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ES 2 305 886 T3

DESCRIPCION

Proteinas de fusién de IL-7 con porciones de anticuerpo, su preparacioén y su empleo.
Campo de la invencion

La invencién se refiere a proteinas de fusion de interleuquina-7 (IL-7), a procedimientos para su obtencion y a los
empleos de las mismas. Las proteinas de fusién comprenden una porcién de inmunoglobulina fusionada directamente
o indirectamente con IL-7, que estaba modificada en posiciones especificas en comparacién con el tipo silvestre de IL-
7 con el fin de mejorar las propiedades biolégicas y farmacéuticas. Las proteinas, de conformidad con la invencién, son
particularmente adecuadas para el tratamiento de desérdenes acompafiados por inmunodeficiencias y, en particular, de
enfermedades en las que estén involucradas deficiencias de las células T.

Fundamento de la invencion

Diversos desérdenes y terapias estan relacionados con una deficiencia de células inmunes. Por ejemplo, la infeccién
VIH resulta de una pérdida de células CD4+ T, mientras que las terapias, tal como la quimioterapia y la terapia
por radiacién dan como resultado, generalmente, una pérdida de una gran variedad de células sanguineas. Se han
realizado intentos para proporcionar fairmacos proteicos especificos que puedan restablecer tipos especificos de células
inmunes que se hayan perdido como resultado de una enfermedad o de una terapia. A titulo de ejemplo, en el caso
de la quimioterapia contra el cdncer, se utiliza la eritropoyetina para reemplazar los eritrocitos, empledndose el factor
de estimulacién de las colonias de granulocitos (G-CSF) para reemplazar neutrdfilos y el factor de estimulacion de
las colonias macréfagas de granulocitos (GM-CSF) es empleado para reemplazar granulocitos y macréfagos. Atn
cuando estos farmacos proteicos son beneficiosos, tienen una vida media en suero relativamente corta de tal manera,
que frecuentemente, es insuficiente el reemplazo de las células inmunes. De igual modo, en el momento actual se
utiliza en clinica un tratamiento no especifico para estimular especificamente el desarrollo de las células T o B, atin
cuando se sabe que la pérdida de estas células, como resultado de una enfermedad o después de ciertos tratamientos
mieloablativos, es particularmente nociva para la salud de un paciente. Por lo tanto, existe una necesidad en el estado
de la técnica para desarrollar estimuladores y restauradores del sistema inmune, en particular existe una necesidad de
linfocitos, que tengan una vida media en suero prolongada.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a proteinas de fusion de interleuquina-7 (IL-7) que tienen propiedades bioldgicas
mejoradas en comparacion con las correspondientes proteinas de IL-7 de tipo silvestre. Asi pues, la presente inven-
cién estd basada, en parte, en el descubrimiento de que las proteinas de fusién de IL-7, que tienen caracteristicas
estructurales particulares, tienen propiedades bioldgicas mejoradas en comparacién con la IL-7 recombinante de tipo
silvestre.

De manera alternativa, las proteinas de fusién de IL-7 han sido descritas en la publicacion WO 02/079232(Lexigen)
y en la publicacion WO 04/018681 (Cytheris). La publicacion WO 04/018681 depositada antes que esta invencion,
pero publicada mas tarde, describe constructos de fusidn, en los que conférmeros de IL-7, que comprenden modifica-
ciones en la secuencia de aminodcidos de IL-7, que consisten en tres puentes de disulfuro Cys:1-4 (Cys2 - Cys92), 2-
5 (Cys34-Cys129) y 3-6 (Cys47-Cys141), estan funcionalmente ligados con porciones Fc de una cadena pesada IgG a
través de una regién bisagra peptidica, siendo dicha IgG una IgG1 o una IgG4 humana. Estos constructos especificos,
cuando queden comprendidos en el alcance de la reivindicacién 1, quedan explicitamente excluidos de la siguiente
descripcion de la invencion.

Por lo tanto, la invencidn se refiere, en un aspecto, a una proteina de fusién que incluye una primera porcién, que
comprende una cadena de inmunoglobulina (Ig) y una segunda porcién, que comprende la interleuquina-7 (IL-7), en
la que la proteina de fusién de IL-7 tiene una actividad bioldgica incrementada, tal como una vida media en suero
mayor o favorece la supervivencia o la expansién de las células inmunes, en comparacién con el tipo silvestre de
IL-7.

En una realizacidn, la invencion se refiere a una proteina de fusion, que incluye una primera porcién, que compren-
de una cadena de Ig, y un segunda porcién que incluye la IL-7, en la que los residuos de aminodcido en las posiciones
70 y 91 de la IL-7 estdn glicosilados y el residuo de aminodcido en la posicién 116 de la IL-7 no estd glicosilado.
Las posiciones de aminodcido de la IL-7 se refieren, a través de este documento, a las posiciones correspondientes
en la secuencia humana de IL-7, madura. En una realizacién, el residuo de aminoécido en la posicién 116 de la IL-
7 es asparagina. En otra realizacién, el residuo de amino4cido en la posicién 116 de la IL-7 esta alterado de tal ma-
nera que no sirve como locus de glicosilacién. En otra realizacién, la mitad IL-7 comprende enlaces de disulfuro
entre Cys2 y Cys92, entre Cys34 y Cys129, y entre Cys47 y Cys141 de la IL-7, bajo la condicién indicada en la
reivindicacioén 1.

En otra realizacion, la invencion incluye una proteina de fusion que comprende una primera porcion, que incluye
una cadena de Ig y una segunda porcién que incluye la IL-7, en la que la IL-7 comprende enlace disulfuro entre Cys2
y Cys92, entre Cys34 y Cys 129, y entre Cys47 y Cysl41 de la IL-7 con la condicién indicada en la reivindicacién
1. En una realizacion, el residuo de aminodcido en la posicién 116 de la IL-7 no esta glicosilado. En otra realizacion,
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el residuo de aminodcido en la posicién 116 de la IL-7 es la asparagina o estd alterado de tal manera que ya no sirva
como locus para la glicosilacién. En otra realizacion, los residuos de aminodcido en las posiciones 70 y 91 de la IL-7
estan glicosilados.

La cadena de Ig es, en general, un anticuerpo intacto o una parte del mismo, tal como una regién Fc. La cadena
de Ig de la proteina de fusion de IL-7 puede derivarse de cualquier isotipo conocido de Ig y puede incluir, como
minimo, una porcién de uno o varios dominios constantes. A titulo de ejemplo, el dominio constante puede elegirse
entre el grupo formado por una regién CH1, por una regién bisagra, por una regién CH2 y por una regién CH3. En
una realizacién, la mitad de Ig incluye una regién bisagra, una regiéon CH2 y una regién CH3. La cadena de Ig esta
conectada, de manera opcional, con la porcién de IL-7 por medio de un ligando.

En la presente invencion se admiten las mitades de Ig de un isotipo de anticuerpo simple, tal como IgG1 o IgG2, y
las mitades hibridas de Ig. A titulo de ejemplo, en una realizacion, la mitad Ig incluye una regién bisagra derivada de
un isotipo (por ejemplo IgG2) y una regiéon CH procedente de otro isotipo (por ejemplo IgG1). De manera ventajosa,
una cadena de Ig, que incluya una porcién Fc de IgG1, puede ser modificada para incluir las mutaciones Asn297GIn
y Tyr296Ala.

De igual modo, puede modificarse de manera ventajosa una cadena de Ig, que incluya una porcién Fec de IgG2, con
el fin de que incluya las mutaciones Asn297Gln y Phe296Ala.

La porcién IL-7 de la proteina de fusién de IL-7, que se ha descrito precedentemente, puede comprender la porcién
madura de la porcién IL-7. En una realizacion, la porcién IL-7 puede incluir, ademds, una eliminacién, tal como una
eliminacién interna. En un ejemplo, la IL-7 puede incluir una eliminacién de dieciocho aminoacidos de los aminoéci-
dos 96 hasta 114 de 1a SEQ ID NO:1.

En otras realizaciones, la invencién incluye dcidos nucleicos purificados que codifican las proteinas de fusién de
IL-7 descritas precedentemente y células huésped cultivadas que incluyen estos acidos nucleicos.

En otro aspecto, la invencién incluye un procedimiento para la preparacién de una proteina de fusién de IL-7 que
incluye la expresion en una célula huésped del dcido nucleico precedentemente descrito y la recoleccion de la proteina
de fusioén.

En otro aspecto, la invencién incluye una composicion, tal como una composiciéon farmacéutica que incluye la
proteina de fusidn, que ha sido descrita precedentemente.

En otro aspecto, la invencién incluye un procedimiento para la obtencioén de composiciones para el tratamiento de
un paciente mediante la administracién de proteinas de fusién de Fc-IL-7.

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 representa la secuencia de aminodcidos de la IL-7 humana (SEQ ID NO:1). La secuencia sefial se ha
mostrado en negrita. De igual modo se ha representado en negrita y en cursiva un segmento de dieciocho aminoacidos

que puede ser sometido a eliminacién a partir de la secuencia de la IL-7.

La figura 2 representa la secuencia de aminodcidos de la IL-7 de ternera (SEQ ID NO:2). La secuencia sefial se ha
mostrado en negrita.

La figura 3 representa la secuencia de aminodcidos de la IL-7 de cordero (SEQ ID NO:3). La secuencia sefial se
ha mostrado en negrita.

La figura 4 representa la secuencia de aminodcidos de la Fcy1-IL-7 humana, madura (SEQ ID NO:4).
La figura 5 representa la secuencia de aminodcidos de la Fcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 humana, madura (SEQ ID NO:5).
La figura 6 representa la secuencia de aminoacidos de la Fcyl(ligando1)-IL-7 humana, madura (SEQ ID NO:6).

La figura 7 representa la secuencia de aminodcidos de la Fcy1(YN>AQ)(ligando2)-IL-7 humana, madura (SEQ ID
NO:7).

La figura 8 representa la secuencia de aminodcidos de la Fcyl(YN>AQ,d)(ligando2)-IL-7 humana, madura (SEQ
ID NO:8).

La figura 9 representa la secuencia de dcidos nucleicos de la regién Fc de la Fcyl-IL-7 humana (SEQ ID NO:22).

La figura 10 representa la secuencia de dcidos nucleicos de la regién Fc de la Fcyl(YN>AQ)-IL-7 humana (SEQ
ID NO:21).

La figura 11 es la secuencia de acidos nucleicos de la regién Fc de la Fcy2(h)-IL-7 humana (SEQ ID NO:20).
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La figura 12 es la secuencia de acidos nucleicos de la regién Fc de la Fcy2(h) (FN>AQ)-IL-7 humana (SEQ ID
NO:19).

La figura 13 es una representacion gréfica del perfil farmacocinético de la IL-7 humana recombinante (cuadrados
vacios) y de la proteina de fusién de Fcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 (rombos vacios) del ejemplo 7. La concentracion en suero
de la proteina de fusion de IL-7 administrada (en ng/ml) se midi6 a través del tiempo (en horas).

La figura 14 es una representacion grafica de la reconstitucién de las células B en ratén irradiado, trasplantado con
médula dsea, tratado con la IL-7 humana recombinante (simbolos vacios), con la Fc-IL-7 humana (simbolos rellenos)
o con la PBS (X). Las proteinas se administraron un dia si y otro no (cuadrados) o una vez a la semana (tridngulos).
La linea en trazos discontinuos representa la concentracion en las células B en el ratén donante.

La figura 15 es una representacion gréifica de la reconstitucion de las células T en ratones irradiados, trasplantados
con médula Osea, tratados con la IL-7 humana recombinante (simbolos vacios), con la Fc-IL-7 humana (simbolos
rellenos) o con la PBS (X). Las proteinas se administraron un dia si y otro no (cuadrados) o una vez a la semana
(tridngulos). La linea en trazos discontinuos representa la concentracién en células T en el ratén donante.

La figura 16 es una representacion del trazado en puntos de las poblaciones de linfocitos de muestras procedentes de
la sangre (fila superior) y procedentes de la bilis (fila inferior) de ratén irradiado, trasplantado con médula dsea, tratado
con la huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 (primeras dos columnas); y de controles no tratados (dltima columna). La primera
columna representa los linfocitos endégenos reconstituidos (CD45.2+), y la segunda columna representa los linfocitos
del donante reconstituidos (CD45.1+). Los linfocitos T, detectados como células positivas CD3, estdn mostrados en
el cuadrante derecho inferior. Los linfocitos B, detectados como células positivas B220, estidn representados en el
cuadrante izquierdo superior.

Descripcion detallada de la invencion

La invencidn proporciona proteinas de fusién de IL-7 que tienen una actividad biolégica reforzada en comparacién
con las proteinas de IL-7 de tipo silvestre. En particular, la invencién proporciona proteinas de fusién de IL-7 que
incluyen una porcién de inmunoglobulina (Ig). Estas proteinas de fusién de Ig-IL-7 tienen una actividad biolégica
reforzada, tal como una vida media en suero acrecentada en comparacién con la de las proteinas de IL-7 de tipo
silvestre, lo que las hace adecuadas para el empleo en el tratamiento de condiciones acompaifiadas por deficiencias de
las células inmunes, tales como las deficiencias de linfocitos.

De igual modo, la invencion estd basada, en parte, en el descubrimiento de que las proteinas de fusién de IL-
7 que tienen caracteristicas estructurales particulares, tienen, asimismo, propiedades bioldgicas reforzadas. Mientras
que la secuencia de aminodcidos de la IL-7 de mamiferos es perfectamente conocida, sigue estando mal definida la
informacién sobre la estructura de las proteinas de IL-7 derivadas por via eucariota, con inclusién, por ejemplo, del
modo en que se pliega la proteina y los efectos de su locus de glicosilacién N-ligados, previstos, sobre su actividad
bioldgica. A titulo de ejemplo, la proteina de IL-7 humana tiene una cisteina en las posiciones 2, 34, 47, 92, 129, y
141 de la proteina madura y tres locus de glicosilacién N-ligados potenciales en las posiciones de asparagina (Asn)70,
Asn91, y Asnl16. Sin embargo, no se conoce la estructura precisa de la IL-7 sintetizada bajo condiciones eucariotas.

La presente invencién incluye proteinas de fusidon de IL-7, que tienen formas estructurales particulares y una
actividad biolégica reforzada. A titulo de ejemplo, las proteinas de fusion de IL-7 tienen la pauta de enlace de disulfuro
de Cys2-Cys92, Cys34-Cys129 y Cys47-141 con la condicién de la reivindicacién 1, son mds activas in vivo que la
proteina de IL-7 recombinante de tipo silvestre.

Por otro lado, la invencién proporciona una forma de una proteina de fusién de IL-7 en la que Gnicamente es-
tan glicosilados dos de los tres locus de glicosilacién N-ligados potenciales de la IL-7. De manera especifica, estan
glicosilados Asn70 y Asn91 de la proteina madura, mientras que no esta glicosilado en la IL-7 el locus Asn116 de gli-
cosilacion N-ligado previsto. Una proteina de fusion de IL-7 de este tipo es mds activa in vivo que la IL-7 recombinante
de tipo silvestre.

La invencidn incluye asimismo proteinas de fusién de IL-7 en las que la mitad IL-7 contiene una eliminacién y que
retiene una actividad comparable con respecto a la que corresponde a las proteinas de fusién de IL-7 no modificadas.
A titulo de ejemplo, la invencién proporciona una forma de Ig-IL-7 en la que la mitad IL-7 contiene una eliminacién
interna de dieciocho aminodcidos que corresponde a la secuencia VKGRKPAALGEAQPTKSL (SEQ ID NO:9).

Proteinas de fusion de interleuquina-7

De manera tipica, la porcién de proteina de IL-7 esta fusionada con una proteina portadora. En una realizacion, la
proteina portadora estd dispuesta hacia el extremo N de la proteina de fusion y la proteina de IL-7 estd dispuesta hacia
el extremo C. En otra realizacion, la proteina de fusion de IL-7 estd dispuesta hacia el extremo N de la proteina de
fusién y la proteina portadora estd dispuesta hacia el extremo C.

Tal como se usa aqui, el término “interleuquina-7” o “IL-7" significa polipéptidos de IL-7 y derivados y andlo-
gos de los mismos que tengan una identidad substancial en la secuencia de aminoécidos con respecto a las IL-7 de
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mamiferos, maduras, de tipo silvestre y que tengan substancialmente una actividad bioldgica equivalente, es decir en
bioensayos normalizados o en ensayos de afinidad de enlace del receptor de la IL-7. Por ejemplo, IL-7 se refiere a una
secuencia de aminodcidos de un polipéptido recombinante o no recombinante, que tenga una secuencia de aminoaci-
dos de: i) una variante alélica, que se presente de manera nativa o natural de un polipéptido de IL-7, ii) un fragmento
biolégicamente activo de un polipéptido de IL-7, iii) un polipéptido biolégicamente activo andlogo al polipéptido de
IL-7, o iv) una variante biolégicamente activa de un polipéptido de IL-7. Los polipéptidos de IL-7, de conformidad
con la invencién, pueden obtenerse a partir de cualquier especie, por ejemplo de los seres humanos, de ternera o de
cordero. Las secuencias de 4cido nucleico y de aminoacido de la IL-7 son perfectamente conocidas en el estado de la
técnica. A titulo de ejemplo, la secuencia de aminoécidos de la IL-7 humana tiene un nimero de acceso a la genoteca
de NM 000880 (SEQ ID NO:1) y se ha mostrado en la figura 1; la secuencia de aminodcidos de la IL-7 de rat6n tiene
un nimero de acceso a la genoteca de NM 008371; la secuencia de aminodcidos de la IL-7 de rata tiene un nimero
de acceso a la genoteca de AF 367210; la secuencia de aminodacidos de la IL-7 de ternera tiene un niimero de acceso
a la genoteca de NM 173924 (SEQ ID NO:2) y se ha mostrado en la figura 2; y la secuencia de amino4cidos de la IL-
7 de cordero tiene un nimero de acceso a la genoteca de U10089 (SEQ ID NO:3) y se ha mostrado en la figura 3. La
secuencia sefial para cada una de las especies polipéptidas se ha mostrado en negrita en cada una de las figuras y, de
manera tipica, no se ha incluido cuando la porcién de IL-7 esté fusionada en el extremo C de la proteina portadora.

Se ha definido una “variante” de una proteina de IL-7 como una secuencia de aminoécidos que esta alterada por
uno o por varios aminodcidos. La variante puede tener cambios “moderados”, cuando un aminodcido substituido tenga
propiedades similares desde el punto de vista estructural o quimico, por ejemplo cuando se substituya la leucina por
isoleucina. En casos mds raros, una variante puede tener cambios ‘“no moderados”, por ejemplo la substitucién de una
glicina por un triptofano. De igual modo las variaciones menores similares pueden incluir deleciones o inserciones de
aminodcido, o ambas. Pueden encontrarse guias para determinar que residuos de aminodcidos y cuantos residuos de
aminodcidos pueden ser substituidos, insertados o sometidos a eliminacién sin eliminar la actividad biol6gica mediante
el empleo de programas de ordenador perfectamente conocidos en el estado de la técnica, por ejemplo programas de
ordenador para el modelado molecular o para la formacién de alineamientos. Las proteinas de IL-7, comprendidas
en la invencidn, incluyen proteinas de IL-7 que retienen la actividad de IL-7. Los polipéptidos de IL-7, que incluyen
asimismo adiciones, substituciones o deleciones estdn abarcados en la invencidn en tanto en cuanto las proteinas
mantengan una actividad substancialmente equivalente a la actividad biolégica de la IL-7. A titulo de ejemplo, quedan
abarcados por la invencién los truncamientos de IL-7 que retengan una actividad biolégica comparable a la de la forma
con la longitud completa de la proteina de IL-7. La actividad de la proteina de IL-7 puede medirse con el empleo de
ensayos de proliferacién celular in vitro tal como se ha descrito en el ejemplo 6 mds adelante. La actividad de las
variantes de la IL-7, de conformidad con la invencién, mantienen la actividad biolégica al menos en un 10%, en un
20%, en un 40%, en un 60%, pero de manera mas preferente en un 80%, en un 90%, en un 95% y de una manera atin
mads preferente en un 99% en comparacion con la IL-7 de tipo silvestre.

Las proteinas de IL-7 variantes incluyen también polipéptidos que tengan una identidad de secuencia de, al menos,
aproximadamente un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 92%, un 95%, un 96%, un 97%, un 98%, un 99%,
o por encima de este valor con la IL-7 de tipo silvestre. Para determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias
de aminodcido o de dos acidos nucleicos, las secuencias son alineadas con objeto de efectuar una comparacién 6p-
tima (por ejemplo pueden ser introducidas lagunas en la secuencia de un primer aminodcido o secuencia de dcidos
nucleicos para el alineamiento 6ptimo con un segundo aminodcido o secuencia de acidos nucleicos). El porcentaje
de identidad entre dos secuencias es una funcién del nimero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias
(por ejemplo, % de homologia = # de posiciones idénticas/# total de posiciones-veces-100). La determinacién del
porcentaje de homologia entre dos secuencias puede llevarse a cabo mediante el uso de un algoritmo matematico. Un
ejemplo preferido, no limitativo, de un algoritmo matematico utilizado para la comparacién de dos secuencias es el
algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68, modificado como en la publicacién de
Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:5873-77. Un algoritmo de este tipo estd incorporado en los
programas NBLAST y XBLAST de los autores Altschul, et al. (1990) J. Mol. Biol. 215:403-10. Las investigaciones
de nucledtidos por medio de BLAST pueden llevarse a cabo con el programa NBLAST, puntuacién = 100, tamafio
de la palabra = 12. Las investigaciones con la proteina BLAST pueden llevarse a cabo con el programa XBLAST,
puntuacién = 50, tamafio de la palabra = 3. Con objeto de obtener alineamientos con lagunas, con fines comparativos,
puede utilizarse el BLAST con lagunas como se ha descrito en la publicacién de los autores Altschul et al., (1997)
Nucleic Acids Research 25(17):3389-3402. Cuando se utilicen los programas BLAST y BLAST con lagunas, podran
ser empleados pardmetros de defecto de los programas respectivos (por ejemplo, XBLAST y NBLAST).

Los epitopos potenciales de las células T o de las células B en la mitad IL-7 pueden ser eliminados o modificados
en las proteinas de fusion de Fc-IL-7 de la invencién. A titulo de ejemplo se han descrito mitades de IL-7 desprovistas
de inmunidad en la solicitud de patente provisional norteamericana titulada “Variantes de IL-7 con inmunogenicidad
reducida -IL-7 Variants with Reduced Immunogenicity-" (nimero de expediente del agente de la propiedad industrial
LEX-035PR), que fue depositada en la oficina de patentes y marcas de los Estados Unidos el 9 de diciembre de 2004.

Proteina portadora

La proteina portadora puede ser cualquier mitad fusionada de manera covalente con la proteina de IL-7. En una
realizacion, la proteina portadora es la albimina, por ejemplo, es albiumina de suero humano. En otra realizacion, la
proteina portadora es una mitad de inmunoglobulina (Ig), tal como una cadena pesada de Ig. La cadena de Ig puede
derivarse de IgA, IgD, IgE, IgG, o IgM. De conformidad con la invencién, la mitad Ig puede formar un anticuerpo
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intacto y puede dirigir la proteina de fusién de IL-7 hacia locus diana especificos en el cuerpo. El técnico en la materia
conoce las proteinas de fusién, que utilizan como diana un anticuerpo. En otra realizacion, la mitad Ig portadora
comprende, ademads, una cadena ligera de Ig.

En una realizacién, la mitad Ig comprende una regién Fc. Tal como se utiliza en este caso, la “porcién Fc” abarca
dominios derivados de la regién constante de una inmunoglobulina, de manera preferente de una inmunoglobulina
humana, con inclusién de un fragmento, un andlogo, una variante, un mutante o un derivado de la regién constante.
Las inmunoglobulinas adecuadas incluyen IgG1, IgG2, I1gG3, IgG4, y otras clases. La regién constante de una inmu-
noglobulina se define como un polipéptido, que se presenta de manera natural o que se obtiene por via de sintesis, que
es homdlogo a la regién del extremo C de la inmunoglobulina, y que puede incluir un dominio CH1, una bisagra, un
dominio CH2, un dominio CH3 o un dominio CH4, independientemente o en cualquier combinacién. En la presente
invencién, la porcién Fc incluye, de manera tipica, al menos un dominio CH2. A titulo de ejemplo, la porcién Fc puede
incluir bisagra-CH2-CH3. De manera alternativa, la porcién Fc puede incluir la totalidad o una porcién de la regién
bisagra, del dominio CH2 y/o del dominio CH3 y/o del domino CH4.

La regién constante de una inmunoglobulina es responsable de muchas funciones anticuerpo importantes, con
inclusion del enlace del receptor Fc (FcR) y la fijacién del complemento. Existen cinco clases principales de regién
constante de cadena pesada, clasificadas como IgA, IgG, IgD, IgE, y IgM. A titulo de ejemplo, la IgG estd subdividida
en cuatro subclases: 1, 2, 3 y 4, conocidas también como IgG1, IgG2, IgG3 y IgG4, respectivamente.

Las moléculas de IgG interaccionan con un gran nimero de clases de receptores celulares, con inclusién de tres
clases de receptores Fcy (FcyR) especificos para la clase IgG del anticuerpo, en concreto FcyRI, FcyRII y FcyRIIL
Se ha descrito que las secuencias importantes para el enlace de IgG con los receptores FcyR estan localizadas en los
dominios CH2 y CH3. La vida media en suero de un anticuerpo estd influenciada por la habilidad de este anticuerpo
para ligarse sobre el receptor Fc (FcR). De manera similar, la vida media en suero de las proteinas de fusién de
inmunoglobulina estd influenciada también por la habilidad para ligarse con tales receptores (Gillies et al., (1999)
Cancer Res. 59:2159-66). Los dominios de IgG2 e IgG4, en comparacion con las de los dominios IgG1, CH2 y CH3,
tienen una afinidad de enlace con los receptores Fc bioquimicamente indetectable o reducida. Se ha descrito que las
proteinas de fusién de inmunoglobulina, que contienen dominios CH2 y CH3 de IgG2 o de IgG4, ya no tienen vida
media en suero en comparacion con las proteinas de fusion correspondientes, que contienen los dominios CH2 y CH3
de IgG1 (patente norteamericana U.S. No. 5,541,087; Lo et al., (1998) Protein Engineering, 11:495-500). Por lo tanto,
en ciertas realizaciones de la invencion, los dominios CH2 y CH3 preferidos se derivan de un isotipo anticuerpo con
afinidad de enlace con el receptor reducida y funciones de efector tales como, por ejemplo, la IgG2 o la IgG4. De una
manera mas preferente, los dominios CH2 y CH3 se derivan de IgG2.

La region bisagra estd localizada, normalmente, en el extremo C con respecto al dominio CH1 de la regién cons-
tante de cadena pesada. En los isotipos IgG, se producen de manera tipica enlaces de disulfuro dentro de la regién
bisagra, lo que permite que se forme la molécula de anticuerpo tetrdmera final. Esta regién estd dominada por proli-
nas, serinas y treoninas. Cuando se incluya en la presente invencidn, la region bisagra es, de manera tipica, al menos
homéloga con la regién de inmunoglobulina que se presenta de manera natural, que incluye los residuos de cisteina
para formar enlaces de disulfuro que unan las dos mitades Fc. De manera representativa, se conocen en el estado
de la técnica secuencias de regiones bisagra de inmunoglobulina humana y de ratén y pueden encontrarse en la pu-
blicacién de Borrebaeck, ed., (1992) Antibody Engineering, A Practical Guide, W. H. Freeman y Co. Las regiones
de bisagra adecuadas para la presente invencidn pueden derivarse de IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4 y de otras clases de
inmunoglobulina.

La region bisagra IgG1 tiene tres cisteinas, interviniendo la segunda y la tercera de las mismas en los enlaces de
disulfuro entre dos cadenas pesadas de la inmunoglobulina. Estas mismas dos cisteinas permiten el enlace disulfuro
eficiente y consistente sobre una porcioén Fc. Por lo tanto, una regién bisagra preferente de la presente invencion se
deriva de IgG1, de una manera méas preferente se deriva de IgG1 humana, en la que la primera cisteina estd mutada,
de manera preferente, en otro aminodcido, de manera preferente en serina.

La regi6n bisagra isotipo IgG2 tiene cuatro enlaces de disulfuro que tienden a favorecer la oligomerizacion y posi-
blemente el enlace disulfuro incorrecto durante la secrecion en sistemas recombinantes. Una region bisagra adecuada
puede derivarse de una bisagra IgG2; cada una de las dos primeras cisteinas estd mutada, de manera preferente, por
otro aminodcido.

Se sabe que la region bisagra de IgG4 forma, de manera ineficiente, enlaces de disulfuro intercatenarios. Sin
embargo, una region bisagra adecuada para la presente invencion puede derivarse de la regién bisagra IgG4, que
contenga preferentemente una mutacién que refuerce la formacién correcta de los enlaces de disulfuro entre mitades
de derivados de cadena pesada (Angal et al. (1993) Mol. Immunol., 30:105-8).

De conformidad con la presente invencion, la porcién Fc puede contener dominios de CH2 y/o de CH3 y/o de CH4
y una region bisagra que se deriva de diferentes isotipos de anticuerpos diferentes, por ejemplo una porcién hibrida
Fc. A titulo de ejemplo, en una realizacién, la porcién Fc contiene dominios de CH2 y/o de CH3 derivados de IgG2 o
de IgG4 y una region bisagra mutante derivada de IgG1. Tal como se utiliza en esta solicitud, Fcy2(h) se refiere a una
realizacién en la que la bisagra se deriva de IgG1 y los dominios constantes remanentes proceden de IgG2. De manera
alternativa, se utiliza una regién bisagra mutante procedente de otra subclase de IgG en una porcién Fc hibrida. A
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titulo de ejemplo, puede emplearse una forma mutante de la bisagra IgG4 que permita el enlace de disulfuro eficiente
entre las dos cadenas pesadas. Por lo tanto una bisagra mutante puede derivarse de una bisagra IgG2 en la que las dos
primeras cisteinas estén mutadas por otro aminodcido. Estas porciones Fc hibridas facilitan la expresién a alto nivel
y mejoran el ensamblaje correcto de las proteinas de fusion de Fc-IL-7. El ensamblaje de tales porciones Fc hibridas
es conocido en el estado de la técnica y se ha descrito en la solicitud de patente norteamericana, publicada, U.S. No.
2003-0044423.

En algunas realizaciones, la porcién Fc contiene modificaciones de aminoacido que, en general, amplian la vida
media en suero de una proteina de fusién Fc. Tales modificaciones de aminoacido incluyen mutaciones que disminuyen
substancialmente o que eliminan el enlace receptor Fc o que complementan la actividad de fijacién. A titulo de ejemplo,
puede eliminarse el locus de glicosilacién dentro de la porcién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. En IgG1,
el locus de glicosilacién es Asn297 dentro de la secuencia de aminoacidos Gln-Tyr-Asn-Ser (SEQ ID NO:30). En otros
isotipos de inmunoglobulina, el locus de glicosilacion corresponde a Asn297 de IgG1. A titulo de ejemplo, el locus
de glicosilacion en IgG2 y en IgG4, es la asparagina dentro de la secuencia de aminodcidos Gln-Phe-Asn-Ser (SEQ
ID NO:29). Por lo tanto, una mutacién de Asn297 de IgG1 elimina el locus de glicosilacién en la porcién Fc derivada
de IgG1. En otra realizacién, Asn297 esta reemplazada por Gln. En otra realizacién, estd mutada ademads la tirosina
dentro de la secuencia de aminodcidos Gln-Tyr-Asn-Ser (SEQ ID NO:30) para eliminar un epitopo de las células T
potencialmente no auténomo que resulta de la mutacién de la asparagina. En el sentido aqui empleado, un epitopo
de las células T es una secuencia de polipéptido en una proteina que interactia con o que liga una molécula MHC
clase II. A titulo de ejemplo, la secuencia de aminodcidos Gln-Tyr-Asn-Ser (SEQ ID NO:30) dentro de una cadena
pesada IgG1 puede reemplazarse por una secuencia de aminodcidos Gln-Ala-Gln-Ser (SEQ ID NO:28). De manera
similar, una mutacion en IgG2 o en IgG4 de asparagina dentro de la secuencia de aminodcidos Gln-Phe-Asn-Ser (SEQ
ID NO:29) elimina el locus de glicosilacién en la porcién Fc derivada de la cadena pesada IgG2 o IgG4. En una
realizacion, la asparagina es reemplazada por una glutamina. En otras realizaciones, se somete a la fenilalanina dentro
de la secuencia de aminodcidos Gln-Phe-Asn-Ser (SEQ ID NO:29) a otra mutacién para eliminar un epitopo de las
células T potencialmente no auténomo que resulta de la mutacion de la asparagina. A titulo de ejemplo, la secuencia
de aminodcidos Gln-Phe-Asn-Ser (SEQ ID NO:29) puede ser reemplazada dentro de la cadena pesada IgG2 o IgG4
por una secuencia de aminoécidos Gln-Ala-Gln-Ser (SEQ ID NO:28).

De igual modo, se ha observado que la alteracién de aminodcidos cerca de la unién de la porcién Fc y de la
porcién no Fc puede incrementar decisivamente la vida media en suero de la proteina de fusién de Fc (solicitud de
patente norteamericana, publicada, U.S. No. 2002-0147311). Por lo tanto, la regién de unién de una proteina de fusién
de Fc-IL-7 o IL-7-Fc de la presente invencidn puede contener alteraciones que se encuentren de manera preferente
aproximadamente a una distancia de 10 aminodcidos desde el punto de unién, con relacién a las secuencias que se
presentan de manera natural de una cadena pesada de inmunoglobulina y de IL-7. Estos cambios de aminodcido pueden
provocar un incremento de la hidrofobicidad mediante el cambio, por ejemplo, del extremo C de lisina de la porcién
Fc en un aminodcido hidréfobo tal como alanina o leucina. Segin otra realizacién, de conformidad con la invencion,
se somete a eliminacion la lisina del extremo C y a la glicina precedente de la porcién Fc.

En otras realizaciones, la porcién Fc contiene alteraciones de aminoacido del segmento Leu-Ser-Leu-Ser en las
proximidades del extremo C de la porcién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. Las substituciones de ami-
nodcido del segmento Leu-Ser-Leu-Ser (SEQ ID NO:27) eliminan los epitopos de las células T de unién potencial. En
una realizacion, la secuencia de aminodcidos Leu-Ser-Leu-Ser (SEQ ID NO:27) proxima al extremo C de la porcién
Fc estd reemplazada por una secuencia de aminoécidos Ala-Thr-Ala-Thr (SEQ ID NO:26). En otras realizaciones, los
aminodcidos del segmento Leu-Ser-Leu-Ser (SEQ ID NO:27) estdn reemplazados por otros aminodcidos tales como la
glicina o la prolina. Se han descrito, en la solicitud de patente norteamericana, publicada, U.S. No. 2003-0166877, mé-
todos detallados para la generacion de substituciones de aminoécido del segmento Leu-Ser-Leu-Ser (SEQ ID NO:27)
proximo al extremo C de una IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 o de otras moléculas de la clase de la inmunoglobulina, asi
como también otras modificaciones ejemplificativas para alterar los epitopos de las células T de unién.

Espaciador

En una realizacién se inserta un espaciador o péptido ligante entre la proteina portadora y la proteina de fusién
de IL-7. A titulo de ejemplo, el espaciador estd colocado inmediatamente en el extremo C del dltimo aminodcido de
la regién constante de Ig. De manera preferente, el espaciador o péptido ligante no estd cargado y, de una manera
mds preferente, no es polar ni es hidréfobo. La longitud de un espaciador o péptido ligante estd comprendida, de
manera preferente, entre 1 y aproximadamente 100 aminodcidos, de una manera mds preferente estd comprendida
entre 1 y aproximadamente 50 aminodcidos, o estd comprendida entre 1 y aproximadamente 25 aminodcidos, y de
una manera mds preferente estd comprendida entre 1 y aproximadamente 15 aminodcidos, y de una manera todavia
mds preferente es menor que 10 aminodcidos. En una realizacién, el espaciador contiene una secuencia (G4S),, en
la que n toma un valor menor que 5. En una realizacién preferida, el espaciador contiene la secuencia G,SG, (SEQ
ID NO:25). Asimismo en otra realizacidn, el espaciador contiene un motivo que es reconocido como un locus de
glicosilacién N-ligado. Asimismo en otra realizacion, el espaciador contiene un motivo que es reconocido por un
agente de excision especifico del locus. En una realizacién alternativa, de conformidad con la invencion, la proteina
portadora y la proteina de fusién de IL-7 estdn separadas por un espaciador sintético, por ejemplo un espaciador PNA,
que, de manera preferente, no esta cargado y, de manera mds preferente, no es polar ni es hidréfobo.
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Produccion de las proteinas de fusion de IL-7

En los ejemplos se han descrito procedimientos, no limitativos, para la sintesis de realizaciones adecuadas de la
invencidn, asi como ensayos adecuados para la experimentacién de las propiedades in vitro y las actividades farmaco-
cinéticas y las actividades in vivo en modelos animales.

Las proteinas de fusion de IL-7 de la invencién pueden ser producidas mediante la utilizacién de vectores de expre-
sién recombinantes conocidos en el estado de la técnica. El término “vector de expresion” se refiere a un constructo de
ADN replicable usado para la expresion de ADN que codifica la proteina de fusion de IL-7 deseada y que incluye una
unidad de transcripciéon que comprende un ensamblaje de (1) uno o varios elementos genéticos que tienen un papel
regulador en la expresion génica, por ejemplo, promotores, operadores o reforzadores, ligados de manera operativa
con (2) una secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién de IL-7 deseada que se transcribe en el ARNm y que
se traduce en la proteina, y (3) secuencias apropiadas de iniciacién y de terminacion de transcripcion y de traduccion.
La eleccidn del promotor y de los elementos de regulacidn varfa, en general, de acuerdo con la célula huésped prevista.
Un vector de expresion preferido, se conformidad con la invencidn, es un vector de expresion de Fc derivado del vector
de expresion PdCs-huFc descrito en la publicacién de Lo et al., Protein Engineering (1998)11:495.

En un ejemplo preferido, el 4cido nucleico, que codifica la proteina de fusién de IL-7, es transfectado hasta
una célula huésped usando técnicas de ADN recombinante. En el contexto de la presente invencion, el ADN ex6-
geno incluye una secuencia que codifica la proteina de la invencién. Las células huésped adecuadas incluyen las
células procariotas, de levadura o las células eucariotas superiores. Las células huésped preferidas, son las células
eucariotas.

Las proteinas de fusién de IL-7 recombinantes pueden ser expresadas en huéspedes de levadura, preferentemen-
te de las especies Saccharomyces, tal como S. cerevisiae. De igual modo pueden emplearse levaduras de otros gé-
neros tales como Pichia o Kluyveromyces. Los vectores de levadura contienen, de manera general, un origen de
replicacién procedente de un pldsmido de levadura o una secuencia de replicacién auténoma (ARS), un promotor,
un ADN que codifica la proteina de fusiéon de IL-7, secuencias para la terminacién de la poliadenilacién y de la
transcripcién y un gen de seleccién. Las secuencias promotoras adecuadas en los vectores de levadura incluyen los
promotores para metalotioneina, 3-fosfoglicerato cinasa u otros enzimas glicoliticos, tales como la enolasa, la glice-
raldehido-3-fosfato dehidrogenasa, la hexocinasa, la piruvatodescarboxilasa, la fosfofructocinasa, la glucosa-4-fos-
fatoisomerasa, la 3-fosfogliceratomutasa, la piruvatocinasa, la triosafosfatoisomerasa, la fosfoglucosaisomerasa y la
glucocinasa.

Para la expresién de la proteina recombinante pueden emplearse varios sistemas de cultivo de células de mamiferos
o de insectos. En el estado de la técnica se conocen perfectamente sistemas de baculovirus para la produccién de
proteinas en células de insectos. Los ejemplos de lineas de células huésped de mamiferos, adecuadas, incluyen las
células NS/0, las células L, la C127, 1a 3T3, el ovario de hamster chino (CHO), la HeLa y las lineas de células BHK.
De manera adicional, las células huésped de mamiferos, adecuadas, incluyen las células CV-1 (ATCC CCL70) y las
células COS-7, derivandose ambas del rifidon de mono. Otra linea celular de rifién de mono adecuada, la CV-1/EBNA,
se derivd mediante transfeccién de la linea celular CV-1 con un gen que codifica el antigeno-1 nuclear de virus de
Epstein-Barr (EBNA-1) y con un vector que contiene secuencias reguladoras de CMV (McMabhan et al., (1991) EMBO
J. 10:2821). El gen EBNA-1 permite la replicacion episomal de vectores de expresidn, tales como el HAV-EO o el
pDC406, que contienen el origen EBV de la replicacién.

Los vectores de expresiéon de mamiferos pueden comprender elementos no transcritos tales como un origen de la
replicacién, un promotor adecuado y un reforzador ligado con el gen que debe ser expresado, y otras secuencias no
transcritas que flanquean 5° o 3’°, y secuencias no traducidas 5’ o 3’, tales como locus necesarios para el enlace del
ribosoma, locus para una poliadenilacion, locus para el donante y el aceptor de empalme y secuencias de terminacién
de la transcripcion. Los promotores y los reforzadores, que son empleados de manera usual, se derivan de polioma,
de adenovirus 2, de virus de simio 40 (SV40) y de citomegalovirus humano. Pueden emplearse secuencias de ADN
derivadas del genoma virico SV40, por ejemplo locus del promotor de origen, incipiente y tardio, de reforzador, de
empalme y de poliadenilacion para proporcionar los otros elementos genéticos requeridos para la expresién de una
secuencia de ADN heter6loga.

El vector de expresion, para la secrecion de la proteina de fusién de IL-7 a partir de la célula huésped, comprende
ADN que codifica un péptido sefial o un péptido conductor. En la presente invencién puede emplearse ADN que
codifique la secuencia sefial nativa de IL-7 o, de manera alternativa, puede emplearse un ADN que codifique una
secuencia sefial heter6loga, tal como la secuencia sefial procedente de otra interleuquina o procedente de una molécula
de Ig secretada.

De igual modo, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de las proteinas recombi-
nantes de la presente invencién, que incluye el cultivo de una célula huésped transformada con un vector de expresién
que comprende una secuencia de ADN que codifica la proteina de fusién de IL-7 bajo condiciones promotoras de la
expresion. A continuacidn se purifica la proteina deseada, a partir del medio de cultivo o de los extractos celulares. A
titulo de ejemplo, pueden concentrarse, en primer lugar, los sobrenadantes procedentes de los sistemas de expresion
que secretan la proteina recombinante en el medio de cultivo empledndose un filtro para la concentracién de proteinas
usual en el comercio, por ejemplo una unidad para la ultrafiltracién Amicon o Millipore Pellicon. Después de la etapa
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de concentracion, el concentrado puede ser aplicado a una matriz de purificacién adecuada, como se conoce en el
estado de la técnica. A titulo de ejemplo, las proteinas de fusién de Fc-IL-7 son capturadas de manera conveniente
mediante el empleo de una matriz copulada con la proteina A.

Una proteina de fusién de IL-7 “aislada” o “purificada” o una porcién bioldgicamente activa de la misma estd
substancialmente libre de material celular o de otras proteinas contaminantes procedentes de la fuente celular o de la
fuente tisular a partir de la cual se deriva la proteina de fusién de IL-7, o estd substancialmente libre de precursores
quimicos o de otros productos quimicos cuando se haya sintetizado por via quimica. El concepto de “substancialmente
libre de material celular” incluye preparaciones de la proteina de fusion de IL-7 en las que la proteina esté separada
de los componentes celulares de las células a partir de las cuales se ha aislado o se ha obtenido por recombinacién. En
otra realizacion, el concepto de “substancialmente libre de material celular” incluye las preparaciones de la proteina
de fusion de IL-7 que tengan menos de aproximadamente un 30% (en peso seco) de proteina de fusién de no-IL-7
(es decir indicado aqui como “proteina contaminante”), de una manera mas preferente una proporcién menor que un
20% de proteina de fusién de no-IL-7, de una manera atin mas preferente menor que un 10% de proteina de fusién
de no-IL-7, y de una manera mds preferente menor que un 5% de proteina de fusién de no-IL-7. Cuando se purifique
la proteina de fusién de IL-7, o la porcién biolégicamente activa de la misma, a partir de una fuente recombinante,
estard exenta también, de manera substancialmente preferible, de medio de cultivo, por ejemplo el medio de cultivo
representa una proporciéon menor que aproximadamente el 20%, de una manera mds preferente una proporcién menor
que el 10%, y de una manera muy especialmente preferente menor que aproximadamente un 5% del volumen de la
preparacién de proteina.

El término “proteina de fusion de Ig-IL-7 substancialmente pura” se refiere a una preparacion en la que la proteina
de fusion de Ig-IL-7 constituye al menos el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 95% o el 99% de las proteinas en la
preparacién. En una realizacion, la invencion incluye preparaciones substancialmente puras de proteinas de fusién de
Ig-IL-7 que tienen una pauta de enlace de disulfuro de entre Cys2 y Cys92, entre Cys34 y Cys129 y entre Cys47 y
Cys141 con la condicién de la reivindicacion 1. En otra realizacién, la invencién se refiere a preparaciones substan-
cialmente puras de proteinas de fusién de Ig-IL-7 en las que el Asn116 no esta glicosilado, pero el Asn70 y el Asn91
estdn glicosilados.

Meétodos de tratamiento con el empleo de proteinas FC-IL-7

Las proteinas de fusién de IL-7 de la invencién son adecuadas para el tratamiento de inmunodeficiencias y para
acelerar la reconstitucién natural del sistema inmune que se produce, por ejemplo, tras enfermedades o tratamientos
que son de naturaleza inmunosupresora. A titulo de ejemplo, las proteinas de fusién de IL-7 pueden ser empleadas
para el tratamiento de patégenos infecciosos, de desérdenes inmunes y para reforzar el crecimiento (con inclusién
de la proliferacion) de tipos de células inmunes especificos. De igual modo, las proteinas de fusién de IL-7 pueden
ser empleadas para el tratamiento de tipos de cdncer tales como el cdncer de vejiga, el cancer de pulmén, el cancer
de cerebro, el cancer de mama, el cancer de piel y el cancer de prdstata. En un ejemplo, es conveniente tratar con
proteinas de fusion de IL-7 a pacientes que hayan estado sometidos a uno o varios ciclos de quimioterapia, como se ha
descrito precedentemente para ayudar a que se restablezcan sus células inmunes. De manera alternativa, las proteinas
de fusién de IL-7 son adecuadas en trasplantes con incorporacion de células T. A titulo de ejemplo, las proteinas de
fusién de IL-7 pueden ser administradas para facilitar la expansién y la supervivencia de las células T trasplantadas, o
para ampliar las poblaciones de células T aisladas ex vivo. De manera alternativa, es conveniente también administrar
las proteinas de fusién de IL-7 descritas precedentemente a pacientes con VIH, a pacientes de edad avanzada que
reciban un trasplante o a otros pacientes con funcién reprimida del sistema inmune.

Administracion

Las proteinas de fusién de IL-7 de la invencién pueden incorporarse en una composicién farmacéutica adecua-
da para la administracion. Tales composiciones comprenden, de manera tipica, la proteina de fusién de IL-7 y un
excipiente farmacéuticamente aceptable. Tal como se utiliza aqui, el concepto de “excipiente farmacéuticamente acep-
table” incluye todos y cada uno de los disolventes, de los medios de dispersion, de los agentes de revestimiento, de
los agentes antibacterianos y de los agentes antifiingicos, de los agentes isotonicos y destinados a retardar la absor-
cidn, y similares, compatibles con la administracion farmacéutica. El empleo de tales medios y de tales agentes para
substancias con actividad farmacéutica es perfectamente conocido en el estado de la técnica.

Una composicién farmacéutica, de conformidad con la invencidn, estd formulada de modo que sea compatible
con su via de administracion prevista. Ejemplos de vias de administracion incluyen la administracién parenteral, por
ejemplo intravenosa, intradérmica, subcutdnea, la administracién oral (por ejemplo por inhalacién), la administracién
transdérmica (tpica), la administracion a través de la mucosa y la administracion rectal. Las soluciones o las suspen-
siones empleadas para la aplicacién parenteral, intradérmica o subcutdnea pueden incluir los siguientes componentes:
un diluyente estéril tal como agua para inyeccion, solucidn salina, aceites fijos, polietilenglicoles, glicerina, propilen-
glicol u otros disolventes sintéticos; agentes antibacterianos tales como el alcohol bencilico o los metilparabenos; los
antioxidantes tales como el dcido ascorbico o el bisulfito de sodio; agentes para formacion de quelatos tal como el aci-
do etilendiaminotetraacético; tampones tales como acetatos, citratos o fosfatos y agentes para ajustar la tonicidad tales
como el cloruro de sodio o la dextrosa. El pH puede ajustarse con 4cidos o con bases, tales como el acido clorhidrico
o el hidréxido de sodio. La preparacion parenteral puede encontrarse en ampollas, en jeringas listas para su utilizacién
o en viales para dosis miiltiples, construidos por vidrio o por plastico.
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Los medicamentos, que contienen las proteinas de fusién de IL-7, de conformidad con la invencién, pueden tener
una concentraciéon comprendida entre un 0,01 y un 100% (p/p), pudiendo variar la cantidad de acuerdo con la forma
de dosificacion de los medicamentos.

La dosis de administracién depende del peso corporal del paciente, de la gravedad de la enfermedad, y de la opinién
del médico. Sin embargo, en general es adecuado administrar entre aproximadamente 0,01 y aproximadamente 10
mg/kg de peso corporal por dia, de manera preferente entre aproximadamente 0,02 y aproximadamente 2 mg/kg y, de
una manera mds preferente, aproximadamente 0,5 mg/kg en el caso de una inyeccién. La dosis puede ser administrada
de una sola vez o varias veces al dia de conformidad con la gravedad de la enfermedad y de la opinién del médico.

Las composiciones, de conformidad con la invencién, son adecuadas cuando son administradas simultdineamente
con uno o varios agentes terapéuticos de otro tipo, por ejemplo una molécula conocida también por ser util para
restablecer las células sanguineas. A titulo de ejemplo, la molécula puede ser la eritropoyetina, cuya utilizacién es
conocida para restablecer las células de los eritrocitos, la G-CSF conocida por restablecer los neutréfilos o la GM-CSF
conocida por restablecer los granulocitos y los macréfagos.

Ejemplo 1
Clonacion de variantes de Fc-IL-7 y huFc-IL-7 humanas (hu)

Se amplifica el acido nucleico, que codifica la forma madura de la IL-7 humana (por ejemplo que carece de
su secuencia sefial en el extremo N) mediante reaccion en cadena de polimerasa (RCP), empledndose cebadores
ascendentes y cebadores descendentes (cebadores en el sentido 3 y cebadores en el sentido 5°) que incluyen los
locus de restriccion para Sma I 'y Xho I, respectivamente. El producto de la RCP, amplificado, es clonado en un vector
pCRII (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se verifica su secuencia. La secuencia de aminoécidos de la IL-7 madura se ha
mostrado como SEQ ID NO:1. El fragmento de IL-7, digerido con Sma I/Xho 1, se transfiere hasta un vector de
expresion derivado de pdCs-huFc, tratado de manera similar, lo que da por resultado una secuencia quimérica entre
huFc e IL-7, con la IL-7 colocada dentro de la estructura, directamente en el sentido descendente de la secuencia que
codifica una mitad CH3 de Fc (véase la publicacion de Lo et al., Protein Engineering (1998) 11:495).

Se divide una serie de vectores de expresion a partir del vector pdCs-huFc, que codifica un fragmento Fc que, por
regla general, incluye una bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3 de Ig, y que se ha modificado genéticamente
para que incorpore alteraciones especificas en la regién Fc. De este modo, se gener6 una serie de proteinas de fusién
de huFc-IL-7 mediante el lanzamiento del fragmento IL-7 entre estos vectores, que difieren en su estructura Fc.
Con el fin de proporcionar las diversas estructuras, pueden introducirse en primer lugar las mutaciones apropiadas
dentro de las secuencias Fc con ayuda de métodos conocidos en el estado de la técnica. Puesto que la regién Fc
del vector derivado pdCs-huFc estd flanqueada por un locus de restriccion Aflll y por un locus de restriccién Smal,
el fragmento resultante de acido nucleico, que codifica Fc, cuando se somete al 4cido nucleico con la estructura
modificada de manera apropiada a la RCP, empledndose cebadores que incorporen los locus de restriccion para Aflll y
Smal, respectivamente, puede substituirse entonces en el vector derivado pdCs-huFc en forma de un fragmento Aflll
para proporcionar un fragmento Smal. La secuencia CTTAAGC (SEQ ID NO:24) de Aflll se encuentra en el sentido
ascendente con respecto a la secuencia Fc que comienza con GAGCCCAAA (SEQ ID NO:23), que representa el inicio
de la regién bisagra como se ha mostrado en la figura 20. El locus CCCGGGT (SEQ ID NO:17) de Smal esta dirigido
hacia el extremo de la region CH3, como se ha mostrado por medio de los dcidos nucleicos subrayados en la figura
12, y codifica los aminodcidos Pro-Gly, que proceden del residuo de alanina de la mutacién de lisina por alanina en el
extremo de la regién CH3.

A titulo de ejemplo, la huFcyl-IL-7 se construye con la regién bisagra, los dominios CH2 y los dominios CH3
derivados de la subclase IgG 1. En el contexto de una proteina de fusién de Fc, la regioén bisagra IgGyl contiene,
ademads, una mutacion que substituye la primera cisteina por serina. La secuencia de la proteina de fusién codificada
estd representada en la figura 4 (SEQ ID NO:4), mientras que la secuencia en SEQ ID NO:22 codifica la estructura
madura huFcyl1 del vector.

De igual modo, se generaron proteinas de fusion de Fcy1-IL-7, que incluyen la mutacién dipéptida YN para dar
AQ con el fin de eliminar el locus de glicosilacién en Fc (que corresponde a N297 en IgGy1) asi como un epitopo
de las células T potencialmente inmunogénico, de acuerdo con los métodos descritos precedentemente. La secuencia
de la estructura Fc madura de la huFcy1(YN>AQ) ha sido descrita en la SEQ ID NO:21. La substitucion de alanina
y de glicina en lugar de la tirosina y de la asparagina se llevo a cabo en la primera introduccion de mutaciones en la
estructura Fc por medio de una RCP solapada. Se emplearon dos cebadores mutagénicos complementarios solapantes
para generar dos fragmentos RCP, que se utilizaron como matriz en una segunda serie de amplificacién para produ-
cir un fragmento simple que contenga las substituciones de codén apropiadas. El cebador mutagénico en el sentido
codificante fue 5’-AGCAGGCCCAGAGCACGTACCGTGTGGT-3’ (mutacioén subrayada (SEQ ID NO:36). La he-
bra complementaria fue 5’-GTACGTGCTCTGGGCCTGCTCCTCCCGC-3’ (SEQ ID NO:37). El cebador ascendente
flanqueante fue 5’-CTCTCTGCAGAGCCCAAA TCT-3’ (SEQ ID NO:38), que contiene también un locus Pstl. En
el sentido no codificante, el cebador descendente fue 5’-CAGGGTGTACACCTGTGGTTC-3’ (SEQ ID NO:33), que
contiene también un locus BsrGI. Tras la amplificacion, se verificé la secuencia con ayuda de métodos normalizados y
se sometid a restriccién con BsrGI y Pstl. El fragmento resultante se substituy6 entonces por el fragmento no mutante
de la region Fc.
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Por lo tanto, la huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 se construy6 usdndose las técnicas descritas previamente. Esta proteina
de fusién incluye una region bisagra alterada que se derivé de la subclase IgGy1, mientras que los dominios CH2 y
CH3 se derivaron de la subclase IgGy2. De manera adicional, se incluyé la mutacién dipéptida de FN para dar AQ
con objeto de eliminar el locus de glicosilacién en Fc (que corresponde a N297 en IgGy1) asi como un epitopo de las
células T potencialmente inmunogénico. La secuencia de la proteina de fusién codificada se ha descrito en la figura 5
(SEQ ID NO:5). La secuencia de la estructura Fc madura huFcy2(h)(FN>AQ) estd mostrada en la SEQ ID NO:19.

De manera adicional, se generaron proteinas de fusién de Fc-IL-7 que inclufan una secuencia ligante flexible entre
la mitad Fc y la mitad IL-7. A titulo de ejemplo, se insert6 un polipéptido ligante con la secuencia GGGGSGGGGSGG
GGS (ligandol, SEQ ID NO:34). Para generar la huFcyl(ligando1)-IL-7, se insert6 un oligonucleétido sintético diplex
de la secuencia 5°-G GGT GCA GGG GGC GGG GGC AGC GGG GGC GGA GGA TCC GGC GGG GGC TC-3
(SEQ ID NO:18) mediante ligacién de extremo romo en el tnico locus Smal del vector de expresion pdCs-huFc-IL-7
y se verificé la orientacion del diplex. El cebador ascendente se disefid de tal manera que los residuos de aminodcido
Pro-Gly codificados por los codones cubriesen el locus Smal (C CCG GGT) (SEQ ID NO: 17), y que se mantuviese
el residuo Ala siguiente (que resulta de la substitucién codificada de lisina para dar alanina) de la regiéon CH3. La
secuencia de aminodcidos de la proteina de fusién codificada se ha mostrado en la figura 6 (SEQ ID NO:6).

De manera adicional, se construyeron proteinas de fusiéon de Fc-IL-7 que incluyen un péptido ligante corto con
la secuencia GGGGSGGGG (ligando2, SEQ ID NO:25). Para generar la huFcy1(YN>AQ)(ligando2)-IL-7, se clo-
n6 un producto de RCP amplificado, obtenido a partir del par de cebadores 5’-CCCGGGCGCCGGCGGTGGAG
GATCAGGTGGTGGCGGTGATTGTGATATTGAAGGTAAAGATG-3’ (que contiene la secuencia ligante codifica-
da, SEQ ID NO:15) y 5’-ATCATGTCTGGATCCCTCGA-3’ (SEQ ID NO:14) sobre un pldsmido matriz pdCs-Fc-IL-
7 apropiado, en un vector pCRII (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se verific6 su secuencia. A continuacidn, se transfiri un
fragmento digerido Xma I/Xho I que codifica ligando2/IL-7 en un vector de expresion derivado de pdCs-huFc tratado
de esta manera similar. El vector se modific6 de manera que contuviese la estructura Fc madura huFcy1(YN>AQ) de
SEQ ID NO:21. La secuencia de aminoacidos de la proteina de fusién codificada se ha mostrado en la figura 7 (SEQ
ID NO:7).

De manera similar, se generd la huFcy1(YN>AQ,d)(ligando2)-IL-7 mediante la utilizacién del par de cebadores 5°-
CCCGGGCGGTGGAGGATCAGGTG.GT-GG.CGGTGATTGTGATATTGAAGGTAAAGATG-3’ (SEQ ID NO:16)
y 5’-ATCATGTCTGGATCCCTCGA-3’ (SEQ ID NO:12). La huFcy1(YN>AQ,d)(ligando2)-IL-7 difiere de la protei-
na de fusion, precedente huFcy1(YN>AQ)(ligando2)-IL-7, en que carece de los dos residuos terminales de aminodcido
de la porcién Fc de la proteina de fusion. De manera especifica, en lugar de terminar con la secuencia...ATATPGA
(SEQ ID NO:11), la porcién Fc termina con la secuencia ....ATATP (SEQ ID NO:10). La secuencia de aminoécidos
de la proteina de fusién codificada se ha mostrado en la figura 8 (SEQ ID NO:8).

Ejemplo 2
Transfeccion y expresion de la proteina de fusion de Fc-IL-7

Se empled electroporacioén para introducir el ADN que codifica las proteinas de fusién de IL-7 descritas prece-
dentemente en una linea celular de mieloma de ratén NS/0. Para llevar a cabo la electroporacion se cultivaron células
NS/0 en medio Dulbecco modificado de Eagle suplementado con un 10% de suero de ternera fetal inactivado por ca-
lentamiento, 2 mM de glutamina y penicilina/estreptomicina. Se lavaron aproximadamente 5 x 10° células una vez con
PBS y se volvieron a suspender en 0,5 ml de PBS. A continuacién se incubaron 10 ug del ADN plasmido linealizado
para la huFcy1-IL-7 con las células en una cubeta Gene Pulser (abertura del electrodo 0,4 cm, BioRad) durante 10
minutos sobre hielo. La electroporacién se llevé a cabo mediante el empleo de un dispositivo Gene Pulser (BioRad,
Hercules, CA) regulado a 0,25 V y 500 uF. Se dejé que las células se recuperasen durante 10 minutos sobre hielo,
después de lo cual se volvieron a suspender en medio de crecimiento y se distribuyeron en dos placas de 96 pocillos.

Los clones transfectados de manera estable se seleccionaron por medio de su tamafio en presencia de 100 nM de
metotrexato (MTX), que se afladi6 al medio de crecimiento dos dias después de la transfeccion. Las células se alimen-
taron cada 3 dfas durante dos o tres veces mas, y aparecieron clones MTX resistentes al cabo de 2 a 3 semanas. Se
ensayaron los sobrenadantes procedentes de los clones mediante anti-Fc ELISA para identificar clones que produjeron
elevadas cantidades de las proteinas de fusion de IL-7. Los clones de produccién elevada se aislaron y se propagaron
en medio de crecimiento que contenia 100 nM de MTX. De manera tipica, se utilizé un medio de crecimiento exento
de suero, tal como medio H-SFM o medio CD (Life Technologies).

Ejemplo 3
Andlisis bioquimico de las proteinas de fusion de huFc-IL-7

Se empled la caracterizacion de rutina SDS-PAGE para evaluar la integridad de las proteinas de fusién. Se in-
vestigaron las diferencias entre las variantes de la huFc-IL-7 constituidas por huFcy1-IL-7, huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-
7, huFcy1(ligandol)-IL-7, hufcyl-(YN>AQ)(ligando2)-IL-7 y huFcy1(YN>AQ,d)-IL-7. Las proteinas de fusién de
huFc-IL-7, expresadas a partir de células NS/0, se capturaron sobre cuentas de Protein A Sepharose (Repligen, Need-
ham, MA) procedentes del medio de cultivo tisular en el que habia sido secretadas y se eluyeron mediante ebullicién en
tampdn de muestra de proteina, con o sin un agente reductor tal como el S-mercaptoetanol. Las muestras se separaron
mediante SDS-PAGE vy las bandas de proteina se visualizaron mediante tincién de Coomassie. Las proteinas de fusién
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de huFc-IL-7 ensayadas mediante SDS-PAGE estaban bien expresadas en general, puesto que estaban presentes de
manera substancial como una banda simple sobre el gel; se encontré que en las muestras de las variantes de huFc-IL-
7 que inclufan un ligando, estaban sensiblemente reducidas las bandas secundarias, que pueden representar el material
recortado.

Las proteinas de fusién de huFc-IL-7, purificadas, se analizaron también mediante cromatografia de exclusién por
tamafio (SEC) para evaluar la extensioén en que estaban agregadas las variantes de huFc-IL-7. En resumen, se cargd
el sobrenadante del cultivo celular en una columna Protein A Sepharose preequilibrada de flujo rapido, la columna
se lavd extensamente en un tampon fisiolégico (tal como un fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM a pH neutro),
y se eluy6 la proteina ligada aproximadamente a pH 2,5 hasta 3 en el mismo tamp6n salino que el precedente. Las
fracciones fueron neutralizadas inmediatamente.

Se encontr6 que era mondmero al menos el 50% del producto en cada una de las proteinas de fusion ensayadas y,
de manera general, era mayor que el 65%. El concepto de “mondmero” como se usa aqui, se refiere a las proteinas no
agregadas. Debe entenderse que las proteinas con una porcién Fc normalmente forman un complejo ligado mediante
disulfuro que, normalmente, incluye dos cadenas polipeptidicas (a menos que las dos porciones de Fc estén presentes
en el mismo polipéptido) y puede ser considerada como una “unidad dimera”. Mediante el concepto de “monémero”
no se tiene la intencién de excluir aquellas especies ligadas por medio de disulfuro sino Gnicamente quiere indicarse
que las proteinas no estdn agregadas. Para obtener una preparacion de la proteina de fusién de huFc-IL-7 virtualmente
mondmera (aproximadamente al 98%), se cargé el eluato procedente de la purificaciéon mediante Sepharose-Protein
A en una columna preparativa SEC (Superdex) y se recogi6 la fraccién del pico mondmero. De manera tipica, la
concentracion de la proteina recuperada fue aproximadamente de 1 mg/ml. En caso necesario, se concentrd la muestra,
por ejemplo, mediante didlisis por centrifugacion (por ejemplo VivaSpin) con retencién del peso molecular de 10 a 30
kDa.

Enlace de disulfuro

La IL-7 contiene seis residuos de Cys, que podrian establecer enlaces de disulfuro en las posiciones Cys2, Cys34,
Cys47, Cys92, Cys129 y Cysl41 de la secuencia de proteina de IL-7 madura. Se ensayé el plegamiento de la huFcy1-
IL-7 mediante la determinacién de la pauta de los enlaces de disulfuro presentes en la mitad IL-7 de la proteina
de fusién. En resumen, se generaron mapas peptidicos de la huFcy1-IL-7 a partir de material tratado con tripsina y
se analiz6 con respecto a la presencia de fragmentos peptidicos caracteristicos. La proteina huFcy1-IL-7 se traté con
tripsina bien en una forma nativa o tras reduccion y alquilacién. Para contabilizar los fragmentos peptidicos que pueden
estar glicosilados, se trataron adicionalmente muestras de las proteinas naturales y desnaturalizadas con PNGasaF para
eliminar las cadenas de glicosilo como paso previo a la digestion tripsinica. Los fragmentos peptidicos se fraccionaron
mediante HPLC y se determiné su masa mediante espectroscopia de masas.

En el contexto de Fcyl-IL-7, un fragmento peptidico, que contiene el enlace de disulfuro Cys47-Cys141 (“3-6”)
tendrfa una masa de 1.447,6, mientras que un fragmento peptidico, que contiene el enlace disulfuro Cys2-Cys141
(“1-6”) tendria una masa de 1.426,6. De manera similar, un fragmento peptidico, que contiene el enlace de disulfuro
Cys34-Cys129 (“2-5) tendria una masa de 2.738,3. En realidad, los fragmentos peptidico con una masa de 1.447,6
(“3-6”) y de 2.738,3 (“2-57) fueron identificados en muestras derivadas de la proteina Fc-IL-7 independientemente de
que las muestras hubieran sido tratadas con PNGasaF o no, pero no se detectaron en muestras procedentes de Fc-IL-
7. A la inversa, el fragmento peptidico con una masa de 1.426,6 (“1-6”) no se encontrd en ninguna de las muestras.
De este modo, la Fcy1-IL-7 contenia los enlaces disulfuro Cys47-Cys141 y Cys34-Cys129, pero no Cys2-Cysl141.
Se observo que un fragmento peptidico de la masa prevista de 2.439,2, que corresponde al fragmento que contiene
Cys2-Cys92 (“1-4”) tinicamente fue identificado en la muestra procedente de la proteina de fusién nativa tratada con
PNGasaF. En efecto, la Cys92 yace dentro del motivo tripéptido Asn91Cys92Thr93, lo que indica que Asn91 estaba
glicosilada en la huFcy1-IL-7. De este modo, la pauta de enlace de disulfuro en huFcy1-IL-7 era consistente con Cys2-
Cys92, Cys34-Cys129 y Cys47-Cys141. Esta configuracion de los enlaces de disulfuro de la Fc-IL-7, determinada de
manera experimental, se encuentra en contraste con la configuracién experimentalmente determinada descrita para la
IL-7 producida por via bacteriana y replegada IL-7 (Cosenza et al. (1997) JBC 272:32995).

Locus de glicosilacion N-ligados

La IL-7 humana contiene tres locus de glicosilacién potenciales, en las posiciones Asn70, Asn91 y Asnl16 de
la secuencia proteica de IL-7 madura. Se analizaron los mapas peptidico de la huFcy1-IL-7 (reducida/alquilada) con
respecto a la presencia de fragmentos peptidicos caracteristicos. En estado glicosilado, estos fragmentos caracteristicos
serian relevantes tinicamente en las muestras tratadas con PNGasaF. Para los fragmentos peptidicos tripsinicos, que
contienen residuos no modificados estarfan previstas masas de 1.489,7, de 1.719,9 y de 718,3 para Asn70, Asn91 y
Asnl16, respectivamente.

Se identificaron, en efecto, fragmentos peptidicos con una masa de 1.489,7 y de 1.719,9 en muestras que habian
sido tratadas con PNGasaF, pero estaban ausentes en las muestras no tratadas, lo que indica que Asn70 (contenida
en la secuencia... MNSTG...) (SEQ ID NO:31) y Asn91 (contenida en la secuencia...LNCTG...) (SEQ ID NO:32),
estaban realmente glicosiladas. De manera sorprendente, se identificé un fragmento tripsinico con una masa de 718,3,
lo que corresponde a SLEENK (SEQ ID NO:35), tanto en la muestra tratada con PNGasaF como en la muestra no
tratada, lo que indica que Asnl16 no estaba glicosilada. Esto no era de esperar puesto que la Asnl16 en la secuencia
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de IL-7 humana .. PTKSLEENKSILKE ... (SEQ ID NO: 13) (véase SEQ ID NO:1) se ha pronosticado como locus de
glicosilacién N-ligado. El locus de glicosilacion putativo NKS estd conservado en corderos y en terneras asi como en
seres humanos.

El andlisis de las pautas de enlace de disulfuro y los locus de glicosilacién N-ligados, repetidos con muestras de
Fcyl-(ligando1)-IL-7 y de Fcy2h(FN>AQ)-IL-7 dan resultados similares.

Ejemplo 4
Procedimientos ELISA

Se determinaron las concentraciones de los productos proteicos en los sobrenadantes de clones MTX resistentes y
de otras muestras ensayadas mediante el anti-huFc ELISA, como se ha descrito con detalle més adelante. Se revistieron
placas ELISA con AffiniPure Goat anti-IgG humana (H+L) (Jackson Immuno Research Laboratories, West Grove,
PA) a 5 ug/mL en PBS, y 100 uL/pocillo en placas de 96 pocillos. Las placas revestidas se cubrieron y se incubaron
durante la noche a 4°C. Las placas se lavaron 4 veces con Tween al 0,05% (Tween 20) en PBS y se bloquearon con
BSA al 1%/suero de cabra al 1% en PBS, 200 uL/pocillo. Tras incubacién con el tamp6n de bloqueo a 37°C durante 2
horas, se lavaron las placas 4 veces con Tween al 0,05% en PBS y se troquelaron en seco. Las muestras se diluyeron
convenientemente en tampon de muestra (BSA al 1%/suero de cabra al 1%/Tween al 0,05% en PBS). Se prepar6 una
curva patrén empledndose un anticuerpo quimérico (con una Fc humana) de concentracion conocida. Para preparar
una curva patrén, se realizaron diluciones en serie en el tampén muestra para proporcionar una curva patrén que va
desde 125 ng/mL hasta 3,9 ng/mL. Las muestras diluidas y los patrones se afiadieron a la placa, 100 uL/pocillo y
se la placa se incub6 a 37°C durante 2 horas. Tras la incubacidn, se lavé la placa 8 veces con Tween al 0,05% en
PBS. Se anadieron a cada pocillo 100 uL del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano picante
anti-IgG humana, diluido hasta aproximadamente 1:120,000 en el tamp6n muestra. La dilucién exacta del anticuerpo
secundario se determiné en cada lote de la HRP-conjugado anti-IgG humana. La placa se lavd, tras incubacién a 37°C
durante 2 horas, 8 veces con Tween al 0,05% en PBS.

Se afiadieron a la placa 100 uL/pocillo de solucién de substrato. La solucion se preparé por disolucién de 30 mg de
OPD (dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD), (1 tableta) en 15 mL de tampén de 4cido citrico 0,025 M/Na,HPO,
0,05 M, pH 5, que contenia un 0,03% de peréxido de hidrégeno recién afiadido. Se reveld el color durante aproxima-
damente 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La reaccién se detuvo por adicién de dcido sulftrico 4N,
100 pL/pocillo. La placa se leyé mediante un lector de placas, que estaba ajustado a 490 y a 650 nm y programado
para restar la densidad 6ptica (OD) del fondo a 650 nm de la densidad 6ptica (OD) a 490 nm.

La concentracion de la IL-7 humana en muestras de suero de animales tratados con proteinas de fusién de huFc-
IL-7 o con IL-7 humana recombinante se determiné mediante ELISA, esencialmente como se ha descrito precedente-
mente. La IL-7 humana se obtuvo a través de un anticuerpo anti-IL-7 humana de ratén (R&D Systems, Minneapolis,
MN) y se detectd con un anticuerpo de biotina de cabra anti-IL-7 humana (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Ejemplo 5
Purificacion de las proteinas huFc-IL-7

Se llevo a cabo una purificacién patrén de las proteinas de fusién que contienen Fc basada en la afinidad de la mitad
proteica Fc para la proteina A. En resumen, se cultivaron células NS/0 que expresan la proteina de fusidn apropiada,
en medio de cultivo tisular y se recogi6 el sobrenadante, que contiene la proteina expresada, y se carg6 en una columna
preequilibrada de flujo rdpido Fast Flow Protein A Sepharose. A continuacion se lavé extensamente la columna con
tampo6n (tal como fosfato de sodio 100 mM, NaCl 150 mM a pH neutro). La proteina ligada se eluyé a pH bajo (pH
2,5-3) en el mismo tampdn que precedentemente y las fracciones se neutralizaron inmediatamente.

Con el fin de obtener una preparacion de proteina de fusién de huFc-IL-7 no agregada (aproximadamente un
98% de mondmero), se cargd el eluato en una columna preparativa SEC (Superdex) y se recogio la fraccion del pico
mondmero. De manera tipica, la concentracién de la proteina recuperada fue aproximadamente de 0,5 mg/ml hasta 2
mg/ml, y se concentrd la muestra, en caso dado, mediante didlisis por centrifugacién (por ejemplo Viva Spin con una
retencién para un peso molecular de 30 kDa).

Ejemplo 6
Actividad en in vitro de las proteinas huFc-IL-7

La actividad citoquina de las proteinas de fusién de huFc-IL-7 purificadas se determind in vitro en un bioensayo de
proliferacidn celular. Se activaron PBMC humanas (células mononucleares de sangre periférica -Peripheral Blood Mo-
nonuclear Cells-) mediante PHA-P para producir células que respondan a la IL-7. La proliferacién se midi6 en un en-
sayo patrén de incorporacién de timidina. En resumen, en primer lugar se incubaron las PBMC durante cinco dfas con
10 microgramos/ml de PHA-P, las células se lavaron y a continuacién se incubaron en un medio suplementado con pro-
teinas de fusion de huFc-IL-7, en una serie de diluciones, durante un total de 48 horas. Durante las 12 horas finales, las
muestras se sometieron a impulsos con 0,3 uCi de [metil-3H]timidina (Dupont-NEN-027). A continuacién se lavaron
las células extensamente, se recogieron y se lisaron sobre filtros de vidrio. Se midi6 la 3H-timidina incorporada en el
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ADN en un contador de escintilaciones. Se ensayé como patrén la proteina hulL-7 de tipo silvestre, obtenida de la firma
R&D Systems (Minneapolis, MN), u obtenida del National Institute for Biological Standards y Control (NIBSC).

Se obtuvo un valor ED50 de la proliferacién celular para las proteinas de fusion de huFc-IL-7 a partir del trazado de
una curva de respuesta a la dosis segun las técnicas normalizadas, y se determiné la concentracién proteica que da como
resultado la respuesta semimdxima. Se evaluaron las proteinas de fusién de huFcy1-IL-7, huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 y
huFcyl(ligando1)-IL-7. Los valores ED50 de las proteinas de fusién eran claramente similares entre si, disminuyendo
en un mdltiplo de 3 de uno a otro. Por lo tanto, se ha encontrado que estas alteraciones en la mitad Fc tenian poca
influencia sobre la actividad IL-7 de la proteina de fusion.

De igual modo, se ha encontrado que los valores ED50 de estas proteinas de fusion eran aproximadamente entre 3
y 10 veces mayores que el valor ED50 obtenido para la hulL-7 comercialmente obtenible en la firma R&D Systems.
Puesto que esta preparacion comercial se produce en bacterias y no estd glicosilada, se evalu6 la proteina huFcy1-IL-
7 desglicosilada por via enzimdtica, mediante el tratamiento con PNGasaF. Se ha encontrado que tenia una actividad
similar a la forma no tratada. Sin pretender establecer cualquier limite tedrico, la actividad de las proteinas de fusion,
que se encuentra disminuida de algiin modo, podria deberse, no a la glicosilacién de la mitad IL-7 sino, en su lugar, a
un efecto estérico resultante del extremo N restringido de la mitad IL-7.

Ejemplo 7
Farmacocinética de las proteinas huFc-IL-7

Se evaluaron los perfiles farmacocinéticos (PK) de una proteina de fusién de huFc-IL-7 y de IL-7 humana recom-
binante (Peprotech, Rocky Hill, NJ) y los resultados se han representado en la figura 13. Se administr6 una inyeccién
subcutdnea tnica de cantidades equimolares de huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 o de IL-7 humana recombinante (50 mi-
crogramos) a grupos de ratones C57BL6/J. Se obtuvieron muestras de sangre mediante sangrado retroorbital en el
momento de la inyeccién (es decir en el instante t = 0 minutos), y al cabo de 30 minutos, de 1 hora, de 2 horas, de 4
horas, de 8 horas, de 24, de 48, de 72, de 96, de 120 y de 144 horas después de la inyeccién. Se recogieron muestras
en tubos de heparina para evitar la coagulacién, y se eliminaron las células por centrifugacion en la microcentrifuga-
dora de Eppendorf de alta velocidad durante 4 minutos a 12,500 g. Se calcularon los valores PK con el paquete de
programas de ordenador PK solutions 2.0™ (Summit Research Services, Montrose, CO).

Se determind la concentracién de la IL-7 administrada en muestras de plasma por cuadruplicado en cada intervalo
de tiempo mediante un ELISA especifico para la IL-7 humana. Se encontré que el comportamiento farmacocinético
de la huFc-IL-7 y de la IL-7 recombinante presentaban una notable diferencia. Para la IL-7 humana recombinante, la
concentracion maxima (C,,,) fue de 23,5 ng/ml al cabo de 2,0 horas desde la inyeccién (T, ), mientras que para la
huFc-IL-7 la C,,,, fue de 1.588,7 ng/ml al cabo de 24 horas desde la inyeccién. De igual modo, mientras que la IL-
7 humana recombinante fue absorbida mas rapidamente que la huFc-IL-7 (vida media de la fase 8 0,9 horas frente a
12,4 horas), la huFc-IL-7 fue eliminada aproximadamente 9 veces mds despacio de la circulacion durante la fase 8. De
este modo, en términos de AUC (area bajo la curva) como medida de la exposicion total al farmaco, los ratones que
recibieron huFc-IL-7 tenfan una exposicién 572 veces mayor a la proteina administrada que los ratones que recibieron
IL-7 humana recombinante. Estos datos demuestran una mejora significativa de las proteinas de fusiéon de huFc-IL-7
con relacién a la IL-7 humana recombinante libre, con respecto a su PK. De igual modo, se encontr6 que eran similares
entre si los perfiles PK de las proteinas de fusién de huFc-IL-7, tales como huFcy1-IL-7 y huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7,
huFcy1(YN>AQ)(ligando2)-IL-7 y huFcy1(YN>AQ,d) (ligando2)-IL-7, que se administraron a los ratones mediante
inyeccidn intravenosa.

Ejemplo 8
Eficacia de la huFc-IL-7 en ratones linfopénicos después del trasplante de médula 6sea (BM)

Se evalud in vivo la eficacia de las proteinas de fusién de huFc-IL-7 en comparacién con la IL-7 humana recom-
binante. A titulo de ejemplo se administraron a ratones linfopénicos, después del trasplante de médula ésea (BM)
empobrecida en células T, la huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 o la IL-7 humana recombinante (Peprotech, Rocky Hill, New
Jersey) y se evalud la recuperacion de las poblaciones de células inmunes.

De manera esencial, los ratones receptores fueron irradiados letalmente como paso previo al trasplante BM, con
dos dosis de 600 cGy, en todo el cuerpo, mediante irradiacién en intervalos de 4 horas, y las células BM, resuspendidas
en PBS, se infundieron en las venas de la cola de los ratones receptores. Se administré por via subcutinea a los ratones
receptores a intervalos regulares, a partir del quinto dia, una cantidad equimolar de la huFc-IL-7 (7 ug) o de la IL-
7 humana recombinante (2,5 ug) (Peprotech, Rocky Hill, NJ). Durante el transcurso del experimento, se tomaron
muestras de sangre del ratén receptor y se midieron en las muestras las concentraciones celulares de linfocitos.

Se obtuvieron células BM, para trasplantes celulares BM, de manera aséptica a partir de los fémures y de las tibias
de ratones BL/6.SJL (H2°, CD45.1) (Jackson Labs, Bar Harbor, ME) y se empobrecieron en células T mediante la
eliminacién por via magnética de células T marcadas sobre columnas MACS® (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). El
grado de empobrecimiento de las células T se monitorizé por andlisis FACS con anticuerpos marcados por fluores-
cencia frente a CD45, @B-TCR (células T) y 7-aminoactinomicina D (7-AAD, células apoptéticas) (Calbiochem, X).
Se emplearon 10 x 109 células BM vivas (7-AAD-negativas) (que contenian menos de un 1% de células T) por rat6n
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receptor. En el caso de los trasplantes BM congénicos, se emplearon ratones B6 (H2°, CD45.2) como la hebra de rat6n
receptor, y en los trasplantes BM alogénicos se eligieron ratones B6C3F1 (H2"%, CD45.2).

Se midieron las concentraciones de las células de linfocitos (como se ha representado en la tabla 1) esencialmente
como se ha descrito por Brocklebank y Sparrow (Brocklebank y Sparrow (2001) Cytometry 46:254). En resumen,
se disolvieron cuentas fluorescentes (TruCOUNT™ Tubes, BD Biosciences, San Jose, CA) en 40 ul de PBS que
contenfan una mezcla de anticuerpos especificos de linfocitos. A continuacién se afiadieron 10 ul de la sangre anti-
coagulada, se mezclaron y se incubaron durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Las células de
los linfocitos se lisaron en 450 ul de solucién de lisis Red Blood Cell (BD Biosciences, San Jose, CA) y se analizaron
muestras mediante citometria de flujo (BD FACSCalibur™, BD Biosciences, San Jose, CA). La concentracién de una
poblacién particular de linfocitos (por ejemplo células B, células T o leucocitos totales) se determind por creacién de
regulaciones separadas via linfocitos y de cuentas fluorescentes y mediante la lectura del ntimero de los episodios en
cada regulacion. El niimero de linfocitos regulados por microlitro se calcul dividiendo el nimero de episodios en una
region linfocitica regulada entre el niimero de episodios en la region de perla regulada. Este niimero se multiplic6 por
la fraccién del nimero de perlas por cada tubo TruCOUNT™ (proporcionado por el suministrador) sobre el volumen
de la muestra y multiplicado, finalmente, por el factor de dilucién de la muestra.

En un experimento se evalud la reconstitucion de los linfocitos en cuadro de trasplante BM congénico, empledndo-
se los materiales y los métodos que han sido indicados precedentemente. Los ratones receptores fueron inyectados con
huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 a una dosis de 7 ug (125 ug de IL-7/kg de peso corporal) y se midieron las células de linfo-
citos como se ha descrito. Se detectaron linfocitos donantes como células positivas CD45.1, mientras que los linfocitos
endégenos de los ratones receptores se detectaron como células positivas CD45.2. Las células B y las células T de los
linfocitos se identificaron empledndose, respectivamente, marcadores de linfocitos B220 y CD3. Se encontré que el
dia 49, los linfocitos donantes (células positivas CD45.1) habian repoblado los ratones receptores a un nivel compa-
rable con el de los ratones de control no irradiados, mientras que los linfocitos endégenos (células positivas CD45.2)
no se habian expandido de manera significativa. Ademads, el tratamiento con la proteina de fusién de huFc-IL-7 no
provocd una toxicidad significativa. Estos resultados demostraron la eficacia de la proteina de fusion en la expansion
de poblaciones de linfocitos transferidas de manera adoptiva. Los resultados se han representado en la figura 16.

En otro experimento, se empled un modelo de trasplante BM alogénico, que puede simular mejor un cuadro de tras-
plante clinico, para comparar una proteina de fusién de huFc-IL-7 con la IL-7 humana recombinante, y los resultados
se han mostrado en la tabla 1. De igual modo, se emplearon los métodos y los materiales descritos precedentemente.
Se administraron la huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7 y la IL-7 humana (equivalente de 125 ug IL-7/kg de peso corporal) bien
un dia si y otro no (q2d) o una vez la semana (q7d) desde el quinto dia hasta el dia 56 desde el trasplante. Como
controles sirvieron ratones donantes tratados PBS y ratones irradiados, receptores de médula ésea tratados con PBS.

Las células B (CD45.1%, B220*, CD19%), derivadas del donante, alcanzaron en los ratones receptores, tratados con
la proteina de fusion, los niveles de la linea de base (como se ha definido por la concentracién en sangre de las células
B en los ratones de control donantes) al cabo de 14 o de 16 dias después del trasplante, cuando se administraron
respectivamente q2d o q7d. Por el contrario, en ratones receptores, tratados con la IL-7 humana recombinante, no
tiene efecto ninguno de los regimenes de dosificacion; se requirid en los ratones receptores tratados con PBS y en los
ratones receptores tratados con la IL-7 humana aproximadamente el mismo tiempo para que el nimero de células B
alcanzase el nivel de la linea de base, aproximadamente 28 dias. Ademads de la reconstitucion acelerada de las células
B, el tratamiento con la huFc-IL-7 favorece la expansion continua de las células B hasta el dia 33: el q2d administrado
a la huFc-IL-7 dio como resultado un incremento 7 veces mayor, mientras que el q7d administrado dio como resultado
un incremento de 2,5 veces en el nimero de células B en comparacién con los ratones de control. Después del dia
33, disminuy6 el nimero de células B, pero todavia se encontraban aproximadamente en un nimero 2 veces mayor
que en los ratones de control. Por lo tanto, después del dia 33, disminuyen en la sangre los niveles de la proteina de
IL-7 administrada, lo que podria deberse, en parte, a la formacién de anticuerpos de neutralizacion de la proteina de
fusién humana. La figura 14 representa estos resultados de la reconstitucién de las células B en ratones irradiados,
trasplantados con médula 6sea, tratados con la IL-6 humana recombinante y con la huFC-IL-7.

Se observé un resultado similar con respecto a las células T derivadas del donante (CD45.1%, CD3*, TCRaS").
El tratamiento con la proteina de fusién de huFc-IL-7 dio como resultado la reconstitucién acelerada de las células
T, mientras que el tratamiento con la IL-7 humana recombinante no lo produjo. Los niveles maximos en células T se
alcanzaron aproximadamente el dia 49. Sin embargo, tinicamente se alcanzaron nimeros de células T por encima de la
linea de base (es decir la concentracion en sangre de las células T en los ratones donantes) con un plan de dosificacién
de q2d de la proteina de fusién de huFc-IL-7, que alcanza aproximadamente 1,5 veces el nimero de las células T en
los ratones de control. La figura 15 representa estos resultados de reconstituciéon de las células T en ratones irradiados
trasplantados con médula désea tratados con la IL-7 humana recombinante y con la huFc-IL-7.

Independientemente del nimero pasajeramente elevado de células B y de células T donantes en los ratones recep-
tores bajo ciertas condiciones, ninguno de los ratones experimentales mostré cualquier signo de morbididad durante
el transcurso del experimento. Los andlisis realizados en érganos internos el dia 55 no mostraron deformaciones pa-
tolégicas en el higado, en el rifidn, en el pulmén, en el bazo, en el timo, en los ganglios linfaticos, en el estémago, en
el intestino delgado ni en el colon. De este modo, este experimento de trasplante alogénico demuestra que la proteina
de fusién de huFc-IL-7 tenia un poder de reconstitucion de los linfocitos in vivo significativamente mayor que la IL-7
humana recombinante, tras acondicionado mieloablativo.
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Ejemplo 9
Eficacia de la huFc-IL-7 en los trasplantes de células T en ratones linfopénicos

La eficacia de las proteinas de fusién de huFc-IL-7 se evalué igualmente en un modelo de trasplante de células
T. En esencia, se transfirié una poblacién (clonal) homogénea de células T en ratones irradiados, inmunodeficientes,
administrandose a los ratones receptores la proteina de fusion de huFc-IL-7, y se evalud el grado de reconstitucion de
las células T y, eventualmente, la funcién de las células T.

Para obtener una poblacién homogénea de células T, se tomaron esplenocitos de ratones P14 TCR-tg/RAG (Charles
River Laboratories, Wilmington, MA), que estaban desprovistos de células B. De igual modo, todas las células T de
estos ratones expresan el receptor transgénico de las células T (TCR), P14, que es especifico del epitopo virico (gp33
de LCMV).

Se inyectaron, por via intravenosa, suspensiones de células individuales de esplenocitos en la cola de ratones
inmunodeficientes RAG Cy+ (Charles River Laboratories) que habfan sido irradiados una vez con 650 radianes (dosis
subletal) 4 horas antes del trasplante. Se administraron a los ratones receptores en dias alternos, comenzandose en el
dia 2,7 pg de la proteina de fusién de huFcy2(h)(FN>AQ)-IL-7. Se administré PBS a un grupo de control de ratones
receptores. El grado de reconstitucion de las células T como respuesta a la proteina de fusién de huFc-IL-7 o al PBS se
determiné por medida de la presencia de células T P14 (células CD8*VB8.1"Va2*) en la sangre mediante citometria
de flujo.

Se encontré que los ratones, a los que se habia administrado la proteina de fusién de huFc-IL-7, tenian el dia 35 un
aumento de 17 veces en el nimero de células T (35,000 células/ul), en comparacién con los ratones de control (2,000
células/ul). Es evidente que los niveles de reconstitucion de las células T exceden a aquellos que pueden observarse en
los ratones P14 TCR no tratados (23,000 células/ul). De igual modo, en estos ratones tratados con la huFc-IL-7, una
fraccién significativa de las células T reconstituidas ha aumentado la regulacién de la subunidad receptora IL-2Re,
CD25, en la superficie celular. De este modo, no solamente la proteina de fusién de huFc-IL-7 era conveniente para
expandir las células T trasplantadas, sino que también puede haber preacondicionado a las células T transferidas para
que respondan a las citoquinas, tal como la IL-2.

Ejemplo 10
Terapia adyuvante con la huFc-IL-7 para pacientes inmunocomprometidos

Se han considerado numerosos cuadros clinicos en los cuales pueden beneficiarse los pacientes de la terapia ad-
yuvante con la huFc-IL-7. Por ejemplo, se han desarrollado nuevas modalidades de tratamiento para pacientes en
pediatria con enfermedades malignas tales como leucemias linfoblésticas o mieloide en los que, como consecuencia
de una terapia mieloablativa, son tratados mediante el trasplante de células madre hematopoiéticas alogénicas para
reconstituir el sistema inmune.

Para incrementar de manera notable el grupo de donantes potenciales para estos pacientes, se ha encontrado que el
G-CSF de células madre movilizadas de sangre periférica (PBSCs) procedentes de donantes no emparentados compa-
tibles o de donantes haploidénticos con 1 - 3 locus HLA no compatibles, pueden ser una fuente de células a condicién
de que el trasplante esté empobrecido en células T (véase Handgretinger et al. (2001) Annals NY Acad. Sciences
938:340-357). Este empobrecimiento reduce drasticamente la aparicién de un rechazo agudo de trasplante entre el
injerto y el huésped (GvHD); sin embargo, se cree que debido a la baja concentracién de las células T, existia un
significativo retardo en la inmunorreconstitucién. Los pacientes estaban sometidos a un alto riesgo de infecciones
viricas durante, al menos, un periodo de 6 meses después del trasplante, y las células T no retornaban a los niveles
normales durante un afio (Handgretinger et al, (2001) Annals NY Acad. Sciences 938:340-357; Lang et al., (2003)
Blood 101:1630-6). Por lo tanto, seria ventajoso incrementar la tasa de repoblacion de las células T y de las otras
células inmunes en estos pacientes.

Los pacientes, que pueden beneficiarse de la terapia con la huFc-IL-7, incluyen pacientes con leucemia infantil, tal
como una leucemia linfoblastica o una leucemia mieloide. Los nifios, que tienen este desorden, serdn sometidos, en
primer lugar, a una terapia para el acondicionado mieloablativo, que puede estar basada bien en el agente quimiotera-
péutico constituido por el busulfan o mediante irradiacién de todo el cuerpo, combinada con quimioterapia. A titulo
de ejemplo, de conformidad con el diagndstico y la edad del paciente, el paciente es tratado con irradiacién en todo
el cuerpo (de manera tipica 6 tratamientos de 2 Gy cada uno), globulina anti-timocito de conejo (10 mg/kg por dia
durante 3 dfas), etopdsido (40 mg/kg) y ciclofosfamida (120 mg/kg).

Para obtener células madre CCD34 positivas (pos) para el trasplante, se movilizan células madre de la sangre pe-
riférica (PBSCs) de un donante histocompatible (alogénico) con una dosis diaria de 10 microgramos/kg de G-CSF
durante 6 dias y se recogen mediante leucofaresis el quinto y el sexto dia. De manera general, se obtienen aproximada-
mente 20 x 10°/kg de células madre CD34 pos y son trasplantadas. Las células madre CD34 pos son purificadas a partir
de las PBSC mediante seleccién positiva con un anticuerpo antiCD34 en un sistema SuperMACS (Magnetic activated
cell sorting, Miltenyi Biotec) y son eluidas. El empobrecimiento en células T se encuentra comprendido aproximada-
mente entre 5 unidades logaritmicas hasta aproximadamente 10 x10° células/kg. Los agregados y otros desechos son
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excluidos del injerto mediante clasificacién FACS. La suspensién celular es infundida en el paciente a través de un
catéter venoso central. De manera opcional, el injerto puede incluir poblaciones purificadas de otras células inmunes,
tales como las células NK heploidénticas, DCs, monocitos asi como también células madre CD34neg.

Para evaluar el injerto se lleva a cabo un recuento neutréfilo absoluto. Se considera que el injerto ha tenido éxito
una vez que los niveles neutréfilos permanezcan por debajo de 50 células/microlitro. La reconstitucion de las células
inmunes se monitoriza mediante andlisis FACS, inicialmente una vez a la semana, y cada tres meses una vez que se
haya iniciado la recuperacién de las células T.

Para aumentar la inmunorreconstitucién, el paciente se trata con una proteina de fusién de huFc-IL-7 tal como la
huFcy2h(FN>AQ)-IL-7 o la huFcyl1(YN>AQ)(ligando2)-IL-7. Aproximadamente 3 semanas después del trasplante
(o una vez que se haya establecido el trasplante), el paciente recibe una administracién subcutdnea de la huFcy2h
(FN>AQ)-IL-7 o de la huFcy1(YN>AQ)(ligando2)-IL-7 a una dosis aproximada de 1,5 mg/m?* (o a una dosis en el
intervalo comprendido entre 0,15 mg/m? y 15 mg/m?), aproximadamente 2 veces a la semana durante 6 meses hasta 12
meses, hasta que el recuento de las células T alcance el 50% de los niveles normales. Se ha encontrado que se mejora
el prondstico del paciente debido al menor riesgo de infeccidn virica, que es una de las complicaciones principales
después de un trasplante. De igual modo se ha encontrado que este tratamiento no aumenta de manera significativa el
riesgo de una GvHD aguda.

Ademads de la administracion de la proteina de huFc-IL-7, se administran, de manera 6ptima, otros medicamentos

con fines profilacticos. Estos incluyen, por ejemplo, el aciclovir, el metronidazol, el flucanazol y el co-trimoxazol.
Durante los tres primeros meses, el paciente puede recibir una administracién semanal de inmunoglobulinas, asi como
de G-CSFE.
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de fusién de IL-7 que comprende una cadena de inmunoglobulina y una molécula de IL-7, que estd
modificada en comparacion con la IL-7 de tipo silvestre, ligada directamente o a través de una molécula ligante, en la
que la modificacién en la IL-7 consiste:

(i) en que los residuos de aminodcido en las posiciones 70 y 91 estdn glicosilados y el residuo de aminoacido
en la posicién 116 no estd glicosilado; o

(i1) en que existen enlaces de disulfuro dentro de la mitad IL-7 entre Cys2 y Cys92, entre Cys34 y Cys129 y
entre Cys47 y Cysl41,

con la condicién de que, cuando la modificacion en la IL-7 corresponda a (ii) estard excluida una proteina de fusién
de IL-7, en la que dicha molécula de IL-7 esté funcionalmente ligada con una porcién Fc de una cadena pesada de IgG
a través de una region bisagra peptidica.

2. Una proteina de fusién de IL-7 que comprende una cadena de inmunoglobulina y una molécula de IL-7, que estd
modificada en comparacion con la IL-7 de tipo silvestre, ligada directamente o a través de un molécula ligante, en la
que la modificacién en la IL-7 consiste:

(1) en que los residuos de aminodcido en las posiciones 70 y 91 estan glicosilados y el residuo de aminodcido
en la posicién 116 no estd glicosilado; y

(i1) en que existen enlaces de disulfuro dentro de la mitad IL-7 entre Cys2 y Cys92, entre Cys34 y Cys129 y
entre Cys47 y Cysl41.

3. Una proteina de fusion de IL-7 de la reivindicacion 1 o 2, en la que el residuo de aminoacido en la posicién 116
es asparagina.

4. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 1 o 2, en la que el residuo de aminoécido en la posicién 116
no estd glicosilado.

5. Una proteina de fusion de IL-7 de la reivindicacién 1 o 2, en la que el residuo de aminodcido en la posicién 116
estd modificado de tal manera que no es adecuado como locus para una glicosilacién.

6. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 1 o 2, en la que 1 molécula de IL-7 comprende una elimina-
cion.

7. Una proteina de fusion de IL-7 de la reivindicacién 6, en la que la IL-7 truncada comprende una eliminacién de
dieciocho aminodcidos desde el aminoédcido 96 hasta el aminodcido 114 de la SEQ ID NO: 1.

8. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 1 o 2, en la que 1la molécula de IL-7 es la IL-7 humana.
9. Una proteina de fusion de IL-7 de la reivindicacién 1 o 2, en la que la IL-7 es una mitad de IL-7 madura.

10. Una proteina de fusién de IL-7 de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en la que la cadena de inmunoglo-
bulina comprende, al menos, una porcién de un dominio constante.

11. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 10, en la que el dominio constante se elige entre el grupo
que comprende CH1, CH2 y CH3.

12. Una proteina de fusion de IL-7 de la reivindicacién 10 o 11, en la que el domino constante es un dominio
constante de IgG1.

13. Una proteina de fusion de IL-7 de la reivindicacién 12, en la que estd modificado el dominio constante Asn297
de la IgGl.

14. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 13, en la que la modificacion de Asn297 es Asn297Gln.
15. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 13, que comprende ademas una modificacién en Tyr296.
16. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 15, en la que la modificacion Tyr296 es Tyr296Ala.

17. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 10 o 11, en la que el dominio constante es un dominio
constante de la IgG2.
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18. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 17, en la que cadena de IgG2 comprende una bisagra de
IgGl.

19. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacién 17 o 18, en la que estd modificado el dominio constante
Asn297 de la IgG2.

20. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacion 19, en la que la modificacién de Asn297 es Asn297Gln.
21. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacion 19, que comprende, ademads, una modificaciéon en Phe296.
22. Una proteina de fusién de IL-7 de la reivindicacion 21, en la que la modificacién Phe296 es Phe296Ala.

23. Una proteina de fusién de IL-7 de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que la mitad IL-7 de la
proteina de fusién tiene una actividad bioldgica incrementada en comparacién con la IL-7 de tipo salvaje.

24. Una molécula de ADN aislada que codifica una proteina de fusién de IL-7 segtn cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 23.

25. Una célula huésped cultivada que comprende el ADN de la reivindicacién 24.

26. Un procedimiento para la preparacion de una proteina de fusiéon que comprende: la transformacién de una
célula huésped con el ADN de la reivindicacién 24, el cultivo de la célula huésped, y la expresion y la recoleccion de
la proteina de fusion de IL-7.

27. Una composicién farmacéutica adecuada para el tratamiento de desérdenes inmunes o del cancer, que compren-
de una proteina de fusién de IL-7 en una cantidad farmacéuticamente efectiva de cualquiera de las reivindicaciones 1

a 23, opcionalmente junto con un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptables.

28. Uso de una proteina de fusién de IL-7 de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de deficiencias inmunes y del cancer.
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Figura 1

IL-7 humana

MFHVSFRYIFGLPPLILVLLPVASSDCDIEGKDGKQYESVLMVSIDQLLDSMKEIGSNC
LNNEFNFFKRHICDANKEGMFLFRAARKLRQFLKMNSTGDFDLHLLKVSEGTTILLNCT
GQVKGRKPAALGEAQPTKSLEENKSLKEQKKLNDLCFLKRLLQEIKTCWNKILM GTKEH

(SEQ ID NO:1)

Figura 2

IL-7 de ternera

MFHVSFRYIFGIPPLILVLLPVASSDCDISGRDGGAYQNVLMVNIDDLDINMINFDSNCL
NNEPNFFKKHSCDDNKEASFLNRASRKLRQFLKMNISDDFKIHISTVSQGTLTLLNCTS
KGKGRKPPSLSEAQPTKNLEENKSSREQKKQNDLCFLKILLQKIK TCWNKILRGIKEH

(SEQ ID NO:2)

Figura 3

IL-7 de cordero

MFHVSFRYIFGIPPLILVLLPVASSDCDFSGKDGGAYQNVLMVSIDDLDNMINFDSNCL
NNEPNFFKKHSCDDNKEASFLNRAARKLKQFLKMNISDDFKLHLSTVSQGTLTLLNCTS
KGKGRKPPSLGEAQPTKNLEENKSLKEQRKQNDLCFLKILLQKIKTCWINKILRGITEH

(SEQID NO:3)
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Figura 4

Fcyl-IL-7 humana

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEV KFN
WYVDGVEVENAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALP APIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK

TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSATATPGADCD
{EGKDGKQYESVLMVSIDQLLDSMKEIGSNCLNNEFNFFKRHICDANKEGMFLFRA ARK
LRQFLKMNSTGDFDLHLLKVSEGTTILLNCTGQVKGRKPAALGEAQPTKSLEENKS LKE
QKKLNDLCFLKRLLQEIKTCWNKILMGTKEH

(SEQ ID NO:4)

Figura §

Fey2(h) (FN> AO)-IL-7 humana

EPKSSDKTHTCPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCYVVVDVSHEDPEVQEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQAQSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPAPIE
KTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIA VEWESNGQPENNYK
TTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSATATPGADCD
" [EGKDGKQYESVLMVSIDQLLDSMKEIGSNCLNNEFNFFKRHICDANKEGMFLER AARK
LRQFLKMNSTGDFDLHLLKVSEGTTILLNCTGQVKGRKPAALGEAQPTKSLEENKSLKE
QKKLNDLCFLKRLLQEIKTCWNKILMGTKEH

(SEQ ID NO:5)
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Figura 6

FCyl (ligandol)-1L-7 humana

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESN GQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSATATPGAGGG
GSGGGGSGGGSDCDIEGKDGKQYESVLMVSIDQLLDSMKEIGSNCLNNEFNFFKRHICD
ANKEGMFLFRAARKLRQFLKMNSTGDFDLHLLKVSEGTTILLNCTGQVKGRKPAALGE
AQPTKSLEENKSLKEQKKLNDLCFLKRLLQEIKTCWNK[IMGTKEH

(SEQ ID NO:6)

Figura 7

Fcyl (YN> AQ(ligando2)-1IL-7 humana

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQAQSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKV SNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYK
TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSA TATPGAGGG
GSGGGGDCDIEGKDGKQYESVLMVSIDQLLDSMKEIGSNCLNNEFNFFK RHICDANKEG
MFLFRAARKLRQFLKMNSTGDFDLHLLKVSEGTTILLNCTGQVKGRKPA ALGEAQPTK
SLEENKSLKEQKKLNDLCFLKRLLQEIKTCWNKILMGTKEH

(SEQ ID NO:7)
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Figura 8

Fcyl (YN> AO.d)(ligando2)-IL-7 humana

EPKSSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR TPEVTCVVVDVSHEDPEVKEN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQAQSTYRVVSVLTVLHQD WLNGKEYKCKVSNKALPAPIE
KTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGEYPSDIAVEWESNGQPENNYX

TTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSR WQQGNVESCSVMHEALHNHYTQKSATATPGGGGS

GGGGDCDIEGKDGKQYESVLMVSIDQLLDSMKEIGSNCLNNEFNFFKRHICD ANKEGM

FLFRAARKLRQFLKMNSTGDFDLHLLKVSEGTTILLNCTGQVKGRKPAALGEAQPTKSL
EENKSLKEQKKLNDLCFLKRLLQEIKRTCWNKILMGTKEH

(SEQ ID NO:8)

Figura 9

Fcyl humana

GAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGGCCTCGCC
CTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGG GACAGGCCCCAGCCGGGTGC
TGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGG ACCGTCAGTCTTCCTCTTCCC
CCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGA
GCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTG GAGGTGCATAATGCCAAGAC
AAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAG
GACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGA
AAACCATCTCCAAAGCCAAAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCG
GCCCACCCTCTGCCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTA CAGGGCAGCCCCGAGAACCA
CAGGTGTACACCCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCAAGAACCA GGTCAGCCTGACCTGCCTGGT
CAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATG GGCAGCCGGAGAACAACTAC
AAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTATAGCAAGCTCACCGTGGACAA
GAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTICTCATGCTCCGTGATGCATG.AGGCTCTGCACAACCACTACA
CGCAGAAGAGCGCCACCGCGACCCCGGGCGCC

(SEQ ID NO:22)
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Figura 10

Fcyl (YN> AQ) humana

GAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGG
CCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCT AGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGC
CCCAGCCGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTICTTCCTCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGA
GGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTAC
GTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGGCCCAGAGC
ACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTA
CAAGTGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCC
AAAGGTGGGACCCGTGGGGTGCGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCT
GCCCTGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGT
GTACACCCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTG
GTCAAAGGCTTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGA
ACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTGCTGGACTCCGACGGCTCCTTICTTCCTCTATAGCAAG
CTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATG
AGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCGCCACCGCGACCCCGGGCGCC

(SEQ ID NO:21)
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Figura 11

Fcy2(h) humana

GAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGG
CCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGC
CCCAGCTGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCACCTGTGGCAGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCACGGGAGGAGCAGTTCAACAGCACGTT
" CCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAGT
GCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAGG
TGGGACCCGCGGGGTATGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGCTCGGCCCACCCTCTGCCCT
GAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGT CCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAA
CTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTITCTTCCTCTACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC
TCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCGCCACCGCGACCCCGGGCGCC

(SEQ ID NO:20)
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Figura 12

Fcy2(h)(EN>AO) humana

GAGCCCAAATCTTCTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGGTAAGCCAGCCCAGG
CCTCGCCCTCCAGCTCAAGGCGGGACAGGTGCCCTAGAGTAGCCTGCATCCAGGGACAGGC
CCCAGCTGGGTGCTGACACGTCCACCTCCATCTCTTCCTCAGCACCACCTGTGGCAGGACCG
TCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTC
ACGTGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAA GACCCCGAGGTCCAGTTCAACTGGTACGTGG
ACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAA AGCCACGGGAGGAGCAGGCCCAGAGCACGT
TCCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTTGTGCA CCAGGACTGGCTGAACGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGGCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAACCAAAG
GTGGGACCCGCGGGG'I‘ATGAGGGCCACATGGACAGAGGCCGGC'I‘CGGCCCACCC‘I‘CTGCCC
TGAGAGTGACCGCTGTACCAACCTCTGTCCCTACAGGGCAGCCCCGAGAACCACAGGTGTAC
ACCCTGCCCCCATCACGGGAGGAGATGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCA
AAGGCTTCTACCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAA
CTACAAGACCACACCTCCCATGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCA
CCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGC
TCTGCACAACCACTACACACAGAAGAGCGCCACCGCGACCCCGGGTGCA

(SEQ ID NO:19)
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ES 2 305 886 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Lauder, Scott
Gillies, Stephen

<120> Proteinas de fusion de IL-7

<130> LEX-026

<150> US 60/533,406
<151> 2003-12-30

<160> 38

<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211> 177
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Phe His Val Ser Phe Arg Tyr Ile Phe Gly Leu Pro Pro Leu Ile
1 S 10 15

Leu Val Leu Leu Pro Val Ala Ser Ser Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys
20 25 30

Asp Gly Lys Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met Val Ser Ile Asp Gln Leu
35 40 45

Leu Asp Ser Met Lys Glu Ile Gly Sexr Asn Cys Leu Asn Asn Glu Phe
50 S§5 60

Asn Phe Phe Lys Arg His Ile Cys Asp Ala Asn Lys Glu Gly Met Phe
65 70 75 80

Leu Phe Arg Ala Ala Arg Lys Leu Arg Gln Phe Leu Lys Met Asn Ser
85 90 9s

Thr Gly Asp Phe Asp Leu His Leu Leu Lys Val Ser Glu Gly Thr Thr
100 105 110

Ile Leu Leu Asn Cys Thr Gly Gln Val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala
115 120 125

Leu Gly Glu Ala Gln Pro Thr Lys Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu
130 135 140

Lys Glu Gln Lys Lys Leu Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Arg Leu Leu
145 150 155 160

Gln Glu Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu Met Gly Thr Lys Glu
165 170 175

His
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<210>2

<211> 176
<212> PRT
<213> Bos taurus

<400> 2

ES 2 305 886 T3

Met Phe His Val Ser Phe Arg Tyr Ile Phe Gly Ile Pro Pro Leu Ile

1l S 10 15

Leu val Leu Leu Pro Val Ala Ser Ser Asp Cys Asp Ile Ser Gly Arg

20 25 30

Asp Gly Gly Ala Tyr Gln Asn Val Leu Met Val Asn lle Asp Asp Leu

35 40 45

Asp Asn Met Ile Asn Phe Asp Ser Asn Cys Leu Asn Asn Glu Pro Asn

50 S5 60

Phe Phe Lys Lys His Ser Cys Asp Asp Asn Lys Glu Ala Ser Phe Leu

65 70 75 a0

Asn Arg Ala Ser Arg Lys Leu Arg Gln Phe Leu Lys Met Asn Ile 3er

85 90 95

Asp Asp Phe Lys Leu His Leu Ser Thr Val Ser Gln Gly Thr Leu Thr

100 105 110

Leu Leu Asn Cys Thr Ser Lys Gly Lys Gly Arg Lys Pro Pro Ser Leu

115 120 125

Ser Glu Ala Gln Pro Thr Lys Asn Leu Glu Glu Asn Lys Ser Ser Arg

130 135 140

Glu Gln Lys Lys Gln Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Ile Leu Leu Gln

145 150 155 160

Lys Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu Arg Gly Ile Lys Glu His

16s 170 175
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<210>3

<211> 176
<212> PRT
<213> Ovis aries

<400> 3

Met Phe His val Ser Phe Arg Tyr Ile pPhe Gly Ile Pro Pro Leu Ile
1 S 10 1S5
Leu Val Leu Leu Pro Val Ala Ser Ser Asp Cys Asp Phe Ser Gly Lys

20 25 30

Asp Gly Gly Ala Tyr Gln Asn Val Leu Met Val Ser Ile Asp Asp Leu

35 40 45

Asp Asn Met Ile Asn Phe Asp Sexr Asn Cys Leu Asn Asn Glu Pro Asn

50 55 60

Phe Phe Lys Lys His Ser Cys Asp Asp Asn Lys Glu Ala Ser Phe Leu

65 70 75 80

Asn Arg Ala Ala Arg Lys Leu Lys Gln Phe Leu Lys Met Asn Ile Ser

8s 920 95

Asp Asp Phe Lys Leu His Leu Sexr Thr Val Ser Gln Gly Thr Leu Thr

100 105 110

Leu Leu Asn Cys Thr Ser Lys Gly Lys Gly Arg Lys Pro Pro Ser Leu

115 120 125

Gly Glu Ala Gln Pro Thr Lys Asn Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys

130 135 140

Glu Gln Arg Lys Gln Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Ile Leu Leu Gln

145 1s0 155 160

Lys Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu Arg Gly Ile Thr Glu His

165 170 175
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<213> Secuencia artificial

<223> Fc-gammal-IL-7 humana

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 - 10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 3¢

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Fro Glu Val Thr Cys Val Val
35 40 45

val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 55 60

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
65 70 75 80

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln
as 90 95

Asp Trxrp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 105 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
11s 120 125

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
130 13s 140

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 150 155 160

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Glmn Pro Glu Asn Asn Tyrxr
165 170 178

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
180 185 1%0

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe
195 200 205
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Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

210 215 220

Ser Ala Thr Ala Thr Pro Gly Ala Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp

225 230 235 240

Gly Lys Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met Val Ser Ile Asp Gln Leu Leu

245 250 25S

Asp Ser Met Lys Glu Ile.Gly Ser Asn Cys Leu Asn Asn Glu Phe Asn

260 265 270

Phe Phe Lys Arg His Ile Cys Asp Ala Asn Lys Glu Gly Met Phe Leu

275 280 28s

Phe Arg Ala Ala Arg Lys Leu Arg Gln Phe Leu Lys Met Asn Ser Thr

290 295 300

Gly Asp Phe Asp Leu His Leu Leu Lys Val Ser Glu Gly Thr Thr Ile

308 310 315 320

Leu Leu Asn Cys Thr Gly Gln Val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu

32s 3o 335

Gly Glu Ala Gln Pro Thr Lys Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys

340 345 350

Glu Gln Lys Lys Leu Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Arg Leu Leu Gln

355 360 365

Glu Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu Met Gly Thr Lys Glu His

370 375 380
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<210> 5

<211> 383
<212> PRT

ES 2 305 886 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fc-gamma?2(h)(FN>AQ)-IL-7 humana

<400> 5

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 5 10 1s

Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys
20 25 30

Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys val val val
35 40 45

aAsp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp
50 55 60

Gly val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Ala
65 70 75 80

Gln Ser Thr Phe Arg Val Val Ser Val Leu Thr val val His Gln Asp
as 920 9s

Txp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu
100 105 110

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gln Pro Arg
115 120 125

Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys
130 135 140

Asn Gln Val Ser.Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp
145 150 155 160

Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys
165 170 175

Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser
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180 185 190

Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arxrg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe Ser
195 200 208

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser
210 215 220

Ala Thr Ala Thr Pro Gly Ala Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp Gly
225 230 235 240

Lys Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met Val Ser Ile Asp Gln Leu Leu Asp
245 250 25S

Ser Met Lys Glu Ile Gly Ser Asn Cys Leu Asn Asn Glu Phe Asn Phe
260 265 270

Phe Lys Arg His Ile Cys Asp Ala Asn Lys Glu Gly Met Phe Leu Phe

275 280 285

Arg Ala Ala Axg Lys Leu Arg Gln Phe Leu Lys Met Asn Ser Thr Gly
290 295 300

Asp Phe Asp Leu His Leu Leu Lys Val Ser Glu Gly Thr Thr Ile Leu
305 310 315 320

Leu Asn Cys Thr Gly Gln Val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu Gly
325 330 335

Glu Ala Gln Pro Thr Lys Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys Glu
340 345 350

Gln Lys Lys Leu Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Arg Leu Leu Gln Glu
358 360 365

Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu Met Gly Thr Lys Glu His

370 375 kX1
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<210> 6

<211> 398
<212> PRT

ES 2 305 886 T3

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FC-gammal (ligando1)-IL-7 humana

<400> 6

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

1 S 10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val

35 40 4s

val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val

50 S5 60

Asp Gly val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

65 70 75 80

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln

85 20 9s

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala

100 105 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro

115 120 125

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr

130 135 140

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser

145 150 155 160
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ES 2 305 886 T3

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyx

165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyx

180 185 190

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn val Phe

195 200 205

Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

210 215 220

Ser Ala Thr Ala Thr Pro Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly

225 230 23s 240

Gly Ser Gly Gly Gly Ser Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp Gly Lys

245 250 255

Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met Val Ser Ile Asp Gln Leu Leu Asp Ser

260 265 270

Met Lys Glu Ile Gly Ser Asn CyS Leu Asn Asn Glu Phe Asn Phe Phe

275 280 285

Lys Arg His 1Ie Cys Asp Ala Asn Lys Glu Gly Met Phe Leu Phe Arg

290 295 300
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<210>7

<211> 393
<212> PRT

ES 2 305 886 T3

Ala Ala Arg Lys Leu Arg Gln Phe Leu Lys Met Asn Ser Thr Gly Asp

305 310 315 320

Phe Asp Leu His Leu Leu Lys Val Ser Glu Gly Thr Thr Ile Leu Leu

328 330 335

Asn Cys Thr Gly Gln Val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu Gly Glu

340 345 350

Ala Gln Pro Thr Lys Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys Glu Gln

3ass 360 365

Lys Lys Leu Asn Asp Leu Cys Phe Leu Lys Arg Leu Leu Gln Glu Ile

370 375 380

Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile Leu Met Gly Thr Lys Glu His

a8s 390 395

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fc-gammal (YN>AQ)(ligando2)-IL-7 humana

10
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<400> 7

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

1 S 10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys val val

as 40 45

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val

50 55 60

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

65 70 75 80

Ala Gln Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser val Leu Thr Val Leu His Gln

8s 90 95

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala

100 108 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro

115 120 125

11
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Arg Glu Pro Gla Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr

130 135 140

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser

145 150 155 160

Asp Ile Ala Vval Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu ASp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

180 185 190

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

19s 200 205

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn Eis Tyr Thr Gln Lys

210 215 220

Ser Ala Thr Ala Thr Pro Gly Ala Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly

225 230 235 240

Gly Asp Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp Gly Lys Gln Tyr Glu Ser Val

245 250 255

Leu Met Val Ser Ile Asp Gln Leu Leu Asp Ser Met Lys Glu Ile Gly

12
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260 265 270

Ser Asn Cys Leu Asn Asn Glu Phe Asn Phe Phe Lys Arg His Ile Cys

275 280 288

Asp Ala Asn Lys Glu Gly Met Phe Leu Phe Arg Ala Ala Arg Lys Leu

290 295 300

Arg Gln Phe Leu Lys Met Asn Sexr Thr Gly Asp Phe Asp Leu His Leu

305 310 315 320
Leu Lys Val Ser Glu Gly Thr Thr Ile Leu Leu Asn Cys Thr Gly Gln
328 330 335
val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu Gly Glu Ala Gln Pro Thr Lys
340 345 350
Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys Glu Gln Lys Lys Leu Asn Asp
355 360 365
Leu Cys Phe Leu Lys Arg Leu Leu Gln Glu Ile Lys Thr Cys Trp Asn
370 375 380
Lys Ile Leu Met Gly Thr Lys Glu His
ass 330
<210> 8
<211> 391
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Fc-gammal (YN>AQ,d)(ligando2)-IL-7 humana

13
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ES 2 305 886 T3

<400> 8

Glu Pro Lys Ser Ser Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1 S 10 15

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val val
35 40 45

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr Val
50 55 60

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
65 70 75 80

Ala Gln Ser Thr Tyr Arg Val val Ser val Leu Thr Val Leu His Gln
8s 90 95

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala
100 105 110

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr XYle Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
115 120 128

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr
130 135 140

Lys Asn Gln val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser
145 150 155 160

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr
165 170 175

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr
180 185 190

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Glan Gln Gly Asn Val Phe
195 200 205

Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gla Lys
210 215 220

14
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Ser Ala Thr Ala Thr Pro Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Asp

225 230 235 240

Cys Asp Ile Glu Gly Lys Asp Gly Lys Gln Tyr Glu Ser Val Leu Met

245 250 255

Val Ser Ile Asp Gln Leu Leu Asp Ser Met Lys Glu Ile Gly Ser Asn

260 265 270

Cys Leu Asn Asn Glu Phe Asn Phe Phe Lys Arg His Ile Cys Asp Ala

275 280 285

Asn Lys Glu Gly Met Phe Leu Phe Arg Ala Ala Arg Lys Leu Arg Gln

290 295 300

Phe Leu Lys Met Asn Ser Thr Gly Asp Phe Asp Leu His Leu Leu Lys

305 310 31s 320

val Ser Glu Gly Thr Thr Ile Leu Leu Asn Cys Thr Gly Gln Val Lys

328 330 338

Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu Gly Glu Ala Gln Pro Thr Lys Ser Leu

340 345 350

Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys Glu €ln Lys Lys Leu Asn Asp Leu Cys

355 360 365

Phe Leu Lys Arg Leu Leu Gln Glu Ile Lys Thr Cys Trp Asn Lys Ile

370 375 3iso

Leu Met Gly Thr Lys Glu His

385 390

15
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<210>9

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Eliminacion interna de dieciocho aminoacidos en la mitad IL-7

<400> 9

val Lys Gly Arg Lys Pro Ala Ala Leu Gly Glu Ala Gln Pro Thr Lys

1 S

Ser Leu

<210> 10

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Extremo de la porcién Fc de huFc-gammal (YN>AQ,d)(ligando2)-1L-7

<400> 10

Ala Thr Ala Thr Pro
1 5

<210> 11

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Extremo de la porcién Fc de huFc-gammal (YN>AQ)(ligando2)-I1L-7

<400> 11

Ala Thr Ala Thr Pro Gly Ala
1 5

<210> 12

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador 2 para huFc-gammal (YN>AQ,d)(ligando2)-1L-7

<400> 12

atcatgtctg gatccctega
20

ES 2 305 886 T3
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ES 2 305 886 T3

<210> 13
<211> 13
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Pro Thr Lys Ser Leu Glu Glu Asn Lys Ser Leu Lys Glu

1 5 10

<210> 14

<211>20

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2 para huFc-gammal(YN>AQ)(ligando2)-IL-7

<400> 14

atcatgtctg gatcectcega
20

<210> 15

<211> 62

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 1 para huFc-gammal(YN>AQ) (ligando2)-IL-7

<400> 15

ccegggegec ggeggtggag gatcaggtgg tggcggtgat tgtgatattg aaggtaaaga
60

tg
62

<210> 16

<211> 56

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 1 para huFc-gammal(YN>AQ,d)(ligando2)-1L-7

<400> 16

cecgggeggt ggaggatcag gtggtggegg tgattgtgat attgaaggta aagatg
$6

17
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<210> 17

<211>7

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Locus Smal en un cebador

<400> 17

ccegggt
7

<210> 18

<211> 48

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2 305 886 T3

<223> Oligonucleétido sintético doble para la generacién de huFc-gammal(ligando1)-IL-7

<400> 18

gggtgcaggg ggcggdggca gcgggggcegg aggatccgge gggggcte

48

<210> 19

<211>908

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia de dcido nucleico para la regién Fc de Fc-gamma2(h) (FN>AQ) humana

<400> 19

gagcccaaat cttctgacaa

60

gcctcgcect ccagctcaag

120

gccccagetg ggtgctgaca

180

accgtcagte ttcctettece

240

tgaggtcacg tgcgtggtgg

300

gtacgtggac ggcgtggagyg

360

aactcacaca

gcgggacagg

cgtccaccte

ccccaaaace

tggacgtgag

tgcataatgce

tgcccacegt geccaggtaa gccagceccag

tgcectagag tagcctgcat ccagggacag

catctcttec tcagcaccac ctgtggcagg

caaggacacc ctcatgatct cccggaccee

ccacgaagac cccgaggtec agttcaactg

caagacaaag ccacgggagg agcaggccca

18
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<210> 20
<211> 908
<212> DNA

gagcacgttc
420

ggagtacaag
480

caaaaccaaa
540

caccctcetge
800

aaccacaggt
660

tgacctgcect
720

ggcagccgga
780

tectctacag
340

getcegtgat
900

cgggtgca
9508

<213> Secuencia artificial

<220>

cgtgtggtea

tgcaaggtct

ggtgggaccc

cctgagagtg

gtacaccetg

ggt.caaaggc

gaacaactac

caagctcace

gcatgaggct

ES 2 305 886 T3

gecgtecteac

ccaacaaagg

geggggtatg

accgetgtac

¢cceccateac

ttctacccca

aagaccacac

gtggacaaga

ctgcacaacc

cgttgtgcac

ccreccagec

agggccacat

caacctetgt

gggaggagat

gegacatcge

ctcececatgcet

gcaggtggca

actacacaca

caggactggc

cccatcgaga

ggacagaggc

ccctacaggg

gaccaagaac

cgtggagtgg

ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcgec

<223> Secuencia de dcido nucleico para la regién Fc de Fc-gamma2(h) humana

19

tgaacggcaa

aaactcatcte

cggcteggec

cagccecegag

caggtcagce

gagagcaatg

ggctccttct

gtcttctcat

accgegacece
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<400> 20

gagcccaaat
60

gectcgeeet
120

gcceccagetg
180

accgtcagte
240

tgaggtcacg
300

gtacgrggac
360

cagcacgttc
420

ggagtacaag
480

caaaaccaaa
540

caccctctge
600

aaccacaggt
660

tgacctgeet
720

ggcagccgga
780

tcctctacag
840

getecgtgat
900

cgggcgee
908

cttctgacaa

ccagctcaag

ggtgctgaca

ttectcttec

tgcgtggtgg

ggcgtggagg

cgtgtggtca

tgcaaggtct

ggtgggaccce

cctgagagtg

gtacaccctg

ggtcaaagge

gaacaactac

caagctcacc

gcatgaggct

ES 2 305 886 T3

aactcacaca

gcgggacagg

cgtccecaccte

ccccaaaace

tggacgtgag

tgcataatge

gcgtcctcac

ccaacaaagg

gcggggtatyg

accgctgtac

cceccatecac

ttctacccca

aagaccacac

gtggacaaga

ctgcacaacc

tgcccaccgt

tgcectagag

catectecttee

caaggacacc

ccacgaagac

caagacaaag

cgttgtgcac

cctcecagee

agggccacat

caacctctgt

gggaggagat

gcgacatege

ctcceatgcet

gcaggtggea

actacacaca

20

gcccaggtaa

tagectgcat

tcagecaccac

ctcatgatct

cccgaggtec

ccacgggagg

caggactggc

cccatcgaga

ggacagaggc

cecctacaggg

gaccaagaac

cgtggagtgg

ggactccgac

gcaggggaac

gaagagcgcce

gccagcccag

ccagggacag

ctgtggcagg

cccggacece

agttcaactg

agcagttcaa

tgaacggcaa

aadccatctc

cggcteggee

cagccccgag

caggtcagcce

gagagcaatg

ggctecttcet

gtcttctcat

accgcgacce
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<210> 21
<211>911
<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 305 886 T3

<223> Secuencia de acido nucleico para la regién Fc de Fc-gammal (YN>AQ) humana

<400> 21

gagcccaaat
60

gectoegecct
120

gceccageeg
180

gggaccgtca
240

ccctgaggte
300

ctggtacgtg
360

ccagagcacqg
420

caaggagtac
480

cttctgacaa

ccagctcaag

ggtgctgaca

gtcttcctct

acatgcgtgg

gacggcgtgg

taccgtgtgg

aagtgcaagg

aactcacaca

gcgggacagg

cgtccaccte

tccccccaaa

tggtggacgt

aggtgcataa

tcagcgtect

tctccaacaa

tgcccacegt

tgcectagag

catctcttec

acccaaggac

gagccacgaa

tgccaagaca

caccgteceg

agccctecca

21

gcccaggtaa

tagcctgcat

tcagcacectg

accetcatga

gaccctgagg

aagccgeggg

gccagcccag

ccagggacag

aactcctggg

tcteecggac

tcaagttcaa

aggagcagge

caccaggact ggctgaatgg

gcceceateg

agaaaaccat
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ctccaaagcc aaaggtggga
540

geccacectc tgeccctgaga
600

gagaaccaca ggtgtacacc
660

gcectgacctg cctggtcaaa
720

atgggcagec ggagaacaac
780

tcttceotcta tagcaagete
840

catgectcegt gatgcatgag
s00

cccegggege ©
911

<210> 22

<211>911

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2 305 886 T3

cccgtggggt

gtgaccgctg

ctgcccccat

ggcettctaec

tacaagacca

accgtggaca

gctotgeaca

gcgagggcca catggacaga

taccaacctc tgtcectaca

cacgggagga gatgaccaag

ccagcgacat cgccgtggag

cgectceegt getggactee

agagcaggtg gcagcagggyg

accactacac gcagaagage

<223> Acido nucleico para la regién Fc de Fc-gammal humana

22

ggceggeteg

gggcagecee

aaccaggtca

tgdgagagca

gacggctect

aacgtctetct

gccaccgega
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<400> 22

gagcccaaat
60

geetegeeet
120

gccccagecyg
180

gggaccgtca
240

ccctgaggte
300

ctggtacgtg
360

caacagcacg
420

caaggagtac
480

ctccaaagee
540

cttctgacaa

ccagctcaag

ggtgctgaca

gtcttcectet

acatgcgtgg

gacggcgtgy

tacegtgtgg

aagtgcaagg

aaaggtggga

ES 2 305 886 T3

aactcacaca

gcgggacagg

cgtccaccte

tceccccaaa

tggtggacgt

aggtgcataa

tcagecgtect

tctccaacaa

cccgtggggt

tgcccaccgt

tgccctagag

catectcetee

acccaaggac

gagccacgaa

tgccaagaca

caccgtectg

agccctccea

gcgagggeca

23

gcccaggtaa

tagcctgcat

tcagcacctg

accctcatga

gaccctgagg

aagccgcggy

caccaggact

gccceccateg

catggacaga

gccageccag

ccagggacag

aactcctggyg

tctccecggac

tcaagttcaa

aggagcagta

ggctgaatgg

agaaaaccat

ggccggeteg
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geccacecte tgecctgaga
600

gagmaccaca ggtgtacace
660

gectgaccty cotggtcaaa
120

atgggcagec ggagaacaac
780

tcttectcta tagcaagete
840

catgctecgt gatgeatgag
9500

cceegggege ©

911
<210> 23
<211>9
<212> DNA
<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2 305 886 T3

gtgaccgetg taccaaccte tgtecctaca gggeagecce

ctgcccccat cacgggagga gatgaccaag aaccaggtca

ggettotate ccagcgacat cgecgtggag tgggagagca
tacaagacca cgectecegt gotggacteo gacggeteet
accgtggaca

agagcaggtyg gcagcagggyg aacgtettct

getctgoaca accactacac gcagaagage gocaccgcga

<223> Comienzo de la regién bisagra como se ha mostrado en la figura 20

<400> 23

gagcccaaa
9

<210> 24

<211>7

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia AflIT

<400> 24

cttaagc
7

<210> 25
<211>9
<212> PRT

24
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ES 2 305 886 T3

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Ligando 2 para las proteinas de fusién de Fc-IL-7

<400> 25

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

1 5

<210> 26

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Substitucién de la secuencia en las proximidades del extremo C de la porcién Fc de una cadena pesada de

inmunoglobulina

<400> 26

Ala Thx Ala Thr

1

<210> 27

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia en las proximidades del extremo C de la porcién Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina

<400> 27

Leu Ser Leu Ser

1

<210> 28

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Substitucién de la secuencia dentro de de una cadena pesada IgG1

<400> 28

Gln Ala Gln Ser

1

<210> 29
<211>4

25
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ES 2 305 886 T3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Secuencia dentro de una cadena pesada IgG1

<400> 29

Gln Phe Asn Ser

1

<210> 30

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia procedente de IgG1

<400> 30

Gln Tyr Asn Ser

1

<210> 31

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia procedente de la IL-7

<400> 31

Met Asn Ser Thr Gly

1 S

<210> 32

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia procedente de la IL-7

<400> 32

Leu Asn Cys Thr Gly

1 5

26
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ES 2 305 886 T3

<210> 33

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador inverso flanqueante para la generacion de las proteinas de fusién de Fc-gammal-IL-7

<400> 33

cagggtgtac acctgtggtt ¢
21

<210> 34

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Ligando 1 para la generacién de las proteinas de fusién de Fc-IL-7

<400> 34

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

1 s 10 15

<210> 35

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia procedente de la IL-7

<400> 35

Ser Leu Glu Glu Asn LySs

1 H

<210> 36

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador mutagénico en el sentido codificante

<400> 36

agcaggceca gagcacgtac cgtgtggt
28

27
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ES 2 305 886 T3

<210> 37

<211>28

<212> DNA

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Hebra complementaria del cebador mutagénico en el sentido codificante

<400> 37

gtacgtgetc tgggcecrget cctecegce
28

<210> 38

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador flanqueante en el sentido 3’

<400> 38

ctctctgecag agcccaaate t
21

28
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