A, D20K
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FIGURA 14C

Dos copias de iL-2

Mutacion: F42A, D20K Mutacion: F42A, D20K, Q126A
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FIGURA 14D
Dos copias de iL-2

Mutacion: F42A, Y45A, D20K, H16A
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FIGURA 14E

Tres copias de {L-2

Mutacioén: F42A, D20K Mutacion: F42A, D20K, E15A
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FIGURA 14F

Una copia de IL-2

Mutacion: F42A, Y45A, D20K, H16A Mutacion: F42A, Y45A, D20K
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FIGURA 15

Cambio en veces in vivo Especificidad in vivo
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Luminiscencia tumoral

(fotones/segundo)

FIGURA 16A

1,5%x10%%

1,0%x1010-

5,0x10%

0,0+ e e S
0246 8 10 12 14 16 18 20 22

Dias después del injerto (Rx administrada en flechas rojas)

«0O= PBS con NaCl 250 mM

=& 0986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 4 mg/kg
-~ 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 8 mg/kg
-0 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 16 mg/kg
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Luminiscencia tumoral

(fotones/segundo)

FIGURA 16B
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Dias después del injerto (Rx administrada en flechas rojas)
-O= PBS con NaCl 250 mM

<k 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 4 mg/kg
=t 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A,H16A) - Fc SubQ (LEKK), 4 mg/kg
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FIGURA 17A

1X IL-2 (F42A, H16A)-Fc synTac
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Luminiscencia tumoral

(fotones/segundo)

FIGURA 178
2X 1L-2 (F42A, H16A)-Fc synTac
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=0 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 4 mg/kg

<~ 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 8 mg/kg
> 986-635, E7 2x hiL-2 (F42A, H16A) - Fc IP (LEKK), 16 mg/kg
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FIGURA 18

976-835 LCMV-hiL-2 (F42A, D20K:H16A) (10 mg/kg, IP)

3

B

semivida = ~ 4 horas

ug/ml en suero
By
@

g i ¥ ¥ lv :” : ¢ & 3 3 { ¥
¢ 2 48 2B

Tiempo después de la inyeccidn (horas)

75



FGURAS

3
i

[N 1554

b R
5k
A,
g 7
ek
s s,
7, “ X\
wy
w\\u \..V\V\“
LA A
4 5
% £
o
[
v e
% s

76



FIGURA 20

-2 (5 dias)
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FIGURA 21 (SEQ ID NO:32)

CUE101-N297A con péptido lider
MYRMQLLSCIALSLALVTNSAPTSSSTRKTQLGLEALLLDLOMI LNGINNY KNPKL TRML
TAKFYMPKRATELKHLQCLEER LK PLEEVLNLAGSKNFHLRPRDLI SNINVIVLELKGEE
TTFMCEYADE TATIVEFLNRWI TFCQST ISTLTGCGESGEEGSGEEESGEGCGSARPTSEST
KKTQLOLEALLLDLOMILNG INNY KNPRKLTRMLTAKFYMPKKATE LKHLOCLEEELKPLE
EVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQS
IISTLTGCGGEGEGESGGGESEEEESGSHSMRY FETSVSRPGRGEPRFTAVGYVDDTQEV
RFDSDAASQORMEPRAPWIEQEGPE iWLuETRY"KAhLQTd:»LHG“L?CAVNQQ AGSHT
VQRMY G HOYAYDGRDY IALKEDLRSWIAADMAAQT KWEBAHVAE
GLRAY LORTDAPKTHMIHY ALSEYPARLT
LTHQRD’_UOT“DmﬁLVETRPC“DpTL KWAAVKVPSL“ﬁ““V“LPV“qZGHIKPLTLRN
EAAAGGDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTIMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY ASTYRVVSVLTVLEQDWLNGKEYKCKVENKALPAPIEK
TISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTRNQVSLTCLVKGEFY PSD IAVEWE SNGQPENNYKTT
PRVLDSDGEFFLY SKLTVDKSRWQQGNVESCEVMHEALHNEY TQKSLELE PGK

3|

Secuencia lider de IL2 humana - cursiva

IL-2 (H16A/F42A) - en negrita (con H16 y F42 subrayados)

Enlazadores (G43)4 - subrayado Gnico

Cadena H de MHC Y84A,; A236C - subrayado doble (con Y84A y A236C en negrita)
Enlazador AAAGG - subrayado (nico

Fc de IgG1 humana; N297A - {en negrita y subrayado, con N287A sin negrita)

FIGURA 22 (SEQ ID NO:33)
CUE101-N297A sin péptido lider

APTSSSTRKTOLOLEALLLDLOMI LNG I Y KNPKL TRML
TAKFYMPKKATELKHLQCLEEELKPLEEVLNLAQSFNFELRPRDLT SNINVIVLELKGSE

TTEMCEYADE TATIVEFLNRWI TFCQS T ISTLTGGGG SGGEGSGEGESGEGGSAPTESST

KKTQLOLEALLLDLOMILNG INNY KN PKLTRMLTAKFYMEKKA TELKHLOCLEEELKPLE

EVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTEMCEYADE TAT IVEFLNEWITFCOS

II8TLTCCGGSGEEGEGGGESGEEGAGSHEMRY FETSVERPGRGEPRFIAVGYVDDTOEY

EFDSDAASORMEPRAPW I EOEGEEYWDGETREVKARSOT HRVDLGTLRGAYNOSEAGSHT

VORMYGCDVGSDWRFLRGYHOYAYDGEDY IALKEDLR SWTAADMAAQTTKEKWEARHVAE

“LRn*LLuTC\E“ RRYLENGKETLORTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCHWALSEYPARTIT

TELVETRPCCDGT FOKRAAVVY ESGOECRY TCHVOHEGLPEPLTLRW

EAAAGC DKTHTCPPCPAPELLGGESVFLEPPKPEDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVHENAR TR PREEQY ASTYRVVESVL IVLHODWLNGKEY RCKVSNKAL PAPTER

TISKAKGQPREPQVY TLPPSREEMTENQVSLTCLVKGEY PSD IAVEWE SNGOPENNYKTT

PPVLDEDGSFFLY SKLTVDE SRWQQGSNVESCSVMEEALENHY TOKSLS LS PGK

IL-2 (H16A/F42A) - en negrita (con H16 y F42 subrayados)

Enlazadores (G4S)4 - subrayado unico

Cadena H de MHC Y84A,; A236C - subrayado doble (con Y84A y A236C en negrita)
Enlazador AAAGG - subrayado Gnico

Fc de IgG1 humana; N297A - {en negrita y subrayado, con N287A sin negrita)
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IFIGURA 23A (SEQ ID NO:34)

CUE101-N297A

1360:
ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTC
AAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGUUATTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG

GCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTT
AGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGA
ACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTC
TGAACAGATGGATTACCTTTTGTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTGGAGGCGGAGGATCTGGTGGTG
GAGGTTCTGGTGGTGGGGGATCTGGAGGCGGAGGATCTGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACA
CAGCTACAACTGGAGGLATTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAAT
AAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTT
CAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAA
CATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTT
GTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTGGAGGCGGAGGATCTGGTGGTGGAGGOTTCTGGTGGTGGGGGA
TCTGGAGGCGGAGGATCTGGCETCTCACTCCATGAGGTATTITCTTCACATCCGTGTCCCGGCCCGGECGLG
GGGAGCCCCGCTTCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCCG
CGAGCCAGAGGATGGCAGCLCGCGGGLCGLCGTGGATAGAGCAGGAGGGTCCGGAGTATTIGGGACGGGGA
GACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCEGGCGCCTACA
ACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCAGAGGATGTATGGCTGCGACGTGGGGTCGGACTGGCGC
TTCCTCCGCGGGTACCACCAGTACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGLT
CTTGGACCGCGGCGGACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGTGGGAGGCGGCCCATGTGGCGGAG
CAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGTGGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGA
GACGCTGCAGCGCACGGACGCCCCCAAAACGCATATGACTCACCACGCTGTCTCTGACCATGAAGCCACC
CTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGA
CCAGACCCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTTGCGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCGG
CTGTGGTGGTGCCTTCTGGACAGGAGCAGAGATACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCAAGC
CCCTCACCCTGAGATGGGAGGCAGCTGCGGGTGGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTG
GTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACTTAAGCAC
GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGTCCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAGTGA
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FIGURA 23B

Secuencia lider de {L2 humana - cursiva

IL2 humana; H16A-GCA; F42A=GCA - en negrita (con GCA subrayada)

Enlazador (G45)4 - subrayado unico

A0201 Humano; Y84A=GCC; A236C=TGC

Enlazador AAAGG - subrayado unico

Fc de igG1 humana; N297A=GCA; AGG a AGA (todavia R) y AGC a TCC (todavia
S) - (en negrita y subrayado, con GCA en cursiva)

Codones de parada (TAGTGA)
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FIGURA 24 (SEQ ID NO:35)

CUE101-LALA con péptido lider

MYRMDLLSCIALSLALVTNSAPTSSS TRKTOLOLEALLLDLOMI INGINNYKNPRLTRML
TAKFYMPREATELKHLOCLEEELKPLEEVINLAQSKNFHLRPRDLT SHINVIVLELKGSE
TTFMCEYADETATIVEFLNRWI TFCGSIISTLTCCGGSGEGESGEGESGEGESAPTESST
KXTQLOLEALLLDLOMILNG INNY KN PKLTRML TAKFYMPRKKATELKHLOCLEEELKPLE
EVLNLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGEETTEMCEYADETATIVEFLNRWITFCOS
IISTLTCGCGSGECEEGEEGEGEEGSGEHSMRY FFTSVERPGRGEPREIAVGYVDDTOEY
REDSDAASQRMEPRAPHIEQECEEYHDGETREKVKARSOTHRVDLGTLRGAYNQSEAGSHT
VORMYGCDVGSDWRELRGY HOYAY DCKDY IALRKEDLR SWTAADMAAQTT KHKWEALT
QLRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLGRTDAPKTHMTHEAVSDEEATLRCWALSEFYPARTT
LTWQRDGEDOT QDT ELVETRPCGDGT FORRNARAVVVPSGUECRY TCHVOHAGLPEPLTLRY
EAAAGCDRTHTCPPCFAPELAAGGPAVFLFPPKPRDTLMI SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVE
FMWYVDGVEVENAKTK FREEQYNSTY BVVSVLTVLEQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK
TISKAKGOFREPQVY TLRPSREEMTENQVSLTCLVKGEY PSR IAVEWE SNGOPENNY KTT

PEPVLDSDGSEFFLY SKLTVDRESRWOOCNVESCSVMHEALENHY TORSLSLS PGK

Péptido fider - en cursiva

IL-2 (H16A/F42A) — en negrita {con H16 y F42 subrayados)

Enlazadores {G4S)4 - subrayado Unico

Cadena H de MHC Y84A; A236C - subrayado doble {(con Y84A y A236C en negrita)
Enlazador AAAGG - subrayado anico

Fc de 1gG1 humana; L234A; L235A - (en negrita y subrayado, con L234A y L235A sin negrita)
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FIGURA 25 (SEQ ID NO:36)
CUE101-LALA sin péptido lider

APTSSSTRKTOLOLEALLLDLOMI INGTNNYKNPRLTRML
TAKFYMPKKATELKHLQCLEEELK PLEEVINLAQSKNFHLRPRDLI SNINVIVLELKGSE
TTEFMCEYADETATIVEFLNRWI TFCQSI ISTLTGGGGSGCEGSGEGEIGEGESAFTISET
KKTQLOLEALLLDLOMILNG INNY KN PRKLTRMLTAKFYMPKKATE LKHLOCLEEELKPLE
EVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFINRWITFCQS
IIBTLTCCOGSGEEESGGGGSGEEEIGSHEMRYFFTSVERPGRCGEPREIAVGYVDDTQRY
REDSDAASORMEPRAPWIEQEGEEYHDGETR KVKARSQTHRVDLGTLRGAYNQSEAGSHT
VORMYGCDVESDWRFLRGY HOYAY DCKDY IALKEDLRSWIAADMAAQTTKHKWEAAHVAR
OLRAYLECGTCVEWLRRYLENGKETLORTDAPKTHMTHEAVSDHEATLRCHAL SFYPARTT
LTWORDGEDOIQDTELVETRPCGDGT FQENWAAVVYEPSGQEGRY TCHVOHEGLPKPLTLRW
EAAAGCDKTHTCPPCFAPEALGEPEVFLEPPKPKDTLMI SRTPEVTCVVVIVSHEDFEVE
FNWYVDGVEVHNAKTK PFREEQYNSTY BVVEVLIVLHODWLNGEEYKCRVSNKALPAPIEK
TISKAKGOPREPQVY TLRPSREEMTENQVSLTCLVKGFY PAD IAVEWE SNGOPENNYKTT
FPVLDSDGSFFLY SKLTVDESRWQOGNVESCSVMEEALENHY TQKSLSLSPGK

IL-2 (H16A/F42A) — en negrita {con H16 y F42 subrayados)

Enlazadores (G4S)4 - subrayado unico

Cadena H de MHC Y84A; A236C - subrayado doble (con Y84A y A236C en negrita)
Enlazador AAAGG - subrayado tnico

Fc de IgG1 humana; L234A; L235A - (en negrita y subrayado, con L234A y L235A sin negrita)
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FIGURA 26A (SEQ ID NO:37)
CUE101-LALA: secuencia de nucleédtidos que codifica CUE101-LALA con péptido
lider

AAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAG TTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG

GCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTT
AGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGA
ACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTC
TGAACAGATGGATTACCTTTTGTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTGGAGGCGGAGGATCTGGTGGTG
GAGGTTCTGGTGGTGGGGGATCTGGAGGCGGAGGATCTGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACA
CAGCTACAACTGGAGS | A TTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAAT
CCCAAACTCACCAGGATGCTCACASSAAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTT
CAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAA
CATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTCTGAACAGATGGATTACCTTTT
GTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTGGAGGCGGAGGATCTGGTGGTGGAGGTTCTGGTGGTGGGGGA
TCTGGAGGCGGAGGATCTGGCTCTCACTCCATGAGGTATTTCTTCACATCCGTGTCCCGGCCCGGCCGCG
GGGAGCCCCGCITCATCGCAGTGGGCTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGCGGTTCGACAGCGACGCCG
CGAGCCAGAGGATGGAGCCGCGGGCGCCGTGGATAGAGCAGGAGGGTCCGGAGTATIGGGACGGGGA
GACACGGAAAGTGAAGGCCCACTCACAGACTCACCGAGTGGACCTGGGGACCCTGCGCGGCOGCCTACA
ACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCAGAGGATGTATGGCTGCGACGTGGGGTCGGACTGGCGC
TTCCTCCGCGGGTACCACCAGTACGCCTACGACGGCAAGGATTACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCT
CTTGGACCGCGGCGGACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGTGGGAGGCGGCCCATGTGGCGGAG
CAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGCACGTGCGTGGAGT GGCTCCGCAGATACCTGGAGAACGGGAAGGA
GACGCTGCAGCGCACGGACGCCCCCAAAACGCATATGACTCACCACGCTGTCTCTGACCATGAAGCCACC
CTGAGGTGCTGGGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGGCAGCGGGATGGGGAGGA
CCAGACCCAGGACACGGAGCTCGTGGAGACCAGGCCTTGCGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGCGG
CTGTGGTGGTGCCTTCTGGACAGGAGCAGAGATACACCTGCCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCAAGC
CCCTCACCCTGAGATGGGAGGCAGCTGCGGGTGGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAASS S {GGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTG
GTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACS ACAGCAC
GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGTCCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAGTGA
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FIGURA 26B

Secuencia lider de IL2 humana - cursiva
L2 humana; H16A=GCA; F42A=GCA - en negrita (con GCA subrayada)
Enlazador (G48)4 — subrayado unico
A0201 Humano; Y84A = GCC; A236C =TGC - subrayado doble (con GCC y TGC en negrita)
Enlazador AAAGG - subrayado Gnico
Fc de IgG1 humana; L234A, L235A = GCCGCC
N297=AAC; AGG a AGA (todavia R) y AGC a TCC (todavia S) - (en negrita y
subrayado, con GCCGCC en cursiva)
Codones de parada (TAGTGA)
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FIGURA 27 (SEQ ID NO:38)

CUE101-TM con péptido lider
MYRMQLLSCIALS LALVTNSAPTSSSTRKTQLQLEALLLDIQMT LNG INNY KNPKLPRML
TAKFYMPKKATELKHLQCLEEE LK PLEEVLNLAQSKNFHLRPRDLI SN INVIVLELKGEE
TTFMCEYADE TATIVEFLNRWITFCOST ISTLTIGCGGESGEGESEGEESGEEESAPTSEST
KX TQLOLEALLLDLOMILNG INNY KN PRKLTEMLTAKFYMPRKKATELKHLQCLEEELKPLE
EVLNLAQSKNFHLRPROLISNINV IVLELKGSETTFMCEYADETATIVEFLNRWITFCQSE
IISTLTGGGOSGECESCCEESCEEESCSHSMRY FETSVSRPGRGEPREFIAVEYVDDTQEVY
RFDSDAASORMEPRAPHIEQEGP! WDuEmQKV”“P'QT{“‘DLGmL GARYNQSEAGSHT
VORMY. GO : ‘ b M
QLRAY
LTWQRDGEDOT QKWARAVVVPSGQRED
EAAACCDKTHTCPPCPAPEFR EGuPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FNWYVDGVEVENAKTKPREEQYNS TY RVVSVL TVLEQDWLNGKEYKCKVENKALPAS IEK
TIEHAKGQPREPOVY TLEPSREEMTRKNQVS L TCLVKGFY PSD IAVEWE SNGQPENNYKTT
PEVLDSDGEFFLY SKLTVDKSERQQGNVESCEVMEEALENEY TOKSLELEPGK

Péptido lider - en cursiva

IL-2 (H16A/F42A) - en negrita (con H16 y F42 subrayados)

Enlazadores (G4S)4 - subrayado unico

Cadena H de MHC Y84A; A236C - subrayado doble (con Y84A y A236C en negrita)

Enlazador AAAGG - subrayado unico

Fc de IgG1 humana; L234F; L235E; P331S - (en negrita y subrayado, con L234F, L235E y P331S sin
negrita)
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FIGURA 28 (SEQ ID NO:39)
CUE101-TM sin péptido lider

APTESSTRKTQLOLEALLLDLOMI ING INNYKNPRLTRML
TAKFYMPKRATELRKHLQCLEEELKPLEEVINLAGEENFHLRPRDLI SNINVIVLELKGSE
TTEFMCEYADETATIVEFLNRWI TECOSI ISTLTGGGGEGEEESGEEESGELESAPTESET
KETQLOLEALLLDLOMILNG INNY ENPRKLTRMLTAKFYMPRRKATELKHLOCLEEELERLE
EVINLAQSKNFHLRPRDLISNINVIVLELKGEETTFMCEYADETATIVEFILNRWITFCRS
ITIBTLTCGGGSGGGEEEEGGEEEGEEGIGEHSMRY FFTSVSRPGRGEPRITAVGYVDDTOEY
REDSDAASQRMEPRAPWIEQEGRPEYWDGETREVKAHSOTHRVDLGTLRGAYNOSEAGSHT
VORMYGCDVGSDWRELRGYHOYAYDGEDY TATLKEDLRSWTAADMAAQTTKHEKWEAAHVAE
CLRAYLEGCTCVEWLRRY LENGKETLORTDAPKTHMTHEHAVSDHEATTLRCWALSFYPARTT
LTWORDGEDOQTODTETVETRPCGDGTEOEKWAAVVVESGOEQRY TCHVOHEGLPKPLTLEW
BAMAGG DEKTHTCPPCPAPEILEGGRPSVELFPPRPRDTIMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVK
FRWYVDGVEVHENAK TR PREEQYNETYRVVSVLITVLHQDWLNGREYRCEVSNRALPASIEK
TISKARGOPREPOVY TLPPEREEMTRNQVILTCLVRKGEFY PED IAVEWE SNGQPENNYRTT
PPVLDSDGESFFLY SKLTVDRERWQOGNVESCSVMHEALENEY TORSLSLSPGK

IL-2 (H16A/F42A) — en negrita (con H16 y F42 subrayados)

Enlazadores (G45)4 - subrayado tnico

Cadena H de MHC Y84A; A236C - subrayado doble (con Y84A y A236C en negrita)
Enlazador AAAGG - subrayado tnico

Fc de IgG1 humana; L234F; L235E; P331S - (en negrita y subrayado, con L234F,
L235E y P331S sin negrita)
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FIGURA 29A (SEQ ID NO:40)

CUE101-TM: secuencia de nucledtidos que codifica CUE101-TM con secuencia lider
ATGTACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTC
AAGTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGRINTTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATG
GAATTAATAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACAGISAAGTTTITACATGCCCAAGAAG
GCCACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTT
AGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGA
ACTAAAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTTC
TGAACAGATGGATTACCTTITGTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTGGAGGCGGAGGATCTGGTIGGETG
GAGGTTCTGGTGGTGEGEGATCTGGAGGLGGAGGATCTGCACCTACTTCAAGTTCTACAAAGAAAACA
CAGCTACAACTGGAGH U ATTACTGCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATAATTACAAGAAT
CCCAAACTCACCAGGATGCTCACAL LAAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGCCACAGAACTGAAACATCTT
CAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCA
CTTAAGACCCAGGGACTTAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGGAACTAAAGGGATCTGAAACAA
CATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATIGTAGAATITCTGAACAGATGGATTACCTTTT
GTCAAAGCATCATCTCAACACTGACTGGAGGCGGAGGATCTGGTOGTGGAGGTTCTGETGGTGGEGEGA
TCTGGAGOLGGAGGATCTGOCTCTCACTCCATGAGGTATTTCTTCACATCCOTGTCCCGGLCCGGLCGLG
GEOAGLCCCOLTTCATCGLAGTOEGLTACGTGGACGACACGCAGTTCGTGLGOTTCGACAGLGALGLCE
COAGLLAGAGGATOGEAGCCGCGEELGCCOGTGHATAGAGCAGGAGGGTCCGGAGTATIGGGACGGGGA
GACACGGAAAGTGAAGGCCLACTCACAGACTCACCOAGTGEACCTGGEGACCCTGCECGGCACCTACA
ACCAGAGCGAGGCCGGTTCTCACACCGTCCAGAGGATGTATGGCTGLGACGTGEOETCGGACTGRLGE
TTCCTCCGCGGGTACCACCAGTACGCCTACGACGGCAAGGATIACATCGCCCTGAAAGAGGACCTGCGCT
CTTGGACCGCGOLGGACATGGCAGCTCAGACCACCAAGCACAAGTGGGAGGLGGCCCATGTGGLGRAG
CAGTTGAGAGCCTACCTGGAGGGCALGTGCGTGOAGTOGLTCCGCAGATACCTGGAGAACGGHEAAGGA
GACGCTGCAGLGLACGGALGCCCCCAAAACGCATATOACTCACCACGCTGTCTCTGACCATGAAGCCALE
CTGAGGTGCTGOGCCCTGAGCTTCTACCCTGCGGAGATCACACTGACCTGRLAGLGGRATGGGGAGRA
CCAGACCCAGGACACGGAGLCTCGTGGAGACCAGGCCTTGCGGGGATGGAACCTTCCAGAAGTGGGLGG
CTGTGGTGGETGCCTTICTGGACAGGAGCAGAGATACACCTGLCATGTGCAGCATGAGGGTTTGCCCAAGC
CCCTCACCCTGAGATGOEAGGCAGCTGCGEGETGGCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCA
CCTGAA T GO GGEACCGTCAGTCTTICCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATETCCC
GGACCCCTGAGGTCACATGCGTGRTGGRTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTG
GTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCLGCGGGAGGAGCAGTAL S ST AGCAL
GTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCA
AGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGLCATTIATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGA
GAACCACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTG
CCTGGTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAAC
AACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGG
ACAAGAGCAGATGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCACGAGGCTCTGCACAACCAC
TACACGCAGAAGTCCCTCTCCCTGTCTCCGGGTAAATAGTGA
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FIGURA 29B

Secuengdia lider de IL2 humana - cursiva
IL2; H18A = GCA; F42A =GC4 - en negrita {con GCA subrayada)
Enlazador (G4S)4 - subrayado Gnico
AD201 Humano, Y84A = GCC, A236C -TGC - subrayado doble {(con GCC y TGC en negrita)
Entazador AAAGG - subrayado tnico
Fc de IgG1 humana; L234F =TTC; L235E =GAG; P331S =AGC
N297-AAC; AGG a AGA (todavia R) y AGC a TCC (todavia 8) - {en negrita y subrayado, con
TTC, GAG, AAC y AGC en cursiva)
Codones de parada (TAGTGA)
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FIGURA 30 (SEQ ID NO:41)

1274

MSRSVALAVLALLSLSGLEAYMLDLOPETTGGGGS GGG
ENGKSNFLNCYVSGFHPSDIEVDLLENGERIEKVEHSDL
DEYACRVNHVTLSOQPKIVKWDRDM

GGGGSIQRTPKIQVYSCHPA
FSEDWSEYLLYYTEFTPTEK

S
S

Secuencia lider de 32M humana — en cursiva

E7(11-20) en negrita y subrayado

Enlazador (G45)3 - subrayado dnico

B2M humana; R12C - subrayado doble {(R12C en negrita)

FIGURA 31 (SEQ ID NO:217)

1274 sin péptido lider

YMLDLQPETTGGGGSGGGGSGGGGSIORTPKIQVY SCHPAENGKSNFLNCYVSGFHPSDIEVDLLKNGER
ITEKVEOSDLSEFSKDWSEYLLYYTEFTPTERKDEYACRVNOVTLSQPKIVEKWDRDM

E7(11-20) en negrita y subrayada (YMLDLOPETT; SEQ ID NO:77)
Enlazador (G45)3 - subrayado unico (GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 207)
B2M humana; R12C - subrayado doble

FIGURA 32 (SEQ ID NO:43)
Secuencia de nucleétidos 1274 que codifica a 1274 con el péptido lider

ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGGCCTGGAGGCCTACATGCTCGA
TTTGCAGCCCGAAACGACGGGTGGAGGTGGTTCTGGAGGAGGCGGTTCGGGCGGAGGTGGTAGTATC
CAGCGTACTCCAAAGATTCAGGTTTACTCATGCCATCCAGCAGAGAATGGAAAGTCAAATTTCCTGAATT
GCTATGTGTCTGGGTTTCATCCATCCGACATTGAAGTTGACTTACTGAAGAATGGAGAGAGAATTGAAAA
AGTGGAGCATTCAGACTTGTCTTITCAGCAAGGACTGGTCTTITCTATCTCTTGTATTATACTGAATTCACCCC
CACTGAAAAAGATGAGTATGCCTGCCGTGTGAACCACGTGACTTTGTCACAGCCCAAGATAGTITAAGTG
GGATCGAGACATGTAGTGA

Secuencia lider de B2M humana — en cursiva

E7(11-20) - en negrita y subrayado

Enlazador {G45)3 - subrayado Unico

B2M humana; R12C -TGC - subrayado doble (TGC en negrita) 5 codones de parada TAGTGA
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FIGURA 33A (SEQ {D NO:44)

Secuencia Fc de igG1 humana WT:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYHSTYRVVEVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

FIGURA 33B (SEQ ID NO:45)

Mutante Fc de 1g(G1 humana: L234F/L235E/P331S (Triple Mutante “TM")

DKTHTCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQY® STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPASIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWOQQGNVFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

FIGURA 33C (SEQ ID NO:46)
Mutante Fc de IgG1 humana: N297A

DKTHTCPPCPARPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQY { STYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

FIGURA 33D (SEQ ID NO:47)

Mutante Fc de 1gG1 humana: L234A /L235A ("LALA")

DKTHTCPPCPARPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREP
QVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQGNVFSCSYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Residuo numerado de acuerdo con el indice de fa UE (numeracion de Kabat)

90



FIGURA 34A (SEQ ID NO:48)
B2M R12C

TORTPKIQVYSCHPRAENGRSNELNCYVSGFHESDIEVDLLENGERIEKVEHSDLSFSKDWSFYLL
YYTEFTPTEKDEYACRVNEVTLSQPRIVEWDRDM

FIGURA 34B (SEQ ID NO:49)
IL-2 (H16A; F42A)

APTSSSTERTOLOLEALLLDLOMITNG INNYRNPKLTRPMLTARFYMPRKATELKHLOCLEEELKE
LEEVLNLAQSKNFE I“‘LRE’RL_LJL.\_V].\' INVIVLELKG ETTH\&\JMI ADETATIVEFLNRWITEFCOSILIS
TLT

FIGURA 34C (SEQ ID NO:50)
Cadena de MHC-H clase | A0201 (Y84A; A236C)

GEHEMRY FETSVSRPGRGEPRFIAVGY VDDTOEVREDSDAASQRMEPRAPWI EQOEGPEYWDGETR
KVKAH S\,}T‘{R\/ DLGTLRGAYNQSEAG H’TVQR’MYGF’DVGbJWP FLRGYHOYAYDGRDY TALKEDL
REWTAADMA f'””[\“{z\WMAL&HVA :k CVEWLREY LE] RTDAPKTHMTHEAVS
PHEATLRCWALIEYPA "ITZTYTQRJ\JEDQ""“_}TZL\7Em“PCpEuiL QRWAAVVVPESGOREQRYTCH
VOHEEGLEPKE

.0
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FIGURA 35

Volumen tumoral
(fotones/segundo)

1,5x 10"

1,0%101

5,0x10%
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* anti-PD1 &
4 CUEIL-2 &
M CUEIL-2 + anti-PD1 /

/ P anti-PD1

o CUE:IL-2
g CUE:IL-2 + anti-PD1

Dias después del injerto
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FIGURA 38A
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FIGURA 38B
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FIGURA 39B
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FIGURA 40A

IL-6 (pg/ml) - dia 3
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FIGURA 40B
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FIGURA 41A
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FIGURA 42A

IL-10 (pg/ml) - Ajuste lineal dia 3
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FIGURA 42B
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FIGURA 43A

IL-17A (pg/ml) - dia 3
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FIGURA 43B
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FIGURA 44A

IL4 {pg/ml) - dia 3
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FIGURA 45
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FIEURA 46
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FIGURA 47

Variante de 4-1BBL Nivel de expresion Nive! de expresion Cambio sobre el tipo
mg/t mg/t salvaje

MO1A 105.9 115.9 3

Fo3a 48,9 416 58

944 13,8 23,1 2,2

L8554 81,8 63,3 92

Va64a 16,2 24 4 26

OR84 430 430 55

MOS4 35,3 53,3 56

Viooa 37,6 426 5.1

L1014 137,8 203.2 21,7

L1GZ2A 148,0 184,4 21,2

11034 480 68,0 74

Dig44a 70,5 65,1 3.9

G1054 23,8 37.6 26

PLOGA 81,2 66,0 9.4

LIG7A 13,8 13.4 17

SIGRA 66,2 72,1 838

Wioea 15,6 30,8 29

Yiiga 107,0 1101 13,8

51114 104.0 109,0 13,6

D1iZA 28,0 321 38

P1134A 0,1 60,4 7.7

G1l14A 948 817 39

LI1SA 23,0 26,4 31

G1174A 4,4 12,5

Vii8A 4,2 53

51184 4.6 5,6

Li2GA 46 4.6

TiZiA 4,9 6,3

G1224 9.8 9,5

G123A 25 10,4

L1244 31 8.5

S$1254 8,9 8.3

Y1264 23 0,6

E1284 8,1 14.6

Di2oa 2,2 0.0
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FIGURA 47 (cont.)

Variante de 4-1BBL

Nivel de expresion
mgli

Nivel de expresién

mg/l

Cambio sobre ef tipo
salvaje

Ti30A 1,9 28
Ki314 7,0 15,3
Eizza 23 6,8
Fi444 1,5 0,0
Fl4%4 82 8,3
14864 57 10,5
LI4TA 10,3 16,8
E1484 57 44
L1484 9,9 12,9
RiI504 10,3 47
Rizi4a 18 0,0
YVi52A 2,9 8.7
Vis3a 37 79
G1554 6,9 13,1
E1564 43 4,0
G1574 12,3 18,7
$1584 6,7 6.3
31844 3,6 5,0
L1854 22 0,0
PiE64 43 22
PIRTA 29 0,0
S1884 38 61
$1304 24 3,1
E1giA 1,8 4.1
RIS3IA 6.6 7.5
Ni94A 43 0,1
51854 32 16
F1974 3.1 6,5
82104 5,1 3.9
R211A 1,6 35
L312A 20 9,8
G21i3A 5,0 29
V2144 27 75
H2154 33 24
L216A 34 10,2
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FIGURA 47 {cont.}

Yariante de 4-3BBL Nivel de expresion - Nivei de axpresion : Cambio sobre eftipo
mgil mgd sabeaje
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